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Resumo

A busca pela diminuicdo dos danos causados pelo envelhecimento extrinseco, ou
seja, aquele causado por agentes externos, como a radiagéo ultravioleta, tem sido
alvo de estudo. Atualmente, consumidores buscam produtos que, além da funcao
antienvelhecimento, sejam multifuncionais e que supram todas as suas
necessidades. Novas moléculas, ativos, misturas e sinergias tém buscado satisfazer
um mercado cada dia mais informado. N&o s6 a redugdo do envelhecimento
precoce, mas, também, a solucdo deste problema com o uso de ativos considerados
naturais e pouco agressivos. Além disso, € sabido que a busca pela seguranca e
eficacia deixou de ser um luxo, para se tornar parte fundamental e conduzida por
leis, como a RDC 07 de 2015, por exemplo. A jabuticaba possui estudos amplos na
area alimenticia, e vem sendo estudada devido seu elevado valor nutritivo e
composicao rica, em cosmetologia. Sua aplicabilidade tem se mostrado assertiva.
Este trabalho tem o objetivo de avaliar a seguranca e eficacia in vitro do uso do
extrato da casca da jabuticaba, que podera ser indicada como um novo ativo
antienvelhecimento, antisséptico e multifuncional. Para isso, o trabalho foi realizado
em fases: obtencdo do extrato das cascas da jabuticaba e sua avaliagdo em
parametros como solubilidade, varredura espectrofotométrica e quantificacdo de
biomarcadores. Depois disso, foram avaliados o potencial de irritagdo cutanea e
citotoxicidade in vitro (potencial de irritacdo epidérmica, dérmica e hepatotoxicidade).
Assim, foi obtida uma faixa considerada segura de uso do extrato, sem causar danos
as células da pele e figado, caso os ativos do extrato penetre a barreira cutanea e
adentrem na corrente sanguinea. Com valores seguros estabelecidos, foi avaliado o
potencial de atividade antimicrobiana em microrganismos comensais e patogénicos,
além da capacidade de indugdo da producédo de colageno e cicatrizacdo em células
HDFa. O extrato da casca da jabuticaba mostrou-se muito préspero para uso em
fitocosméticos, atuando com véarios efeitos benéficos, como elevada atividade
antioxidante e elevada concentracdo de antocianinas, citotoxicidade com IC50
superiores a 6,0 mg/mL, capacidade antimicrobiana em todas as cepas testadas,
além de efeito de indugdo na producao de colageno in vitro.

Palavras-Chave: jabuticaba, atividade antioxidante, citotoxicidade, atividade

antimicrobiana, producao de colageno, cicatrizacao.



Abstract

The search for the reduction of damage caused by extrinsic aging, that is, this
phenomenon by external agents, such as ultraviolet radiation, has been the subject
of study. Currently, consumers are looking for products that, in addition to the anti-
aging function, are multifunctional and meet all their needs. New molecules, assets,
mixtures and synergies have sought to satisfy a market more and more. Not only the
reduction of premature aging, but also the solution of this problem with the use of
assets considered natural and not very aggressive. In addition, it is known that the
search for safety and efficacy provided to be a luxury, to become a fundamental part
and guided by laws, such as RDC 07 of 2015, for example. Jabuticaba has extensive
studies in the food area, and has been studied due to its high nutritional value and
rich composition, in cosmetology. Its applicability has to be declared assertive. This
work has the objective of evaluating an in vitro safety and efficacy of the use of
jabuticaba bark extract, which can be chosen as a new anti-aging, antiseptic and
multifunctional active. For this, the work was carried out in phases: obtaining the
extract of the jabuticaba bark and its evaluation in parameters such as solubility,
spectrophotometric scanning and quantification of biomarkers. After that, the skin
irritation potential and in vitro cytotoxicity (potential for epidermal, dermal irritation
and hepatotoxicity) were taken. Thus, it was obtained a band considered safe to use
the extract, without causing damage to the skin and liver cells, if the extract's assets
penetrate the skin barrier and enter the bloodstream. With safe values, the potential
for antimicrobial activity in commensal and pathogenic microorganisms was
evaluated, in addition to the ability to induce collagen production and healing in HDFa
cells. The extract of the bark of the jabuticaba proved to be very successful for use in
phytocosmetics, acting with several beneficial effects, such as high antioxidant
activity and high concentration of anthocyanins, cytotoxicity with IC50 above 6.0 mg /
mL, antimicrobial capacity in all strains tested, in addition to the induction effect on

collagen production in vitro.

Keywords: jabuticaba, antioxidante activity, cytotoxicity, antimicrobial activity,

collagen production, healing.
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1. INTRODUCAO

O setor cosmético estd em constante crescimento, mesmo diante de toda
crise. Possui elevado poder de reinventar-se, adequando-se as necessidades
transitorias dos consumidores. Nos dias atuais, vemos que, praticamente, toda a
populacdo, se ndo, de fato, toda ela, utiliza algum tipo de cosmético, diariamente, o
gue impulsiona a Industria Cosmética a sempre elaborar pesquisas e aumentar seu

portifolio de vendas.

Os consumidores buscam por produtos de origem mais natural possivel, com
os selos: livre de crueldade animal, veganos, produtos naturais, ativos “verdes”,
ecoldgicos, entre outros. Assim, pesquisa por novos ativos de origem natural e
também, oriundo da biodiversidade brasileira, cresce. Com o advento das redes
sociais, ocorreu um “boom” de lancamentos de novos cosméticos, muitas vezes,
apenas repaginados, mantendo as funcdes. Ha sempre, o contato com alguma
propaganda ou publicidade sobre algo, que impulsiona a comprar o produto da

moda.

Entretanto, ao contrario do que € imaginado, cosméticos podem apresentar
reacOes adversas ao usuario, resultantes do uso inadequado ou de caracteristicas
intrinsecas. Mesmo os cosmeéticos com ativos “naturais” ou também chamados
fitocosméticos. O risco cosmético avalia a probabilidade de ocorréncia de irritacao,
sensibilizacdo, sensacdes de desconforto e até efeito sistémico através da
passagem, de algum componente da formulacdo, para a corrente sanguinea. A
seguranca do cosmético é de inteira responsabilidade do responsavel que o coloca
no mercado. Para tal seguranca, sdo necessarios: formular produtos com matérias-
primas reconhecidamente seguras, avaliar a seguranca dos ativos e dos produtos
acabados, seguir a legislacdo vigente para a fabricacdo e o controle, além de
fornecer informagbes ao consumidor sobre o uso adequado, entre outros

parametros.

Por muito tempo, o modelo animal foi utilizado para a realizacdo de testes
visando a seguranca de produtos cosméticos. Foi introduzido o conceito de
substituicdo e/ou reducédo do uso de animais por ensaios in vitro, 0 que levou ao
desenvolvimento de alternativas in vitro. A dificuldade encontrada nestes métodos

deriva da necessidade de vérios ensaios para poder oferecer, com propriedade
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cientifica, resultados que se assemelham aos ensaios in vivo. Dentre 0s ensaios
biolégicos aplicados a cosméticos, podem ser destacados os de avaliacdo da
irritacdo ocular e cutanea, além da toxicidade, em cultura celular. Com estes

ensaios, é possivel avaliar o indice ou relacdo de seguranca esperado para o ativo.

Outro ponto importante da pesquisa por novos ativos cosméticos é a busca
por multibeneficios. Neste ponto, os ativos naturais se destacam. Normalmente,
ativos naturais podem apresentar varios beneficios, sendo decorrentes da sua
composicado rica e variada; porém, ativos de origem natural sofrem alteragbes de
composicdo conforme inteperancas do clima, tipo de solo, temperatura, tempo de

colheita, entre outros fatores, que merecem atencao por parte do pesquisador.

Observando estes aspectos, o enfoque deste trabalho foi avaliar os beneficios
cosmeéticos que o extrato da casca da jabuticaba possui, sendo abordada a extracéo
de ativos de cascas obtidas de residuos industriais, avaliacdo de marcadores
fitoquimicos padrdes para a espécie, avaliagdo da citotoxicidade, atividade

antimicrobiana, avaliacdo da producédo de colageno, entre outros ensaios in vitro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aspectos mercadologicos da Indatria Cosmética

O setor de cosméticos tem a necessidade de sempre apresentar novos
produtos, sejam nas formulagdes, ativos, embalagens ou formas de aplicacdo. Este
setor, muito rentavel no Brasil, gera empregos, variando desde a mao de obra
bésica a especializada, sendo o 2° setor que mais investe em inovagdo e o 1° setor
gue mais investe em comunicagdo. A pesquisa aplicada neste segmento é feita de
forma constante, tanto em laboratérios privados, quanto com parcerias em centros
de pesquisa; entretanto, o panorama de exportacdes ainda é modesto, perto dos
valores de importagOes, tendo uma diferenca de quase 9% entre estes parametros
(ABIHPEC, 2018).

A indUstria cosmética, mesmo em um pais em crise, cresce em torno de 10%
ao ano; porém, os brasileiros ainda gastam, em média, 1,5% de seu orcamento em
cosmeéticos. O alto crescimento do consumo de cosméticos era exemplificado pelo
aumento da insercdo da mulher no mercado e o melhor atendimento das
necessidades desejadas pelo consumidor. Hoje, tem-se que evidenciar a influéncia
do estresse e cansaco na busca por uma vida mais saudavel que gerou uma
alavanca no setor de Microempreendedores Individuais (MEI) no ramo da beleza,
estética e saude. Aumentou, também, a profissionalizacdo de centros de estética,
saldes de beleza e artigos relacionados ao mundo fitness, aumentando, assim, o
consumo e gerando mais oportunidades. O aumento da procura por cosméticos pelo
publico masculino e a fluidez de género nos cosméticos abrange, ainda mais,
publicos-alvo que vém se destacando nos ultimos anos. A ampliacdo de dominios
digitais, que exerce influéncia em nossa rotina, buscando sempre a personalizacéo e
praticidade vem, também, criando novas experiéncias de Marketing nos nichos de

cuidados com a pele, cuidados com os cabelos e sustentabilidade (ABIHPEC, 2018).

Este mercado vantajoso obteve um aumento de pesquisas e lancamento de
produtos com o rétulo “verde”; ou seja, oriundos da biodiversidade e, também,
contendo ativos naturais, que cresce a uma taxa de quase 25%, enquanto que 0S
produtos com base sintética crescem em torno de 10% (ABIHPEC, 2018). Este
crescimento vai de encontro com o0 movimento atual da populacdo que almeja cada

dia mais, envelhecer com saude, bem-estar e de maneira mais natural possivel.
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Com isso, 0 acesso a informagdes torna consumidores mais atentos ao consumo de
seus produtos. Ha projecdes que atestam que 0 consumo por cosmeéticos contendo
ativos mais naturais e oriundos da biodiversidade promovera um remodelamento da

IndUstria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ZUCCO et al., 2020).

2.2. Jabuticaba

A jabuticabeira é uma planta frutifera da biodiversidade brasileira. Produzem
jabuticabas, frutos circulares, com coloracdo roxa escura quase preta, de uma a
guatro sementes. Sua casca tem gosto adstringente, enquanto a polpa, muito doce.
E encontrada nos estados do Sul e Sudeste, predominantemente. Pertence a familia
Myrtaceae e esta dividida em nove espécies, sendo uma considerada extinta, cinco
em sitios de pesquisa e trés em cultivo. Estas ultimas sdo: Plinia trunciflora (Berg)
Mattos (jabuticaba-de-cabinho); Plinia cauliflora (DC.) Berg (jabuticaba paulista,
ponhema ou assu) e Plinia jaboticaba (Vell.) Berg (jabuticaba sabard), a mais
conhecida e cultivada no pais, principalmente nos estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais, que possuem alguns pomares comerciais. Foi primeiramente classificada
como Myrciaria em 1985 e, depois, como Plinia, sendo, hoje em dia, considerados
sindnimos (CITADIN et al., 2010; NEVES et al., 2018).

As trés espécies de jabuticaba cultivadas no Brasil apresentam caracteristicas
muito semelhantes, o que leva a certa dificuldade de identificacdo botanica. Sua alta
taxa de perecibilidade tém sido um grande desafio de cunho industrial. A jabuticaba
tem sido vendida in natura, em doces, como geleias e sorvetes; bebida, como licores
e vinhos; farinha da casca, entre outras (DONADIO, 2000). Na medicina popular, é
utilizada para tratar diarreia, distlrbios no trato geniturinario, gripe, dor de garganta,
labirintite, entre outras doencas (BAILAO et al., 2015; CHANG; ALASALVAR;
SHAHIDI et al., 2018).

A jabuticaba é rica em compostos bioativos, macronutrientes e
micronutrientes. O fruto € rico em vitamina C, tocoferol, antocianinas, sendo a
principal e em maior quantidade, cianidina-3-glicosideo. Também apresenta grande
guantidade de compostos fendlicos, flavonoides e taninos, entre eles, quercetina,

acido galico e acido elagico. Possui altos valores de carboidratos (frutose, sacarose),
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fiboras sollveis e insollveis, minerais (potassio, magnésio, fosforo, calcio) e
carotenoides (ALASALVAR; SHAHIDI et al., 2018; BARROS et al., 2019; JUNIOR,
DE SOUZA; DOS REIS, et al., 2019).

Estudos in vitro apontam para sua capacidade antimicrobiana, antiproliferativa
e antioxidante, enquanto estudos em cobaias animal apontam para aumento da
motilidade  gastrointestinal,  atividade  antimicrobiana, efeitos  positivos
cardiovasculares e na reducgéao do perfil glicémico da diabetes (BARROS et al., 2019;
JUNIOR, DE SOUZA; DOS REIS et al., 2019).

2.3. Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano. Tem a funcédo de proteger contra
agentes nocivos, como: microrganismos, radiagdo ultravioleta (UV), agentes
alergénicos e irritantes. E dividida em duas camadas: epiderme e derme (WALTER
et al., 2010; HALL, 2017; LIN et al.,2018).

A epiderme é formada por tecido epitelial do tipo estratificado pavimentoso
gueratinizado com espessura variavel entre 0,07 mm a 1,6 mm. N&o possui irrigacao
sanguinea, dependendo da nutricdo da derme. O tipo celular mais abundante na
epiderme é o queratindcito, responsavel pela constante renovacéo da pele. Outros
tipos celulares presentes na epiderme sdo: as células de Langerhans, pertencentes
ao sistema imunoldgico; células de Merkel, que funcionam como receptores tateis;
melandcitos, responsaveis pela produgdo de melanina, pigmento responsavel pela
protecdo do DNA nos nucleos celulares, além de dar cor a pele. A epiderme é
subdividida em até cinco partes: camadas cérnea, granulosa, espinhosa, basal e
licida, esta ultima mais evidente nas palmas das maos e planta dos pés. O ciclo de
renovacgao ou mitotico da pele dura, em média, 28 dias (WALTER et al., 2010; HALL,
2017).

A camada cornea corresponde a camada mais superficial da pele. Suas
células sdo as mais diferenciadas, sendo achatadas e anucleadas. Nesta camada,
0S queratindcitos estdo maturados e completam o processo de queratinizagao,
descamando com frequéncia. Esta camada desempenha funcbes de barreira

protetora, prevenindo a passagem de agua e/ou outras substancias. Em seguida,
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temos a camada granulosa, formada por algumas fileiras de células achatadas,
nucleadas e com o citoplasma repleto de granulos basofilos de querato-hialina.
Esses granulos sdo convertidos em filagrina, uma proteina rica em histidina, que
confere resisténcia a esta camada. Seguidamente, temos a camada espinhosa, que
representa a camada mais espessa da epiderme. Nesta camada, 0s queratinécitos
passam por diversas transformacfes morfolégicas, moleculares e histoquimica,
tendo a aparéncia de espinhos. A camada basal € a camada mais interna da
epiderme. Essa camada da origem ao estrato germinativo, possuindo dois tipos
celulares, as células germinativas e os melanécitos (WALTER et al., 2010; HALL,
2017; LIN et al.,2018).

A epiderme e a derme sdo unidas pela juncdo dermoepidérmica, na qual a
epiderme penetra na derme pelas cristas epidérmicas e a derme, pelas papilas
dérmicas. Essa juncdo favorece a aderéncia e trocas metabdlicas necessarias
(WALTER et al., 2010; HALL, 2017; LIN et al.,2018).

A derme é formada por tecido conjuntivo propriamente dito, sendo constituida,
principalmente, por fibroblastos (responséaveis pela producédo de colageno, elastina,
componentes nao fibrilares, glicoproteinas, proteoglicanas, entre outros), enzimas,
matriz extracelular, células de defesa (macréfagos, linfocitos, entre outros.), vasos
sanguineos e linfaticos, estruturas nervosas e sensoriais e musculatura lisa. Além
disso, a derme é subdividida em duas partes: a camada superficial, também
chamada de papilar e a camada profunda ou reticular. A derme papilar é formada
por tecido conjuntivo propriamente dito do tipo frouxo. Possui, em maior quantidade,
matriz extracelular e, em menor, coldgeno e elastina. J& a derme reticular, € a maior
camada da derme, constituida de tecido conjuntivo propriamente dito do tipo denso
ndo modelado, sendo rica em fibras de coldgeno e elastina (HALL, 2017; LIN et
al.,2018).

O colageno é uma glicoproteina, formada por glicina, prolina e hidroxiprolina.
E a principal e mais abundante proteina do tecido conjuntivo, sendo subdividida em
mais de 20 tipos. A pele possui os tipos I, Ill, IV e VII, sendo | e Illl os mais
abundantes. A elastina confere duas funcbes de extrema importancia a pele:
elasticidade e compressibilidade. Outro componente importante da pele é a

substancia fundamental amorfa, responsavel por promover resisténcia as forcas de
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compressdo. E um complexo viscoso, altamente hidrofilico, constituido por
glicosaminoglicanas, proteoglicanas, glicoproteinas, acido hialurénico entre outros.
Também possui tixotropia, ou seja, capacidade de passar do estado liquido para o
gel e vice-versa (WALTER et al., 2010; HALL, 2017; LIN et al.,2018).

2.4. Principios fisiolégicos e funcdes da pele

2.4.1. Funcdao barreira da pele

A principal funcéo da pele é a protecdo. Para isso, a pele forma uma barreira
contra agentes externos, sendo impermeabilizada por uma combinacéo de lipideos,
agua e sais. Alguns desses lipideos sdo produzidos na camada granulosa ou
secretados na forma de sebo pelas glandulas sebaceas. Outra funcdo dessa barreira
€ a retencdo de agua, evitando o ressecamento da pele, pelo fator de hidratacédo
natural (Natural Moisturizing Factor — NMF), que € constituido por aminoacidos,
acido latico, acidos organicos, peptideos, acucares, ureia, entre outros (HALL,
2017).

2.4.2. Suor e seho

As glandulas sudoriparas e sebaceas sao de grande importancia na
conservacdo da temperatura corpérea e na manutencdo do estrato corneo. A
secrecdo sudoripara ocorre por dois tipos de glandulas: a écrina, que produz o suor
inodoro e a apdcrina, que produz o suor levemente viscoso e rico em lipideos. A
secrecdo das glandulas sebaceas € o sebo, responsavel pela lubrificacao,
garantindo a maciez da pele. A taxa de secrecdo, seja suor ou sebo, varia de
individuo para individuo. O pH acido da pele (em torno de 5,5) é resultado da
mistura de substancias, da camada cérnea, suor e sebo. A variagdo do pH pode

levar de irritacdo cutanea a descamacdao severa (WALTER et al., 2010; HALL, 2017).
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2.4.3. Protecao UV

Os melanécitos sdo células dendriticas que produzem a melanina. Existem
dois tipos de melanina, a eumelanina, que confere a coloracdo castanha e a
feomelanina, coloracdo avermelhado-amarelada. Este pigmento endégeno € capaz
de absorver os raios UVA e UVB e transformar em calor, escurecendo a pele como
meio de protecdo. A melanina é produzida a partir da hidroxilacdo da tirosina nos
melanossomas, que varia conforme a etnia e quantidade de exposi¢cao solar. A
exposicdo continua da pele a radiagdo UV tem efeito cumulativo e culmina na
formacdo de hiperpigmentacées (melanose solares, efélides, entre outros.) até o
cancer de pele. Ha outros mecanismos de protecao contra a radiagcao UV, como, por
exemplo: espessamento da epiderme para absorver melhor os raios UVB e o acido
urocénico, presente no suor, que possui uma alta, porém transitoria, absorcédo da
radiacdo UVB (WALTER et al., 2010; LIN et al.,2018).

Além da protecdo contra os raios UV que a pele oferece, ainda séo
necessarios outros meéetodos de protecdo solar. O meio mais comum de protecado
solar é o uso de protetores solares. Além da utilizacdo de filtros solares fisicos e
guimicos em formulacbes cosméticas diversas, € possivel adicionar ativos que
potencializem a protecdo solar. As plantas produzem metabdlitos secundarios
capazes de absorver a radiacdo solar e reduzir o dano dos radicais livres. Alguns
metabdlitos com essa capacidade sdo os compostos fendlicos, vitamina C e
carotenoides. O uso de extratos de plantas tem o potencial sinérgico em protetores
solares, auxiliando na fotoprotecao e reduzindo o estresse oxidativos nas células
devido a radiacdo (PETRUK et al., 2018; LI et al., 2019).

2.4.4. Cicatrizacdo

A cicatrizac&o € a capacidade regenerativa da pele. E uma resposta ordenada
de reacdes fisioldgicas e bioquimicas que interagem para a reestruturacao do tecido.
Ha diversos fatores que influenciam uma efetiva cicatrizagdo, como tipo de ferida,
hidratacdo da pele, fatores de inflamacéo, predisposicdo genética a hipertrofias,
entre outros (HALL, 2017). As fases do processo cicatricial estdo descritas no
Quadro 1.



Quadro 1. Fases do processo de cicatrizacdo. Fonte: adaptado de BORGES & SCORZA, 2016.

FASE DE TEMPO DE RESPOSTAS DO ORGANISMO
CICATRIZACAO DURACAO
Coagulacao Nos primeiros 5 a - Vasoconstricao.
10 minutos apos a - Agregacao plaquetaria.
leséo. - Tamponamento dos vasos seccionados.
Inflamacgé&o Tem inicio com a - Liberac&do de mediadores bioquimicos: histamina, serotonina, leucotoxina,

coagulacéo e
perdura por trés

dias.

bradicinina.
- Liberacédo de prostaglandinas: estimula mitoses, quimiotaxia do sistema
imunolégico para limpeza local.
- Estimula fatores de crescimento: Fator de Crescimento derivado de Plaquetas
(PDGF); Fator de Crescimento Fibroblastico (FGF); Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF); Fator de Crescimento Transformador Alfa (TGF-a).

Proliferagéo

Tem inicio no 3°
dia ap6s a injuria e
perdura por até

trés semanas.

- Neovasculariza¢do ou angiogénese
- Fibroplastia: fibroblastos produzem nova matriz extracelular, colageno,
elastina, substancia fundamental.
- Reepitelizag&o: migracdo dos queratindcitos ndo danificados para as bordas

da ferida.

Remodelamento

Concomitante a
fase de

proliferacéo.

- Contracao da ferida de forma centripeta, ou seja, de fora para dentro.
- Maturacao dos elementos celulares.

- Estruturacéo da matriz extracelular.
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Quando a pele ndo se regenera de forma eficaz, d4 origem a cicatrizes
inestéticas. Sdo exemplos o queloide, cicatriz hipertrofica e atréfica. A evolugéo
normal das fases de cicatrizagcdo e um organismo saudavel determinam o processo
cicatricial ser bem sucedidos ou ndo. Fatores como: excesso de tensao, infecgoes,
rejeicbes, mas condicbes fisiologicas, patologias associadas, ma condigcédo
nutricional, entre outros fatores, interferem na ma qualidade da cicatrizacdo (HALL,
2017).

Na medicina tradicional, por séculos foram utilizadas plantas para auxiliar no
processo cicatricial. No Brasil, a babosa e caléndula sdo frequentemente estudadas
por acelerar o processo cicatricial de forma (LORDANI et al., 2018). Como é
observado, o processo cicatricial € de extrema importancia na protecdo da pele, ou
seja, para manter fungdes fisioldgicas da pele e, também, na manutencédo estética. A
busca por substancias que modulam a cicatrizacdo de forma rapida e eficaz torna-se

importante.

2.4.5. Envelhecimento da pele

O envelhecimento da pele é categorizado em: envelhecimento intrinseco e
extrinseco. O envelhecimento intrinseco é cronoldgico e inevitavel. E caracterizado
pela perda gradual da elasticidade, refinamento e ressecamento da pele. Ha
formacédo de linhas que comecam a aparecer pela repeticdo de expressdes e, com 0
tempo, se fixam como rugas na pele. O envelhecimento extrinseco é caracterizado
pela exposicdo constante da pele aos fatores externos, como, tabagismo, exposicao
ao sol, ma alimentacdo, poluicdo, entre outros. Resultando em rugas grosseiras,
perda severa de elasticidade, hiperpigmentacdes e textura aspera (ZHANG; DUAN,
2018).

Entretanto, ndo ocorrem apenas as mudancas fenotipicas na pele, ocorrem
também, alteracbes estruturais e funcionais, como as mudancas nos componentes
da matriz extracelular, fibroblastos reduzem a producdo de colageno, elastina e
proteoglicanas que sdo responsaveis pela resisténcia mecanica, elasticidade e
hidratacdo da pele. A exposicdo constante a radiacdo UV, tabagismo e pesticidas,

por exemplo, pode causar mudancas genotipicas e metabdlicas (AHMED, 2020).
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Somente em 1969, foi proposto que a exposi¢ao a radiacdo solar é o principal
contribuinte para o envelhecimento extrinseco. A pele exposta ao sol espessa
devido a falha na degradacao das células mais superficiais da pele, os cornedcitos.
A expressdo do marcador de diferenciacdo dos queratindcitos é reduzida. A
expressao de proteina-B1-intregrina nas paredes celulares, considerada uma “célula-
tronco” das células da pele que é responsavel pela diferenciacdo dos queratindcitos
€ reduzida. A producdo de colageno e elastinas também é reduzida e, ainda, sao
produzidas mais enzimas de degradacdo dessas proteinas (ZHANG; DUAN, 2018;
AHMED, 2020; GU et al., 2020).

O estresse 0 oxidativo também é um dos maiores contribuintes para a
aceleracdo do envelhecimento intrinseco e o fotoenvelhecimento. O estresse
oxidativo é causado pelas reagfes indisciplinadas das espécies reativas de oxigénio
(ERQO’s) com o organismo. As ERO’s sdo naturalmente produzidas no organismo,
geralmente, nas reacOes de producdo de adenosina-trifosfasto (ATP), porém
também possuimos em nosso organismo mecanismo de reducdo do dano oxidativo,
por exemplo, reagdes enziméticas da superdxido-desmutase (SOD). O estresse
oxidativo pode causar dano no DNA, encurtamento de teldmeros, desregulacdo dos

microRNA’s mutagdes genéticas, entre outros danos (GU et al., 2020).

Os antioxidantes sdo moléculas utilizadas para neutralizar as reagbes com as
ERO'’s, entre elas podemos citar a vitamina C, vitamina E, coenzima Q-10 e os
compostos fendlicos (GU et al.,, 2020). Além de uma alimentacdo rica em
antioxidantes, a suplementacao via oral desses compostos € muito Gtil na reducéo
dos danos oxidativos, assim, reduzindo os danos causados pelo envelhecimento do
corpo como um todo, mas principalmente os sinais visiveis na pele (LERI et al.,
2020).

Outro meio de retardar os sinais do envelhecimento precoce na pele é
utilizando cosméticos com ativos que tenham a funcéo de antienvelhecimento. Logo,
a busca por ativos que tenham atividade antioxidante e que estimulem a producéao
de colageno, por exemplo, sdo relevantes, vistro que sdo mecanismos de combate

aos sinais do envelhecimento.
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2.5. Avaliagcdo da seguranca em cosmeéticos (BRASIL, 2012)

Para o cosmético ir para o mercado deve-se passar por criteriosos ensaios a
fim de avaliar a seguranca e, em alguns casos, a eficacia. Uma empresa
responsavel, seja a fabricante, importadora ou o responsavel pela colocacdo do
cosmético no mercado, devem apresentar dados comprobatorios sobre os
parametros de seguranca, com o intuito de reduzir danos do cosmético ao usuario.
No Brasil, h4 poucas décadas atras a avaliacdo da seguranca era testada em

cobaias animais.

Para os ensaios para seguranca in vivo sdo utilizados os modelos de
toxicidade aguda oral, irritacdo/corrosividade ocular, irritagéo/corrosividade cutanea,
avaliacdo da irritacdo cutanea primaria e acumulada, sensibilizagdo dérmica, teste
de irritacdo das mucosas oral e vaginal/peniana, teste de comedogenicidade, entre

outros.

Em 1959, Russell e Burch definiram o conceito, em seu livro (Principios da
ténica experimental humana), de refinamento, reducdo e substituicdo que levantam
estratégias de pesquisas mais racionais quanto ao uso de animais. Nos anos 80
iniciou 0 movimento de desenvolvimento de modelos experimentais alternativos para
cosméticos. No Brasil, mais precisamente no Estado de Sdo Paulo, é proibido
realizar testes em animais para avaliar seguranca e eficacia em cosméticos

atualmente.

Para isso, sao utilizados os ensaios para seguranga cosmeética in vitro. Entre
eles se destacam: avaliacdo do potencial de irritacdo ocular pelo HET-CAM (Teste
da membrana corioalantdide do ovo) e BCOP (Permeabilidade e opacidade da
cénea bovina), citotoxicidade pelo método do corante vermelho neutro (NRU),
citotoxicidade utilizando o corante MTT, avaliacdo do potencial fototdxico, avaliagdo
da permeacdo e retencdo cutanea utilizando pele da orelha do porco ou pele

humana proveniente de cirurgias plasticas, entre outros.

O uso de metodologias in vitro vem sendo refinadas e a unido de diversas
técnicas norteiam os parametros de seguranca de matérias primas, ativos e

formulacoes.



29

2.6. Atividade antimicrobiana em cosmeéticos

O mercado consumidor vem se tornando muito exigente e mais atento a
composicdo dos cosméticos utilizados. Buscam por composicbes mais seguras,
eficazes e o0s mais naturais possiveis. O que se torna uma dificuldade para a

industria, principalmente na conservacao dos cosméticos (PARKER; LUZ, 2007).

7

Os conservantes utilizados atualmente s&o sintéticos, como € o caso dos
parabenos, e ja ndo estdo sendo bem vistos pelos consumidores, que reduzem o
consumo de determinados cosméticos devido a presenca destes conservantes,
mesmo n&o aparentando uma elevada toxicidade em testes in vitro (CORREA,
2018).

Como alternativa aos conservantes sintéticos, tem-se pesquisado compostos
oriundos dos metabdlitos secundarios de plantas, em énfase aos compostos
fendlicos que apresentam caracteristicas antimicrobainas (SAKKAS et al.,2017).

O uso de metabdlitos de plantas como alternativa para conservar as
formulacbes cosméticas €é muito promissor, visto que possuem atividade

antimicrobiana relevante e é bem aceito pelo mercado.
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3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a seguranca e eficacia in vitro do extrato

da casca da jabuticaba, para uma possivel empregabilidade como novo ativo

cosmeético.

3.2.

Objetivos Especificos
Obtencéo do extrato da casca da jabuticaba a partir de residuos de

descarte industrial.

DPPH®.

ABTS°",

Avaliar a solubilidade do extrato.
Avaliar o espectro de absorc¢do UV do extrato.
Avaliar e quantificar os marcadores fitoquimicos do extrato.

Avaliar a atividade antioxidante total do extrato utilizando o radical

Avaliar a atividade antioxidante total do extrato utilizando o radical

Avaliar o potencial de irritagdo cutanea do extrato.

Avaliar a hepatotoxicidade em células HepG2 in vitro do extrato.
Avaliar a citotoxicidade cutanea em células HaCat in vitro do extrato.
Avaliar a dermotoxicidade em células HDFa in vitro do extrato.
Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato.

Avaliar a producao de colageno em células HDFa.

Avaliar o potencial de cicatrizacdo em células HDFa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéao do Extrato

Foram adquiridos cinco quilos de residuos, cascas e sementes, de jabuticaba
Sabara congeladas, do Sitio do Belo (23° 27°53.94” SUL 45° 42°31.88” OESTE),
localizado em Paraibuna, no estado de S&o Paulo, Brasil. As cascas foram
selecionadas e separadas das sementes e colocadas para descongelar, em
temperatura ambiente, sobre papel absorvente, por 24 horas. Para o extrato, foi
utilizado alcool 70° GL, como solvente extrator na propor¢do 1:20 (m/v). A amostra
foi macerada com o solvente, que foi deixado em contato com as cascas, por 24
horas. Foram realizadas quatro extracdes, com duracdo de 24 horas cada, a fim de
extrair o maximo de compostos-alvo do estudo. Em seguida, foi retirado o solvente
por rotaevaporacdo (Marconi — MA120) e, logo apds, liofilizado. O extrato foi mantido
sob refrigeracdo até sua liofilizacdo e, depois, sob congelamento, a 4°C, até seu

uso.

4.2. Analise de Solubilidade

Para a analise solubilidade do extrato liofilizado de jabuticaba foram utilizados
10 mg do extrato e adicionados de 100 pyL do solvente e repetindo a adigdo do
solvente a fim de avaliar a solubilidade segundo os parametros da Farmacopeia
Brasileira, 2010. A cada adicao da quantidade de solvente estipulada, foi considera
uma parte seguindo a relacdo do Quadro 2. Foram utilizados os solventes presentes

no Quadro 3.
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Quadro 2. Descri¢céo da solubilidade de acordo com a quantidade de partes

de solvente adicionadas a amostra.

Solvente Numero de partes
Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Solavel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Pouco solavel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insolUvel ou insolavel Acima de 10000 partes

Fonte: adaptado de Farmacopeia Brasileira, 2010.

Quadro 3. Tipos de solventes avaliados quanto ao parametro solubilidade.

Solvente INCI name
Agua destilada Aqua
Etanol Absoluto Alcohol
Glicerina Glycerin
Miristato de Isopropila Isopropyl Myristate
Propilenoglicol Propylene Glycol

Fonte: adaptado de Farmacopeia Brasileira, 2010.

4.3. Avaliacdo do espectro de absorc¢édo no ultra-violeta (UV)

Para avaliar o potencial de absorcdo de radiagdo do extrato, no intervalo de
comprimento de onda referente ao espectro UV, respectivamente referente a
radiacdo UVB de 280-315 nm e a UVA de 315-400 nm, foram utilizadas 32
concentracoes diferentes, em placa de 96 pocos, sendo a maior concentracéo de
100 mg/mL. Foi realizada uma diluicdo seriada, sendo adicionados 200 uL da
solucdo de 100 mg/mL no primeiro poco de cada replicata (Al, A5 e A9) e nos
demais 100 pL de agua destilada. Foram pipetados 100 pL do pog¢o mais
concentrado e adicionado ao proximo, homogeneizado e este passo foi repetido até
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gue todos os pocos foram preenchidos (Figura 1). Foi realizada uma varredura no
espectrofotdmetro (SPECTROstar Nano — BMG Labtech), que consiste em avaliar a
absorbancia de determinadas concentracfes de extrato em varios comprimentos de

onda. O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pogos, em triplicata.

Figura 1. Layout da analise por varredura espectrofotométrica, em placa de

96 pocos

OO0 OO

OOOOOOOOOOOO
10J0[0]00)0]0]00)00]0.
10]0[0]0/00]0)0]0.0I0®

Legenda: Pocos Al, A5 e A9: 100 mg/mL; B1, B5 e B9: 50 mg/mL; C1, C5 e C9: 25
mg/mL; D1, D5 e D9: 12,5 mg/mL; E1, E5 e E9: 6,25 mg/mL; F1, F5 e F9: 3,12
mg/mL; G1, G5 e G9: 1,56 mg/mL;H1, H5 e H9: 0,78 mg/mL; A2, A6 e A10: 0,39
mg/mL; B2, B6 e B10: 0,19 mg/mL; C2, C6 e C10: 0,10 mg/mL; D2, D6 e D10: 0,05
mg/mL; E2, E6 e E10: 9,76x10° mg/mL; F2, F6 e F10: 4,88x10° mg/mL; G2, G6 e
G10: 2,44x10° mg/mL; H2, H6 e H10: 1,22x 10 mg/mL; A3, A7 e All: 6,10x10™
mg/mL; B3, B7 e B11: 3,05x10™ mg/mL; C3, C7 e C11: 1,52x10™ mg/mL; D3, D7 e
D11: 7,63x10° mg/mL; E3, E7 e E11: 3,81x10° mg/mL; F3, F7 e F11: 1,91x10°
mg/mL; G3, G7 e G11: 9,54x 10° mg/mL; H3, H7 e H11: 4,77x10°® mg/mL; A4, A8 e
Al12: 2,38x10° mg/mL; B4, B8 e B12: 1,19x10°® mg/mL; C4, C8 e C12: 5,96x10”
mg/mL; D4, D8 e D12: 2,98x10”" mg/mL; E4, E8 e E12: 1,49x10" mg/mL; F4, F8 e
F12: 7,45x10® mg/mL; G4, G8 e G12: 3,72 x10® mg/mL; H4, H8 e H12: 1,86 x10®
mg/mL.
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4.4. Andalise de Marcadores

4.4.1. Cianidina-3-Glicosideo

Utilizando o método de pH diferencial, foram pesadas duas por¢des, em
balanca analitica (Shimadzu — ATX224), de 0,05 g do extrato liofilizado e
adicionados 5,0 mL de tampao de cloreto de potassico 0,025 M (pH 1,0) a uma
por¢cdo e, em outro, 5,0 mL de tampé&o de acetato de sédio 0,4M (pH 4,5). Depois de
2 horas de extracdo a temperatura ambiente, as amostras foram filtradas e foi
avaliada a absorbancia, registrada no espectrofotémetro (SPECTROstar Nano —
BMG Labtech), a 520 e 700 nm para solu¢cdes a pH 1,0 e 4,5, respectivamente. O
resultado do Total de Antocianinas foi expresso em equivalentes de cianidina-3-
glicosideo (%m/m) (INACIO et al., 2013).

4.4.2. Doseamento do Acido Ascorbico (Vitamina C)

Para quantificar a vitamina C presente no extrato da jabuticaba, foram
realizados os seguintes procedimentos padronizados por LIZIERO et al. 2017.
Primeiramente, foi realizada a titulagdo do padrdo: acido ascoérbico (AA) (Sigma
Aldrich). Para isso, foram preparadas solucbes estoque a 1% (m/v). Foram
preparados 2 mL da solucdo estoque do padrdo, 100 mL de agua destilada, 25 mL
de acido sulfarico 10% (p/v) e 1 mL de solu¢édo de amido 10%, sendo colocados em
Erlenmeyer. Posteriormente, essas solugdes foram tituladas com iodo 0,05 M. Para
a preparacao da solucéo de iodo 0,05 M, foram pesados 13 g de iodo, adicionados
100 mL de solucéo de iodeto de potassio a 20% e completou-se o volume com agua

destilada até um litro, em baldo volumétrico.

A solucao de iodo 0,05 M foi padronizada. Para isso, foram colocados 5 mL
desta solucéo, 5 mL de solucéo de Kl a 4%, 1 mL de acido acético glacial e 1 mL de
solugdo de amido 10%, em um erlenmeyer, sendo titulado com uma solugcéo de
tiossulfato de sédio (6,2574 g/ 200 mL). A solucao de tiossulfato de sédio também foi
padronizada e, para sua padronizacao, a solucéo de tiossulfato de sodio foi utilizada
como agente titulante, enquanto o titulado foi uma solucdo contendo 5 mL de iodeto
de potassio 20%, 5 mL de acido cloridrico 6 N de bromato de potassio (2,79x107
mg/mL) e 1 mL de solugéo de amido 10%.
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Para a titulacdo do extrato da jabuticaba foi preparada uma solucdo estoque
contendo 0,1 g/mL do extrato, diluido em agua destilada. Na titulacdo da amostra foi
preparada 1,0 mL da solucéo estoque e adicionados 100 mL de agua destilada, 25
mL de acido sulfarico 10% e 1 mL de solu¢do de amido 10%, sendo titulado com a

solucéo de iodo 0,05 M. Todas as titulagbes foram realizadas em triplicata.

4.5. Determinagéo da Atividade Antioxidante Total

4.5.1. Captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH°) (RUFINO,
2007)

Para o experimento, foi realizada a construcdo da curva analitica do radical
DPPH®, na qual foram realizadas medidas de absorbéancia, a 515 nm, do radical
DPPH° em concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM, utilizando alcool metilico
como branco, para calibrar o espectrofotdmetro.

Foram preparadas, em tubos de ensaio com a amostra, diferentes diluigdes,
em agua destilada. Em ambiente escuro, uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo
foi transferida para um tubo de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH°,
homogeneizando. Foi utilizado alcool metilico como branco e solugdo controle
contendo 40 mL de alcool metilico 50% e 40 mL de acetona 70% e agua para
completar o volume para 100 mL. As leituras foram realizadas pelo
espectrofotdmetro (SPECTROstar Nano — BMG Labtech) sendo monitoradas a cada

minuto, para observacao da reducéo da absorbancia até sua estabilizacao.

4.5.2. Captura do radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS®") (RUFINO et al.,2007)

Para o ensaio, foi necessaria a preparacdo prévia do radical ABTS°". Para
isso, foi preparada uma solucéo estoque de 7 mM. Para a reacao, foram medidas
5,0 mL dessa solugao estoque com 88 uL da solugao de persulfato de potassio (140
mM). Essa mistura foi mantida em ambiente escuro e temperatura ambiente por 16
horas. Em seguida, diluiu-se 1,0 mL desta mistura em alcool etilico até obter uma
absorbéncia de 0,70 £ 0.05 a 734 nm.
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Depois disso, foi construida a curva analitica do Trolox. Em ambiente escuro,
foram transferidos 30 pyL de cada solugdo de Trolox (100 pM, 500 yM, 1000 uM,
1500 uM e 2000 uM), diluido em alcool etilico, para tubos de ensaio, adicionando-se
3,0 mL da solucéo do radical ABTS®", sendo homogeneizados em agitador de tubos.
Apods seis minutos da mistura, foi realizada a leitura, a 734 nm, no espectrofotdmetro
(SPECTROstar Nano — BMG Labtech). Utilizou-se alcool etilico como branco.

Para analisar a atividade antioxidante do extrato de jabuticaba, foi preparada
uma solucdo contendo diferentes concentragcbes do extrato diluido em &gua
destilada e, seguiu-se o0 mesmo procedimento de construcdo da curva analitica do
Trolox. Em ambiente escuro, foram transferidos 30 uL de cada solugdo de amostra
para tubos de ensaio, adicionando-se 3,0 mL da solucio do radical ABTS®*, sendo
homogeneizados em agitador de tubos. Apds seis minutos da mistura, foi realizada a
leitura, a 734 nm, no espectrofotometro (SPECTROstar Nano — BMG Labtech).

Utilizou-se alcool etilico como branco. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.6. Irritagcdo Cutanea (CHIARI, 2012)

O potencial de irritacdo cutanea foi avaliado pela desnaturacdo da
ovoalbumina. Primeiramente, foi preparada uma solucdo estoque do extrato em
agua destilada, sendo realizada uma diluicdo seriada para ser testada. O ensaio
consiste em adicionar 2,5 g do extrato e 10 g de clara de ovo (Fleischeggs —
Fleischmann — lote 18327043), que contém ovoalbumina, recém-homogeneizada, no
agitador magnético e analisar a turvacéo por transmitancia, na espectrofotometria, a
660 nm. Foi preparado um controle negativo utilizando dgua destilada e a clara do
ovo, nas respectivas propor¢des do ensaio. Quanto menor a turvagdo, maior sera a
transmitancia e menor sera o potencial irritativo do extrato. O ensaio foi realizado em

triplicata.

4.7. Avaliacdo da Citotoxicidade in vitro

4.7.1. Avaliacdo do potencial citotoxico pelo uso do corante 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT)
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O ensaio foi realizado com trés linhagens celulares: HaCat (queratindcitos
humanos imortalizados), HepG2 (células de hepatoma humano) que possuem a
capacidade de metabolizar xenobioticos e HDFa (fibroblastos da derme de humano
adulto) (CHIARI et al., 2012; CHIARI, 2011).

As células HDFa e HepG2 foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco
modification of Minimum Essential Media (DMEM), enquanto a HaCat em meio
Minimum Essential Media (MEM), ambos suplementados com 10% de Soro Fetal
Bovino e 1% de solucdo de antibidtico, mantidas a 37+2° C em atmosfera de 5% de
CO,, em garrafas proprias para cultivo celular. As células com confluéncia de 80% a
90% foram tripsinizadas e seu conteudo foi transferido para tubos estéreis e
centrifugado, por trés minutos, a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado contendo as células foi suspendido em meio de cultura. A densidade
celular para os ensaios utilizando o corante MTT foi de 5 x 10° células/mL,
padronizada na contagem com a camara de Neubauer (BRASIL, 2012). Para a
contagem das células, foi utilizado o corante azul de Tripan, o qual cora as células
mortas em azul, ndo sendo consideradas na contagem. Em seguida, foram
transferidos 100 pL da solugdo contendo as células para cada pocgo das placas de
96 pocos (ISO, 2009).

As placas foram incubadas, por 24 horas, para a completa adeséo das células
as placas de 96 pocos. Em seguida, as células foram tratadas com 100 pL de
controle positivo (solucdo contendo fenol), em diferentes concentracfes; controle
negativo (meio de cultura com 5% de soro) e diferentes concentragdes do extrato,
sendo deixadas, na estufa, durante 24 horas (ISO, 2009).

Apés o tratamento, as solucbes de tratamento foram removidas e as placas
foram lavadas delicadamente com 150 uL Phosphate Buffer Saline (PBS). Apés a
lavagem, foram adicionados 100 pL de MTT (1 mg/mL de corante em PBS) em cada
poco. As células, na microplaca, foram incubadas a 37+2° C, ao abrigo da luz, por
trés horas, quando foi observada a presenca dos cristais violeta de formazana. Para
a solubilizacdo dos cristais de formazana, foram utilizados 100 pL de &lcool
isopropilico absoluto, adicionados a cada poco e a leitura espectrofotométrica da

absorbéancia foi realizada em comprimento de onda de 570 nm (ISO, 2009).
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4.7.2. Avaliacdo do potencial citotéxico pelo uso do corante Vermelho
Neutro (Neutral Red — NRU)

O ensaio utilizou trés linhagens celulares: HaCat (queratindcitos humanos
imortalizados), HDFa (fibroblastos da derme de humano adulto) e HepG2 (células de
hepatoma humano). As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco
modification of Minimum Essential Media (DMEM) para HDFa e HepG2 e Minimum
Essential Media (MEM) para HaCat, ambos suplementados com 10% de Soro Fetal
Bovino e antibiéticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), mantidas a
37+2° C em atmosfera de 5% de CO,. As células com confluéncia de 80 a 90%
foram tripsinizadas e seu conteudo foi transferido para tubos estéreis e centrifugado
por trés minutos, a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
contendo as células foi suspendido em meio de cultura. A densidade celular para
os ensaios utilizando o corante Vermelho Neutro foi de 5 x 10° células/mL,

padronizada na contagem com a camara de Neubauer (Brasil, 2012).

Para a contagem das células, foi utilizado o corante azul de Tripan, o qual
cora as células mortas em azul, ndo sendo consideradas na contagem. Em seguida,
foram transferidos 100 pL da solugdo contendo as células para cada pogo das
placas de 96 pocos (ISO, 2009).

O meio de cultura foi substituido pelas diluicbes seriadas dos extratos da
amostra e dos respectivos controles, sendo controle positivo, diferentes
concentracfes de uma solucdo estoque de Lauril Sulfato de Sédio (LSS) e controle
negativo, meio com 5% de soro fetal bovino e antibiético, em triplicata. A microplaca
foi, novamente, incubada. Apds 24 h, o tratamento foi removido e, a placa foi lavada
com 150 yL de PBS e foram adicionados 100 uL de meio contendo o corante
vermelho neutro. A incorporacdo do corante vermelho neutro, pelas células viaveis,
foi verificada ap6s 3 h. O meio foi removido e as células lavadas com 150 pL de
PBS. Em seguida, foram adicionados 150 yL de uma solugéo contendo etanol e
acido aceético glacial (50% de etanol, 1% de acido acético glacial e 49% de agua
destilada). A placa foi agitada por 10 min e a leitura foi realizada em
espectrofotometro, em 540 nm (ROGERO et al.,, 2003; ISO, 2009; SZUSTER et
al.,2018).
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4.8. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para este ensaio, foram selecionados microrganismos proprios da microbiota
da pele (simbiontes) e patogénicos, para avaliar o potencial antimicrobiano do
extrato de jabuticaba, através da Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), Avaliagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Avaliacdo da
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) (CLSI, 2015; adaptado de SOUZA, 2007).
Foram utilizados os seguintes microrganismos: Pseudomonas aeruginosas (ATCC
27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Staphylococcus aureus (ATCC 2593) e Candida albicans (ATCC 90028).

4.8.1. Preparo das solu¢cdes estoque antimicrobianas

Como substancias controle foram utilizados os antibidticos Ampicilina e
Tetraciclina e antifungicos Anfotericina B e Fluconazol nas concentracdes
adequadas. Foi realizada a diluicdo de 500 mg de Ampicilina e da Tetraciclina, em
1000 mL de agua destilada e, por conseguinte, diluindo 1:10 em agua destilada, afim
de se obter uma solugdo estoque de 50 ug/mL. Para a solugéo antifungica foram
dissolvidos 16 mg de Anfotericina B ou Fluconazol em 10 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO), sendo novamente diluidos duas vezes na propor¢cao de 1:5 em meio RPMI-
1640, para obter-se a diluicdo de 32 ug/mL (CLSI, 2015; adaptado de SOUZA,
2007).

4.8.2. Preparo da solugdo estoque do extrato de jabuticaba

Foram suspendidos do extrato liofilizado de P. jaboticaba, em agua destilada
estéril, para obtencdo de uma solugdo com concentracdo de 400 mg/mL. A partir
desta solucao foram preparadas as diluicdes necessarias para o experimento.

4.8.3. Preparo das suspensfes bacterianas e de leveduras

Todas as suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de uma cultura
de 18 horas, aproximadamente (37°C e 5% de CO,), em placa de Petri, com &gar de
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infusdo cérebro e coracao (BHI). O repique foi realizado em caldo Mueller Hinton
(MH) e, apés uma nova incubacdo overnight, foi realizado o ajuste do indculo
adicionando-se solucdo salina 0,9%, até atingir turvacao igual a suspensao do tubo
com 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL) e, entao,
realizada a diluicdo 1:100 em caldo MH para obter a concentracdo de 1,5 x 10°

UFC/mL, para ser utilizada no experimento (CLSI, 2015).

As suspensoes de leveduras foram padronizadas a partir de cultura em placa
de Petri com Sabouraud Dextrose Agar (SDA), de 24 horas, a 35,5°C, sendo
suspendidas em 5 mL de solucédo salina 0,9% esterilizada. Foi realizada a contagem,
em camara de Neubauer, para ajuste do inéculo, na concentracdo de,
aproximadamente, 2,0 x 10* UFC/mL, sendo o volume final ajustado com meio RPMI
(CLSI, 2008).

4.8.4. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e avaliacdo

da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A determinacgdo da CIM foi realizada através da técnica de microdiluigdo em
caldo da amostra, utilizando microplacas de 96 pocos, em triplicata. A determinacao
da CIM foi realizada com a adi¢ao de 100 pL do meio caldo MH em todos os orificios
da microplaca. Em seguida, foram adicionados, aos primeiros pogos, 100 uL da
amostra e do antibidtico e realizada a diluicdo seriada. Foram retirados 100 pL da
primeira coluna e homogeneizados na segunda e, assim, sucessivamente até a
dltima coluna, na qual os 100 pL restantes foram descartados. Entdo foram
adicionados 100 pL do in6culo microbiano, previamente preparado. Foram
realizados controles de crescimento do microrganismo em teste, da esterilidade do
meio e da esterilidade da agua utilizada como diluente. As placas foram encubadas
a 37°C por 24 horas. A leitura da CIM foi realizada com a adicdo de 30 uL de
solucdo aquosa de resazurina 0,01%, em cada orificio e, depois, incubando por 24
horas, a fim de observar a mudanca da coloracao, de azul para rosa, na presenca de
crescimento microbiano (CLSI, 2015).

Para a determinacdo da CBM, antes de adicionar a resazurina, foi realizada a

inoculacdo, com o auxilio de palitos de madeira estéreis, de cada um dos poc¢os da
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microplaca em agar MH e ap0s a incubacao (37°C/ 24horas) foi efetuada a leitura

para verificar se havia ou ndo crescimento microbiano (CLSI, 2015).

4.8.5. Determinagcéo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e avaliacéo

da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A determinacdo da CIM foi realizada através da técnica de microdiluicdo em
caldo da amostra, utilizando microplacas de 96 pocos, em triplicata. A determinacao
da CIM foi realizada com a adicdo de 100 yL do meio RPMI 1640 em todos os
orificios da microplaca. Em seguida, foram adicionados, aos primeiros pogos, 100 pL
da amostra e dos antifungicos e realizada a diluicao seriada. Foram retirados 100 pL
da primeira coluna e homogeneizados na segunda e assim sucessivamente até a
dltima coluna, na qual os 100 uL restantes foram descartados. Entdo, foram
adicionados 100 pL do indéculo microbiano, previamente preparado. Foram
realizados controles de crescimento do microrganismo em teste, da esterilidade do
meio e da esterilidade da agua, utilizada como diluente. As placas foram encubadas
a 35,5°C, por 24 horas, sob agitacao de 120 rpm. A leitura da CIM foi realizada com
a adicao de 30 pL de solucdo aquosa de resazurina 0,01%, em cada orificio e,
depois, incubando por 24 horas, a fim de observar a mudanca da coloracéo, de azul

para rosa, na presenca de crescimento microbiano (CLSI, 2008).

Para a determinagédo da CBM, antes de adicionar a resazurina, foi realizada a
inoculacdo, com o auxilio de palitos de madeira estéreis, de cada um dos poc¢os da
microplaca em agar SDA e, apds a incubacédo, (35,5°C/ 24horas) foi efetuada a

leitura se havia ou ndo crescimento microbiano (CLSI, 2008).

4.9. Analise da producéao de colageno em células HDFa

Para avaliar a capacidade de producéo de colageno pelo extrato da casca da
jabuticaba, foi utilizada a linhagem HDFa. Estas células foram cultivas em meio
DMEM e plagueadas em placas de 96 pocos, sendo utilizados 100 yL de suspenséao
celular (concentracéo de 5x10° células), em cada poco. Apds 24 horas, as células

foram tratadas com diferentes concentragdes do extrato de jabuticaba solubilizado
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em meio DMEM, com 5% de soro fetal bovino. Também, foi utilizado apenas o meio
de cultura, como controle negativo. Os tratamentos foram mantidos, por 24 horas,
em contato com a monocamada e, entdo, iniciou-se o procedimento de quantificacdo

do colageno produzido.

Para isso, os tratamentos foram retirados das placas sendo lavadas com 100
WML PBS 1x. Foram adicionados 200 pL de solugao de Bouin, para fixar o material, a
cada poco, para fixar o material. Ap6s 1 hora, a solu¢éo de Bouin foi descartada e as
placas foram lavadas em agua corrente até a remocdo completa da coloracéo do
sobrenadante. Em seguida, as placas foram secas com papel absorvente e foram

mantidas overnight, a temperatura ambiente, para secagem completa.

Foram adicionados 200 pL de solugao corante vermelho Sirius (Sirius Red —
Sigma Aldrich) a cada poco para corar as fibras de colageno. A placa foi mantida
sob-agitacdo, por 1 hora, ao abrigo da luz. Entdo, o corante foi removido, 0s poc¢os
foram lavados 4 vezes com 200 pL de acido cloridrico 0,1 mol/L, para remover,
completamente, a coloracdo. Em seguida, foram adicionados 200 pL de hidroxido de
sédio 0,5 mol/L. As placas foram, novamente, mantidas sob agitacdo, ao abrigo da
luz, a fim de solubilizar as fibras colagenas. Foi realizada Ileitura em
espectrofotometro, a 550 nm (CHIARI, 2011).

A fim de determinar a quantidade de colageno produzida por cada tratamento,
foi preparada uma curva analitica utilizando colageno Verisol® como controle
positivo. Diferentes concentracdes do colageno foram preparadas em acido acético
0,2%. Foram acondicionadas 100 yL da solugdo em placa de 96 pocos e mantidas
em estufa a 37+2° C, em estufa Umida. Ap6s 24 horas, a placas foram transferidas
para estufa seca (37+2° C) para completar a secagem. Com isso, foram realizados
0S mesmos procedimentos que os utilizados para a placa com cultura celular

(CHIARI, 2011). O ensaio foi realizado em triplicata.

5.0. Avaliagédo do potencial de cicatrizacdo em células HDFa

Para avaliar o potencial de cicatrizacdo do extrato da casca da jabuticaba, foi

utiizada a linhagem HDFa. Estas células foram cultivas em meio DMEM e
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plagueadas em placas de 24 pocos, sendo utilizados 500 yL de suspensao celular
(concentracdo de 1x10° células), em cada poco. Cada poco foi preparado com uma
solucao de colageno Verisol® (0,2 mg/mL) por duas horas em estufa a 37°C/5%
CO,. AplGs 24 horas, foi realizado um risco na monocamada de cada po¢o e as
células foram tratadas com diferentes concentracdes do extrato de jabuticaba
solubilizado em meio DMEM, com 5% de soro fetal bovino. Também, foi utilizado
apenas o0 meio de cultura, como controle negativo. Apés adicionar os tratamentos
em cada pocgo, foram realizadas as capturas das imagens de acordo com o tempo
proposto (adaptado de WALTER et al., 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencé&o do extrato

Os residuos industriais adquiridos contendo cascas e sementes da jabuticaba
congeladas foram separadas e as cascas colocadas para descongelar sobre papel
absorvente, como representado na Figura 2, as etapas de secagem e maceracao

das cascas da jabuticaba.

Figura 2. Cascas da jabuticaba secas e em processo de maceracéao.

Fonte: arquivo pessoal da autora.

O extrato da casca de jabuticaba possui a coloragcao roxa escura, tem aspecto

brilhante e é altamente viscoso como pode ser observado na Figura 3.

Figura 3. Extrato da casca da jabuticaba liofilizado.
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Fonte: arquivo pessoal da autora.
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Para a extracdo dos componentes da casca da jabuticaba, foi utilizado o
conceito de extracdo com solventes de polaridade distintas. O alcool 70° GL
apresenta como solvente apolar o alcool e, como solvente polar, a &gua,
possibilitando a extracdo de uma variedade maior de compostos bioativos, partindo
do principio que o tipo de polaridade é capaz de arrastar consigo compostos que
possuem similaridades. Durante a retirada dos solventes, foram realizadas em
temperatura ambiente ou, no maximo, sob aquecimento a 45°C, a fim de né&o

degradar os compostos antioxidantes presentes na casca do fruto (CHIARI, 2011).

As cascas Uutilizadas foram adquiridas a partir de residuos industriais.
Sabendo de sua composicdo nutricional e riqueza de bioativos, as cascas foram
selecionadas para o extrato. Os residuos industriais da jabuticaba tém sido
amplamente utilizados, tém-se pesquisado seu uso como biocombustiveis, farinhas,
bebidas, entre outros (ARAUJO, 2016; SOUZA, 2016; OLIVEIRA, 2019).

Todas as pesquisas envolvendo o extrato da jabuticaba estdo cadastradas no
SisGen AC36801; ADC2191; AGED5SAE.

5.2. Anédlise de solubilidade

Os resultados da andlise de solubilidade do extrato de jabuticaba obtidos

foram expressos na Tabela 1 e representados na Figura 4.

Tabela 1. Avaliacdo da solubilidade do extrato liofilizado de jabuticaba.

Solvente INCI name Solubilidade
Agua destilada Aqua Solavel
Miristato de Isopropila Isopropyl Myristate Insoltvel
Etanol Absoluto Alcohol Insoluvel
Propilenoglicol Propylene Glycol Solavel

Glicerina Glycerin Solavel
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Figura 4. Andlise de solubilidade do extrato liofilizado da casca de jabuticaba,

em diferentes tipos de solventes.

Fonte: arquivo pessoal da autora.

Legenda: Tipos de solvente na ordem comecgando pela esquerda: agua destilada,

miristato de isopropila, etanol absoluto, propilenoglicol e glicerina.

Ao observar a Figura 4, deve-se notar a homogeneidade de cada mistura de
extrato, em diferentes solventes. Quanto mais homogéneo, mais soltvel. Quando
sdo visualizadas as particulas do extrato no meio do solvente, mais insolavel a

mistura.

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), a avaliagdo da solubilidade
corrobora com a complementagdo de dados para futuros ensaios. Inclusive para
facilitar a escolha do solvente para diferentes ensaios e melhor aplicabilidade na
formulacdo desejada. Um fator limitador da penetracdo do ativo no estrato corneo €
a solubilidade visto que, sendo necesséario um balaco hidro-lipidico, para facilitar a
penetracdo (ALVES, 2015).

5.3. Avaliagcao do espectro de absorc¢éo ultra-violeta (UV)

Apos a diluicdo seriada, a amostra foi analisada no espectrofotdmetro, como
mostra a Figura 5, de acordo com cada po¢o da placa.
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Figura 5. Placa de 96 pocos contendo a diluigdo seriada, do extrato lioflizado

da casca da jabuticaba, para andlise espectrofotométrica de varredura (UVA e
UVB).

Fonte: arquivo pessoal da autora.

Foram obtidos, apd6s as anadlises apresentadas, os gréficos

apresentados nas Figuras 6, 7, 8 e 9 e nos apéndices 1, 2 e 3.



Figura 6. Graficos de Absor¢cdo X Comprimento de onda (hnm) das solugfes contendo extrato de jabuticaba, nas concentracdes
100 — 12,5 mg/mL, em diluicdo seriada.
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Fonte: arquivo pessoal da autora.



Figura 7. Graficos de Absor¢cdo X Comprimento de onda (hm) das solu¢fes contendo extrato de jabuticaba, nas concentracdes

6,25 — 0,78 mg/mL, em diluicdo seriada.
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Fonte: arquivo pessoal da autora.
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Figura 8. Graficos de Absor¢cdo X Comprimento de onda (hm) das solu¢6es contendo extrato de jabuticaba, nas concentracdes
0,39 — 0,05 mg/mL, em diluicdo seriada.
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Fonte: arquivo pessoal da autora.
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Ao analisar a Figura 6, pode-se observar que, na varredura, o extrato A1 (100
mg/mL) apresentou uma elevada absorbancia nos comprimentos de onda
correspondentes a radiacdo UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm). Nas Figuras 6,
7 e 8, que correspondem as diluicbes em decréscimo, ocorreu uma elevada
absorbancia na regido que compreende a faixa de absorcdo do UVB, com

decaimento ao final dos 295 nm, aproximadamente.

Figura 9. Espectro de varredura do extrato de jabuticaba (100 mg/mL).
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A busca por novos ativos que proporcionem uma protecdo solar ou efeito
sinérgico, no aumento da protecdo solar, tem aumentado, justamente pela maior
incidéncia de casos de céncer de pele (INCA, 2020). Com isso, 0 uso da
espectroscopia na regido do UV tem se tornado um aliado na pesquisa. Com ela, é
possivel estabelecer a absorbancia de uma amostra e correlacionar com a sua
concentracdo. Materiais com potencial fotoprotetor tém propriedades de absorcéo ou
reflexdo da radiagcdo UV (BORELLO; DOMENICI, 2019; LI et al., 2019; BENJATIKUL
et al., 2020).

Ha estudos que relacionam a capacidade de fotoprotecdo com a elevada
concentracdo de antocianinas, que sdo metabdlitos secundarios de plantas que

apresentam coloragdo entre vermelho, roxo e preto. Essa classe de compostos,
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naturalmente, tem a funcéo de proteger as plantas contra a radiacao solar (BUCCI et
al., 2017; WESTFALL et al., 2019).

O extrato da casca da jabuticaba, a 100 mg/mL apresentou uma elevada
absorbéancia em amplo espectro, tanto na regido da radiacdo UVB, quanto na regiao
da radiacdo UVA. Nas concentracfes inferiores, manteve-se estavel na regido do
UVB. Com este ensaio, pode-se levantar a hiptese que este extrato € um potencial
candidato a apresentar protecdo solar ou sinergismo, quando adicionado em

fitocosméticos.

5.4. Anélise de Marcadores

5.4.1. Cianidina-3-Glicosideo

A cianidina-3-glicosideo é um biomarcador da casca da jabuticaba. Pertence
a classe dos flavonoides e é responsavel pela sua coloracdo escura. (LIMA, 2011).
Utilizando o método de pH diferencial (INACIO, 2013), foi determinado que o extrato
liofilizado da casca da jabuticaba apresentou teor de 161,20 (mg/100 g) de cianidina-

3-glicosideo.

Zhang (2016) avaliou o teor de cianidina-3-glicosideo em diferentes espécies
de cebolas, obtendo uma variacdo de teor relevante conforme as espécies. Na
espécie de cebola branca continham 0,75 mg/100 g de cianidina, enquanto na
espécie de cebola amarela, 9,64 mg/100 g. Porém na espécie roxa, haviam 29,99
mg/100 g de cianidina-3-glicosideo. Estabelencendo a relagdo que, quanto mais

arroxeada, fosse a espécie de cebola, maior o teor de cianidina.

Ha outra maneira de calcular o teor de antocianinas, como descrito por
Leithardt (2018), na qual se obtem o0 teor expresso em antocianinas totais e
monomeéricas correlacionando com a cianidina-3-glicosideo. Foram determinadas,
para o extrato de jabuticaba, 284,43 mg de cianidina/100 g de base seca para
antocianinas totais e 80,60 mg de cianidina/ 100 g de base seca para antocianinas
monomeéricas. Lima (2011) quantificou o teor de antocianinas totais em diferentes
espécies de jabuticaba, obtendo o teor de 158,5 mg/100 g para a espécie Paulista e

205,7 mg/100 g para a Sabara. Em suas discussdes aponta que o acai, planta nativa
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da Amazbnia contém 263 mg/100 g de cianidina-3-glicosideo e o camu-camu,

pertencente a mesma familia que a jabuticaba, 54 mg/100 g.

Foram observados elevados teores de cianidina-3-glicosideo, antocianinas
totais e antocianinas monomeéricas no extrato da liofilizado da casca da jabiticaba.

5.4.2. Doseamento do Acido Ascorbico (AA)

O uso de vitamina C na pele se tornou parte da rotina de cuidados, pois
possui fungdes muito importantes como a atividade antioxidante, que reduz o dano
causado pelos radicais livres da radiacdo solar e do envelhecimento cronoldgico e
estimula a sintese de colageno, conferindo acdo antienvelhecimento, tdo desejada
para quem faz uso de cosméticos com para esta funcdo. A reducdo do teor de
vitamina C na pele leva a ma cicatrizacdo, espessamento do estrato coneo e
fragilidade na manutencdo da morfologia da pele. Logo o uso tanto via oral, quanto
por via tdpica torna-se essencial para a manutencédo da pele saudavel (PULLAR et
al., 2017).

Para avaliar o teor de vitamina C no extrato da jabuticaba, foi necessario obter
os resultados da solucédo padrdao de AA e, em seguida, o teor da solugcéo estoque
(0,1 mg/mL) do extrato. Os resultados obtidos na quantificagdo da solugcdo de AA

estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Doseamento de AA em solugéo a 1% (massa tedrica = 0,100079).

Volume NIODO Volume MASSA % de Média Desvio Intervalo

Titulado da DE AA AA Padréo de
(mL) solugéao (9) (m/m) confianga
(mL) 95%

3,35 0,00336 1,000 0,991 99,051
3,29 0,00336 1,000 0,973 97,277  97.967 0.950 1,076
3,30 0,00336 1,000 0,976 97,573

O doseamento de AA na solugdo contendo extrato de jabuticaba esta

apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Doseamento de AA presente na solugao contendo extrato da casca

da jabuticaba liofilizado.

Volume Massa de AA Volume de Massa de extrato Concentracéao
Titulado (mL) (mg) extrato (mL) (mg) utilizadana de vitaminaC
utilizado na titulacéo (%)
titulacdo
0.930 0.275 1.000 100.090 0.275
0.950 0.281 1.000 100.090 0.281
0.900 0.266 1.000 100.090 0.266
Média 0.274
Desvio 0.008
Intervalo de 0.009

Confianga 95%

A vitamina C desempenha um importante papel como antioxidante natural.
Segundo a Tabela Brasileira de Composi¢cdo de Alimentos (TACO), 2011, a polpa
fresca da jabuticaba contém 16 mg desta vitamina, cerca de 40% das necessidades
diarias de consumo de um adulto, enquanto a casca apresenta maior quantidade de
vitamina C. Neste ensaio o teor de vitamaina C quantificado para o extrato da casca

da jabuticaba foi de 0,27 g de vitamina C / 100 g de extrato.

Neri-Numa e seus colaboradores estudaram a composicdo de diversas
plantas, dentre eles o acai apresentou o menor teor de vitamina C, 0,1 mg de
vitamina C /100 g de fruta. J& o Buriti, apresentou teor de vitamina C de 26 mg de
vitamina C / 100g de fruta. Se comparado com outras plantas, como por exemplo, 0
camu-camu, pertencente a mesma familia que a jabuticaba (5,1 g de vitamina C /
100g de fruta), a jabuticaba apresenta um teor menor de vitamina C. Porém, extrato
da jabuticaba possui um resultado consideravel para sua aplicabilidade em
cosmeéticos (NERI-NUMA et al., 2018).

5.5. Determinacao da Atividade Antioxidante Total

5.5.1. Captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH®)

A metodologia que utiliza o radical DPPH® é um ensaio muito empregado para
determinar atividade antioxidante em extratos e substancias isoladas. A metodologia

€ baseada na captura do radical DPPH°® por antioxidantes, produzindo um
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decréscimo da absorbancia a 515 nm (RUFINO, 2007). Inicialmente, foi determinada
a curva analitica do reagente DPPH°, para a qual foi calculada a equacéo da reta

deste reagente (Figura 10).

Figura 10. Curva analitica do radical DPPH°.
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Em seguida, foram realizadas as medidas de absorbancia (nm), a cada
minuto, até estabilizar, das diluicBes seriadas das amostras, assim como a obtencao

do gréfico e determinacdo da equacao da reta.
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Figura 11. Absorbancias estabilizadas do extrato em conjunto com o radical

DPPH®.
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Para o célculo da atividade antioxidante total, foram substituidos 50% da
absorbancia inicial do controle, em cada equacao da reta obtida, para encontrar o
resultado que corresponde a amostra necessdaria para reduzir em 50% a
concentracao inicial do radical DPPH® (ECsp). Assim, obteve-se o valor de 176,77
em g de fruta/g de radical DPPH".

Na avaliacédo da atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH®
€ observado um decréscimo da absorbancia em relacdo ao tempo. Foi avaliada a
capacidade antioxidante de diversos frutos pela metodologia utilizando o DPPH° e
obtiveram os seguintes resultados: 138 + 3,1 g de fruta seca/g do radical DPPH®
para a jabuticaba (Myrciaria cauliflora) (RUFINO et al.,, 2010), enquanto, Chang
(2019), reportou uma EC50 de 138 g de fruta seca/g de radical DPPH° para a
jabuticaba e 37 g de fruta seca/g de radical DPPH° para a pitanga, que pertencem a

mesma familia.

O extrato liofilizado da casca de jabuticaba demonstrou possuir elevada
atividade antioxidante, visto que, quanto menor o valor de ECs, do composto

estudado, maior sera a sua atividade antioxidante.
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5.5.2. Captura do radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfénico) (ABTS®Y)

ApoOs o preparo prévio do radical ABTS®, foi determinada a curva analitica do
Trolox. Foram realizadas as medidas de absorbancia, para diferentes concentracdes

do padrao, e os resultados foram expressos na Figura 12.

Figura 12. Curva analitica do Trolox.
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Em seguida, foram preparadas diferentes concentragbes do extrato e
realizada uma diluicdo seriada, como mostrada na Figura 13. O radical apresenta
uma coloracdo verde-escura; entdo, quanto mais clara a solucdo, maior a
guantidade de radical que reagiu com o antioxidante. Com os valores de
absorbancia de cada diluicdo, foi inserido no grafico da Figura 14, sendo utilizado
para calcular o EC 50, que é a quantidade suficiente para reagir e inativar 50% do
radical ABTS®",
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Figura 13. Diluicéo seriada do extrato de jabuticaba que reagiu com o
radical ABTS®".
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Fonte: arquivo pessoal da autora.

Figura 14. Curva de reacao das diluicbes do extrato liofilizado da casca de

jabuticaba com o radical ABTS®".
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A atividade antioxidante do extrato liofilizado da casca de jabuticaba, pela
metologia que emprega o radical ABTS®", foi calculada a partir dos gréaficos
apresentados nas Figuras 11 e 13. O valor encontrado foi de 123,85 uM Trolox/g da

fruta.

O método de captura do radical ABTS®" é amplamente utilizado para a

determinacao da atividade antioxidante de extratos vegetais uma vez que o radical
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apresenta estabilidade e por se tratar de uma metodologia rapida e mais acessivel
frente a outras metodologias (KUSKOSKI et al., 2005).

Rufino et al., 2010, mediram a capacidade antioxidante pela metologia que
emprega o radical ABTS®" de diversos extratos obtidos da casca e polpa de frutos e
o resultado para a jabuticaba (Myrciaria cauliflora) foi de 317 £ 2,7 uM Trolox/g,
enquanto para o jambolao (Syzygium cumini), que também €& pertencente a familia
Myrtaceae, foi obtido o valor de 125 £ 10,8 uM Trolox/g. KUSKOSKI et al., 2005
utilizaram polpa de frutos como a goiaba (Psidium guajava) e o valor foi de 8,2 + 0,4
MM Trolox/g. Chang et al.,2019, reportoram a atividade antioxidante da jabuticaba
pela metologia utilizando o radical ABTS°* de 317 umol TE/g.

A partir do resultado observado, 123, 85 uM Trolox/g da fruta, confirma-se sua
elevada atividade antioxidante, visto que a casca do fruto é rica em diversos
compostos que conferem atividade antioxidante, como compostos fendlicos,

principalmente as antocianinas (CHANG et al.,2019).

5.5.3. Diferentes metodologias para quantificacdo da atividade antioxidante

A maior classe de compostos antioxidantes encontrados como metabdlitos
secundarios das plantas séo os compostos fendlicos. Sao divididos em flavonoides e
ndo flavonoides. Sobre a capacidade antioxidante ha uma variacao relevante entre
0os tipos de espécies testados para o parametro atividade antioxidantes. Mas,
também ha variacdes dentro de uma mesma espécie, até mesmo em uma mesma
planta conforme tipo de plantio, época de colheita, emprego de irrigacdo adequada,

maturacao, entre outros fatores (RIGOLON, 2017).

Existem diversos metodologias para avaliar a atividade antioxidante. Os
mais comuns sdo DPPH° e ABTS°", vistos anteriormente. Ha, também, o ensaio de
capacidade de absorcéo do radical oxigénio (ORAC), potencial antioxidante redutor
férrico (FRAP), potencial antioxidante de reducdo cuprica (CUPRAC), método de
captura de anion radical superoxido, capacidade de captura do HOCI/OCI,
capacidade de captura sobre o H,O, entre outras (ALMEIDA-CINCOTTO, 2016;
SIRIVIBULKOVIT et al., 2018).
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Diferentes metodologias empregadas na analise da atividade antioxidante
tornam a andlise de um extrato robusta, mas ndo sdo comparaveis entre sim diante
dos resultados de IC 50, que consiste na quantidade de compostos antioxidantes
suficiente para reduzir 50% do radical utilizado, porém a observacao a ser realizada
esta no plano da substancia ter ou ndo capacidade antioxidante (ABDUL KARIM et
al., 2014; YEO; SHAHIDI, 2019).

Dentro da analise de extratos vegetais, € possivel estabelecer a relacéo
sinérgica de sua composicéo rica com os beneficios de substancias puras. Sendo de
grande complexidade e enorme vantagem a sua utilizac&o visto que pode aumentar
a atividade esperada (ALMEIDA-CINCOTTO, 2016).

5.6. Irritacdo Cutanea

A irritacdo cutanea in vitro possibilita avaliar o potencial de desnaturagcéo de
proteinas pelo extrato da casca da jabuticaba. Esta metodologia tem, por principio, a
similaridade de solubilizacdo da albumina, comparada com a queratina, proteina
presente em grande quantidade na epiderme. Neste ensaio, quanto maior a
transmitancia, menor a turvagdo e menor o perfil de irritacdo. A substancia utilizada
como controle foi agua destilada, ou seja, uma substancia que nédo causa irritacéo a
pele (CHIARI et a., 2012).

Os resultados da avaliacdo da irritacdo cutdnea foram apresentados na

Tabela 4, com intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 4. Avaliacdo do potencial de irritacdo cutanea (Concentracdo

do extrato X Transmitancia).

CONCENTRACAO TRANSMITANCIA

(mg/mL)

CONTROLE 0.684 + 0,229
100,0 0,000 + 0,229
50,0 0,000 + 0,229
25,0 0,000 + 0,229
12,5 0,106 + 0,229

6,3 0,106 + 0,229
3,1 0,182 + 0,229
1,6 0,476 £ 0,229
0,8 0,727 £ 0,229
0,4 0,976 + 0,229
0,2 0,931 + 0,229
0,1 0,954 + 0,229

Pode-se observar que, quanto menor a concentracdo do extrato, maior a
transmitancia, sendo menor o perfil de irritagdo cutanea. A faixa de concentracao de
extrato que mais se aproxima do valor de transmitancia do controle, ou seja, o
potencial de irritacdo cutanea da agua, esta contida entre 0,8 a 1,6 mg/mL. Porém,
nas concentragbes mais elevadas de extrato a transmitancia chegou a zero,

atestando possivel irritacdo cutanea.

Considerando uma barreira da pele em homeostase, a permeabilidade é
atribuida a estrutura do estrato cérneo (EC). O EC possui células ricas em queratina
agregadas a monémeros de filagrina. O EC também possui lipideos responséaveis
pela permeabilidade, acidificacdo, descamacao, sinalizacdo celular e balango
hidrico. Ainda, na homeostase da pele, a ativacdo da resposta imunolégica inata da
pele é rapida e dependente da gravidade do agente irritante e/ou alergénico ou
cumulativo. Para esse tipo de resposta, h4 ativacdo de interleucinas-1a dos
cornedcitos, células presentes no EC. Quando um agente irritante consegue
adentrar a pele, pode ocorrer dano nos queratindcitos e induzir estimulos pro-
inflamatorios (JAKASA; THYSSEN; KEZIC, 2018).

As proteinas sofrem alteracdes de conformacédo até a desnaturacdo completa

guando é alterado o pH, a temperatura, a pressdo, entre outros fatores
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(SIRIVASTAVA & ALAM, 2018). O ponto isoelétrico é uma das propriedades fisico-
guimicas mais importantes das proteinas, pois se trata do valor de pH no qual uma
molécula apresenta carga elétrica igual a zero e, sendo valores maiores ou menores,
h& presenca de cargas positivas ou negativas. O ponto isoelétrico da albumina € 4,7
e, para valores menores do que 4,0 ocorre a desnaturacao desta proteina (BARROS
et al.,, 2019). O pH da solugdo estoque utilizada neste experimento, com
concentracdo de 100 mg/mL, foi de 3,10, devido a elevada concentracdo de
compostos fendlicos, que possuem carater acido. O pH da pele varia entre 5,5 e 6,5.
Compostos muitos &cidos ou basicos promovem a descamacdo da pele, que
favorece o remodelamento facial, rejuvenescimento e melhoria de melanoses
(PATHAK; MOHAN; ROHRICH, 2020).

Assim, nas concentracbes menores que 0,8 mg/mL o extrato possui um
potencial de irritacdo cutdnea inferior ao potencial de irritacdo da agua. Nas
concentracdes 0,8 a 1,6 mg/mL, o extrato apresentou potencial de irritacdo cutanea

similar ao da 4gua e acima de 25 mg/mL, um maior potencial irritativo.

5.7. Avaliagédo da Citotoxicidade in vitro

Os resultados da citotoxicidade sdo expressos em IC 50 ou Concentracao de
Inibicdo de 50% das células viadveis em teste, ou seja, € a concentracdo suficiente
para causar a morte de 50% das células vidveis. Na fase inicial dos testes de
biocompatibilidade de extratos obtidos de plantas, que apresentem potencial
cosmeético, estes extratos ndo devem causar morte das células ou afetar suas
funcdes celulares (BLACK, 1992; CHIARI et al., 2012).

5.7.1. Avaliacdo do potencial citotoxico pelo uso do corante 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT)

Para avaliar a viabilidade celular é necesséria a presenca de um cromoforo
gue interaja com células viaveis. O MTT € um dos corantes mais populares para esta

metodologia. Este corante, com coloracdo amarela e sollvel em agua, ao reagir com
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as mitocondrias das células vivas, forma cristais insoluveis de formazana de
coloracdo arroxeada. Para este processo, sdo necessarias redutases mitocondriais.
Ap6s a solubilizagdo dos cristais de formazana, € possivel quantificar por
espectrofotometria a 570 nm e estimar a toxicidade do ativo em teste, além de
comparar com um padrdo ouro (CHIARI, 2011; KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL,
2018).

5.7.1.1. Em células HepG2

O ensaio foi realizado com HepG2, células de hepatoma humano, que
possuem a capacidade de metabolizar xenobidticos. (CHIARI, 2011; CHIARI et al.,
2012).

O IC50 do extrato da jabuticaba foi de 10,70 £ 1,35 mg/mL, enquanto o IC50
do controle positivo (solucdo de fenol) foi de 2,8 mg/mL, utilizando o modelo

experimental celular HepG2.

A linhagem celular de hepatoma humano (HepG2), avalia se os compostos
bioativos presentes na casca da jabuticaba teriam uma possivel toxicidade a esta
linhagem celular, caso penetrem a pele e entrem na circulacdo sanguinea. Este
efeito sistémico teria afinidade por sua metabolizacdo hepatica (CORREA, 2018).
Solai Prakash & Devaraj, 2019, obtiveram o IC50 de 0,04 mg/mL do extrato de
jamboldo, planta que pertence a mesma familia da jabuticaba. Dessa forma, a
jabuticaba possui um menor efeito citotoxico, sendo viavel para utilizacdo em

fitocosméticos.

Pode-se observar na Figura 15 que nas menores concentracdes utilizadas no
ensaio, ocorreu um aumento da viabilidade celular, assim como no extrato da
goiaba, sendo explicado pela sua elevada concentracdo de compostos fendlicos,

gue possui efeito hepatoprotetor (CHIARI, 2011).
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Figura 15. Viabilidade celular da linhagem HepG2 em diferentes

concentracdes de extrato da casca da jabuticaba utilizando o corante MTT.
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Ainda que os ensaios de citotoxicidade in vitro ndo se relacionem diretamente
com 0s ensaios in vivo, é seguro afirmar que, se 0 extrato tem uma acéo citotoxica
com os testes em cultura de células, € muito possivel que desenvolvam toxicidade

quando aplicado em tecido vivo (OSORIO et al., 1998).

5.7.1.2. Em células HaCat

O uso de queratindcitos humanos imortalizados (HaCat) sao relevantes a fim
de avaliar o potencial de irritacdo da pele, pois sdo as primeiras células com as
guais um produto de uso tépico entra em contato. Além disso, esta linhagem
apresenta morfologia e funcionalidades tipicas de queratindcitos epidérmicos, sendo
considerado um modelo robusto de estudo de testes de toxicidade da pele (TAOFIQ
et al., 2019).

O IC50 do extrato da jabuticaba foi de 9,57 + 0,63 mg/mL, enquanto o IC50 do
controle positivo (solucdo de fenol) foi de 2,98 mg/mL, utilizando o modelo
experimental celular HaCat. Taofiq (2019), relatou a citotoxicidade em células HaCat
com tratamento de extrato de cogumelo, obtendo um IC 50 de 100 ug/mL. Enquanto
Almeida-Cincotto (2016), relatou IC 50 de 3419,11 pg/mL para o extrato de Morus
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nigra L. Dessa forma, o extrato de jabuticaba apresentou um potencial de irritacéo
avaliado pela citotoxicidade reduzido sendo viavel para sua utlizagdo em

formulacdes cosmética.

5.7.1.3. Em células HDFa

O uso de fibroblastos da derme humana (HDFa) em ensaios de citotoxicidade
sdo relevantes para avaliar o potencial téxico de ativos que, incorporados em
formulacdes topicas, entram em contato com a derme humana. Avaliar esse

potencial toxico auxilia no uso seguro do ativo (GAWRON et al.,2019).

O IC50 do extrato da jabuticaba foi de 7,12 + 0,98 mg/mL, enquanto o IC50 do
controle positivo (solugdo de fenol) foi de 1,19 mg/mL, utilizando o modelo
experimental celular HDFa. O extrato das sementes de Nigella sativa apresentou um
IC 50 de 0,2 mg/mL em células HDFa, enquanto o extrato de Peperomia blanda
apresentou IC 50 menor que 100 pg/mL e o extrato de Morus nigra, 5622,11 pg/mL
(ALMAIDA-CINCOTTO, 2016; AL-MADHAGI et al.,2018; GAWRON et al.,2019),

mostrando menor dermotoxicidade.

5.7.2. Avaliagdo do potencial citotoxico pelo uso do corante Vermelho
Neutro (Neutral Red — NRU)

O uso do corante Vermelho Neutro também fornece uma estimativa do
namero de células viaveis, apos o tratamento com ativo e controles. A eficiéncia
deste teste da-se pela incorporacdo do corante pelos lisossomos das células vivas
através de difusdo passiva e interagdo ibnica e por ligagdes hidrofébicas. Para
guantificar a viabilidade foi utilizada espectrofotometria a 540 nm (REPETTO et
al.,2008; ATES et al.,2017).

5.7.2.1. Em células HepG2

O IC50 do extrato da jabuticaba foi de 11,43 £+ 3,93 mg/mL, enquanto o IC50
do controle positivo (solucédo de LSS) foi de 0,54 mg/mL, utilizando o modelo
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experimental celular HepG2. E, assim como observado no ensaio utilizando o
corante MTT, para a linhagem celular HepG2, nas menores concentracdes utilizadas
no ensaio, também ocorreu um aumento da viabilidade celular (Figura 16), assim
como no extrato da goiaba, sendo explicado pela sua elevada concentracdo de
compostos fendlicos, que possui efeito hepatoprotetor (CHIARI, 2011).

Figura 16. Viabilidade celular da linhagem HepG2 em diferentes concentracdes de

extrato da casca da jabuticaba utilizando o corante NRU.
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O uso da medicina tradicional norteia diversos estudos de hepatoprotecdo. A
Pouteria ramiflora (Mart.), Pontulaca olearacea e Petroselinum sativum sao
exemplos mais recentes de estudos nesta area. O efeito citotéxico dessas espécies
avaliadas utilizando o corante NRU foi, respectivamente, de 3,5 pg/mL, 50 uyg/mL e
100 upg/mL; sendo valores superiores, considerados hepatotéxicos. O extrato de
jabuticaba, além de apresentar valores de IC 50 superiores, ainda apresentou efeito
hepatoprotetor, nas menores concentracdes utilizadas (FARSHORI et al., 2014,
TUTTIS et al., 2018).

5.7.2.2. Em células HaCat

O IC50 do extrato da jabuticaba foi de 10,94 + 1,80 mg/mL, enquanto o IC50
do controle positivo (solucdo de LSS) foi de 0,14 mg/mL, utilizando o modelo
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experimental celular HaCat. Hecker (2002) avaliou o potencial citotoxico dos
alquifendis do Ginkgo biloba L. utilizando o corante NRU e obteve um IC 50 de 889
mg/L, enquanto Mostafa (2019), obteve um IC 50 de 224,57 a 346,25 ug/mL para as
nanoparticulas de Centaurea pumilio L, mostrando menor citotoxicidade em células

da epiderme humana.

5.7.2.3. Em células HDFa

O IC50 do extrato da jabuticaba foi de 6,57 £ 1,27 mg/mL, enquanto o IC50 do
controle positivo (solucdo de LSS) foi de 1,02 mg/mL, utilizando o modelo
experimental celular HDFa. Thring (2011), analisaram a citotoxicidade da tintura e do
extrato liofilizado de Rosa alternifdlia L., do cha branco (Camellia sinensis) e da
Hamamelis virginiana L. obtendo viabilidade superior a 50% em todas as
concentracdes utilizadas (12,5 a 200 ug de liofilizado ou tintura). O extrato da casca
da jabuticaba mostrou menor citotoxicidade nos fibroblastos da derme humana, logo,

menor dermotoxicidade.

5.7.3. Comparacao entre corantes e linhagens celulares

O ensaio utilizando o corante MTT avalia a viabilidade de células com
metabolismo ativo em converter o sal tetrazolio em cristais de formazana, que sao
solubilizados para serem quantificados espectrofotometricamente; contudo, o sal de
tetrazolio pode sofrer algumas interferéncias de reducdo e oxidacdo, quando a
substancia em teste apresentar, em sua composi¢ao fitoestrogénios, polifendis,
vitaminas, compostos e ligas metélicas. O ensaio utilizando o corante Vermelho
Neutro (NR) avalia a viabilidade na capacidade das células acumularem o corante
nos lisossomos, sendo também quantificado por espectrofotometria. Com isso, a
necessidade de usar duas metodologias para avaliar a viabilidade mostra-se
pertinente. Assim, é possivel reduzir a possibilidade de interferéncia da composicao
do extrato. Bacanli et al. (2017) relatou diferenca de sensibilidade entre ensaios de
citotoxicidade; porém, metodologias que empregam os corantes MTT e NRU ainda
sdo avaliados como 0s mais sensiveis. Ainda no estudo avaliando compostos

fendlicos, ndo foi relatada diferenca entre resultados empregando os corantes MTT e
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NRU (BACANLI et al., 2017; GOMEZ et al.,2017). Na Tabela 5, estdo descritos os
valores encontrados de IC 50, em diferentes linhagens celulares, relevantes para a

cosmetologia, nos diferentes ensaios propostos.

Tabela 5. Analise comparativa de IC 50 das linhagens celulares e corantes
(valores expressos em mg/mL)

Corantes Linhagens
HaCat HDFa HepG2
MTT 9,57 + 0,632 7,12 + 0,98° 10,70 + 1,35°
NRU 10,94 + 1,80° 6,57 + 1,27¢ 11,43 + 3,93

Nota: foi utilizado o software GraphPad Prisma para a analise estatistica, no
qual foi obtido valor p<0,05 pela ANOVA pés teste Tukey.

Estudos realizados por Pitz e seus colaboradores, em 2016, avaliaram a
viabilidade celular na linhagem de fibroblastos L929, utilizando o corante MTT com
tratamento de extrato hidroalcéolico da casca da Plinia peruviana, obtendo
viabilidade superior a 80%, com 100 pg/mL. Mendonga de Assis et al. 2019
avaliaram a citotoxicidade da Plinia caulifrora em células de fibroblastos L929
resultando na né&o toxicidade nas concentracdes utilizadas (1,00 — 7,81 ug/mL). Ja
Calloni et al. 2016 testaram polifendis da Plinia trunciflora em fibroblastos de pulméo

e obteve viabilidade superior a 75% com 250 pug/mL.

O uso de testes de citotoxicidade in vitro € amplamente utilizado para nortear
a concentracao ideal de uso de determinado ativo ou componente de formulagao,
para diversas areas de pesquisa. Sharma (2011) testaram a toxicidade do 6xido de
zinco na linhagem HepG2 e obtiveram valores de 14 a 20 pg/mL em 12 e 24 horas,
respectivamente, de exposicdo das células a substancia. Guo (2016) avaliaram a
citotoxicidade da Aloe vera em linhagens HelLa e HepG2 e, obtiveram IC 50 413,9 e
439,0 mg/mL, respectivamente, o que mostra a deficiéncia de ensaios em células da

epiderme e derme humana nas avaliagdes de citotoxicidade.

Como ja aludido, a necessidade de teste para avaliar o potencial de irritacdo
cutdnea, dermotoxicidade e hepatotoxicidade € imprescindivel para elucidar a
possibilidade de usar um ativo em cosméticos. Porém, ainda sao necessarios
estudos realizados utilizando as linhagens celulares HaCat, HDFa e HepG2, assim,

se tornando complexa a comparacao de dados.
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5.8. Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

O uso de plantas com funcéo antimicrobiana e antisséptica € conceituada na
medicina tradicional e descende de milhares de anos. Muitos estudos se baseiam
nessas e outras propriedades de plantas para alavancar pesquisas. Dentre varios
metabodlitos que possuem atividade antimicrobiana, destacam-se 0s compostos
fendlicos. Na jabuticaba, o composto fenélico que se apresenta em maior quantidade
€ a cianidina-3-glicosideo, pertencente a classe das antocianinas. Os compostos
fendlicos causam morte de microrganismos por causarem disfungdes estruturais
e/ou funcionais ha membrana do patégeno (SAKKAS et al.,2017; INADA et al.,2017;
CIANCIOSI et al.,2018). Para este ensaio, foram utilizados os delineamentos das

placas presentes nas Figuras 17 e 18.



Figura 17. Delineamento utilizado no ensaio para analise de atividade

antimicrobiana das cepas bacterianas.
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Figura 18. Delineamento utilizado para andlise de atividade antimicrobiana da cepa

C. albicans.
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A partir desse delineamento, foram obtidos os seguintes resultados para cada
tipo de cepa de microrganismo, expressos em CIM, CBM ou CFM. A CIM ou
Concentragdo Inibitéria Minima é definida como a menor concentragdo de extrato
que inibe o crescimento microbiano visivel, CBM ou Concentracdo Bactericida

Minima € a menor concentragcdo que culmina na morte de 99,9% das bactérias e
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CFM ou Concentracdo Fungicida Minima € a menor concentracdo que culmina na
morte de 99,9% dos fungos (SOUZA, 2007; CLSI, 2008; CLSI, 2015).

5.8.1. Escherichia coli

A E. coli é classificada como bactéria Gram-negativa, com forma de
bastonetes, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Habita, principalmente, o trato
intestinal inferior dos homens, sendo considerada um indicador de polui¢édo fecal ou,
também chamados, coliformes fecais. Pode causar algumas doengas como
infecgBes urinarias, septicemias, meningites, problemas intestinais, entre outras
comorbidades. Esta presente em diferentes sistemas, tendo um tempo de vida e
reproducédo rapidos, podendo ser considerada comensal ou patogénica dependendo
do organismo ou local de colonizagdo (SOUZA, 2007; JANG et al.,2017;
ALBUQUERQUE et al.,2019).

Devido sua plasticidade, tém apresentado grande taxa de genes de
resisténcia aos antibidticos presentes em seus plasmideos, sendo considerada um
risco a saude humana. Com isso, € necessario de pesquisa para novos COmpostos
gue sejam capazes de inibir ou extinguir o crescimento dessas cepas (SOUZA,
2007; JANG et al.,2017). Dessa forma, o ensaio de atividade antimicrobiana do
extrato da casca da jabuticaba em E. coli foi realizado e apresentado na Figura 19,

mostrando que o extrato foi efetivo na inibicdo desta cepa.
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Figura 19. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentra¢éo bactericida minima

(CBM), obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana, utilizando cepas de E. coli.

Fonte: arquivo pessoal da autora.

Como observado, as maiores concentracbes do extrato da jabuticaba séo
fortemente coloridas, incapacitando a confirmacdo da CIM com a coloracdo da
resazurina; porém, o CBM obtido foi de 100 mg/mL e a concentracdo do controle
positivo (Ampicilina) foi de 12,5 ug/mL. Albuquerque et al. (2019) avaliou a casca
seca e liofilizada da jabuticaba sem passar por processos de extracdo em cepas de
E. coli obtendo um CIM de 20 mg/mL. Enquanto Fu, Lu e Zhou (2016) avaliaram o
extrato de goiaba, que pertence a mesma familia que a jabuticaba, obtendo CIM de
625,0 mg/mL e CBM de 1250,0 mg/mL, com isso, pode ser evidenciado que o
resultado do extrato da jabuticaba foi superior ao extrato de goiaba, porém, menos

eficiente se comparado ao resultado obtido pela casca seca e liofilizada.

5.8.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € um bacilo Gram-negativo tipificado como patégeno
oportunista, sendo responsavel pelo agravamento de dermatoses, feridas
provocadas por queimaduras e problemas pulmonares, principalmente em pacientes
imunologicamente comprometidos. E caracterizado por sua elevada resisténcia a
antibiéticos e associagbes de farmacos, sendo considerado um problema a saude,

sobretudo as infec¢des hospitalares. O mecanismo que a P. aeruginosa rompe a
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barreira do epitélio ainda ndo estd bem elucidado, entretanto, quando ocorre, pode
causar até necrose tecidual. Devido a elevada taxa de resisténcia e incidéncia, a
pesquisa de novas possibilidades de tratamento para este microrganismo tem sido
amplamente estudada (BERUBE et al.,2015; MORADALI et al.,2017; MORAND;
MORAND, 2017). Na Figura 20, estao apresentados os resultados obtidos da CIM e
CBM do extrato da casca de jabuticaba em cepas de P. aeruginosa, mostrando que

o extrato foi efetivo na inibicdo desta cepa.

Figura 20. Concentracgdo inibitéria minima (CIM) e Concentracao bactericida minima

(CBM), obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana, utilizando cepas de P.

aeruginosa.

Fonte: arquivo pessoal da autora.

O valor de CIM esta indefino pela coloracdo do extrato da jabuticaba ser mais
pigmentado do que a resazurina. Ja o CBM foi de 6,25 mg/mL; ou seja, com esta
concentracdo, houve morte aparente de 99,9% das cepas de P. aeruginosa. Esta
cepa se apresentou resistente a Ampicilina e Tetraciclina na concentracdo
padronizada (12,5 pg/mL) (CLSI, 2015), assim corroborando com a resisténcia
esperada a antibiéticos padrdes. Fu, Lu e Zhou (2016) testaram o extrato de goiaba
e solucbes contendo compostos fendlicos isolados em cepas de P. aeruginosa,
obtendo os seguintes resultados de MIC: para o extrato de goiaba, a CIM e CBM

foram de 312,5 mg/mL, enquanto para acido galico, &cido ferulico e quercetina foram
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de 2,5 a 5,0 mg/mL. Os extratos de caqui e da fruta do conde também foram
avaliados neste ensaio, apresentando CBM igual a 625,0 e 2500,0 mg/mL
respectivamente. Assim, substancias puras apresentaram um potencial
antimicrobiano nesta cepa, superior aos extratos; entretanto, o extrato de jabuticaba
foi mais efetivo na inibicdo da P. aeruginosa do que o extrato de goiaba, caqui e

fruta do conde.

5.8.3. Staphylococcus aureus

O S. aureus é um bacilo Gram-Positivo, pertencente ao Filo Firmicutes. E uma
bactéria comensal, porém, oportunista, tendo a possibilidade de ser patogénica. Esta
associada a diversas doencas, como, sepse, endocardites, pneumonia, artrite,
osteomielite e doencas na pele. O S. aureus faz parte da microbiota do ser humano,
sendo comum na pele e mucosa nasal. Além da resisténcia a alguns antibiéticos, o
S. aureus desenvolveu fatores de viruléncia que sdo capazes de inativar a resposta
imunologica do hospedeiro, tornando alvo de diversas pesquisas voltadas a
aprofundar conhecimentos e desenvolver técnicas de suporte as doencas causadas
por essa bactéria (DAYAN et al., 2016; BALASUBRAMANIAN et al., 2017; OLIVEIRA
et al.,2018). Na Figura 21, estdo apresentados os resultados obtidos da CIM e CBM
do extrato da casca de jabuticaba em cepas de S. aureus, mostrando que o extrato

foi efetivo na inibicdo desta cepa.
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Figura 21. Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracao bactericida
minima (CBM), obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana, utilizando cepas de S.

aureus.

Fonte: arquivo pessoal da autora.

O valor de CIM foi de aproximadamente 1,56 mg/mL. Ja o CBM foi de 0,78
mg/mL; ou seja, com esta concentragdo, houve morte aparente de 99,9% das cepas
de S. aureus. Fu, Lu e Zhou (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana dos
extratos de caqui (CIM e CBM 312,5 mg/mL), goiaba (CIM 1250,0 mg/mL e CBM
2500,0 mg/mL) e fruta do conde (CIM 1250,0 mg/mL e CBM 2500 mg/mL) para
cepas de S. aureus. Saddig e Al-Ghamdi (2018), avaliaram o potencial
antimicrobiano da Aloe vera em cepas de S. aureus obtendo um CIM de 20 mg/mL.
Assim, o extrato da casca da jabuticaba obteve um desempenho superior na
avaliacdo da atividade antimicrobiana quando comparado com o0s extratos ja
estudados.

5.8.4. Staphylococcus epidermidis

A S. epidermidis € uma bactéria Gram-Positiva, pertencente ao Filo
Firmicutes. E considerada residente da microbiota da pele e mucosas humana,
podendo evoluir para patdgenos quando entra em contato com a corrente sanguinea
ou quando o hospedeiro esta imunocomprometido. A producdo de biofilme esta

associada a sua cascata patogénica, dificultando a acdo dos antibiéticos. Além
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disso, esta fortemente associada a infec¢gdes nosocomiais e quadros de septicemia
(KLEINSCHMIDT et al.,2015; HON et al., 2016; NGUYEN et al., 2017; OTTO, M.
2017). Na Figura 22, estao apresentados os resultados obtidos da CIM e CBM do
extrato da casca de jabuticaba em cepas de S. epidermidis, mostrando que o extrato

foi efetivo na inibicdo desta cepa.

Figura 22. Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracao bactericida

minima (CBM), obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana, utilizando cepas de S.

epidermidis.

Fonte: arquivo pessoal da autora.

O valor de CIM foi de aproximadamente 0,39 mg/mL. Ja o CBM foi de 0,39
mg/mL; ou seja, com esta concentragdo, houve morte aparente de 99,9% das cepas
de S. epidermidis. Kamonwannasit et al., 2013 avaliou o potencial antimicrobiano do
extrato das folhas da Aquilaria e obteve valores de CIM e CBM de 6,00 e 12,00
mg/mL, respectivamente. Enquanto Fu, Lu e Zhou (2016) avaliou o potencial
antimicrobiano da goiaba, obtendo CIM de 78,13 mg/L e CBM 156,25 mg/mL. Fu, Lu
e Zhou (2016), também avaliaram o extrato do caqui, obtendo CIM e CBM de 625,00
mg/mL. J& o extrato de fruta do conde, obteve valor de CIM de 312,50 mg/mL e
CBM 2500,00 mg/mL, mostrando que o extrato da jabuticaba necessita de uma

concentracao efetiva, na inibicdo do microrganismo, reduzida.
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5.8.5. Candida albicans

A C. albicans é um fungo dipl6ide pertencente ao Filo Ascomycota. Faz parte
da microbiota humana (pele, mucosas, trato gastrointestinal), podendo causar
infecgbes superficiais na mucosa vaginal e bucal, conhecida como Candidiase e,
infeccbes nosocomiais em pacientes imunocomprometidos. Algumas cepas ja sao
resistentes aos azois, por exemplo, Fluconazol, medicamento de primeira escolha e
de uso indiscriminado no tratamento de doencas relacionadas a infeccao por C.
albicans. A formacao de biofilme tem sido estudada, pois nesta condi¢cédo, ocorre o
aumento da resisténcia aos antifungicos (GULATI; NOBILE, 2016; KASHEM;
KAPLAN, 2016; GOW NAR, 2017). Na Figura 23, estdo apresentados os resultados
obtidos da CIM e CFM do extrato da casca de jabuticaba em cepas de C. albicans.

Figura 23. Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracédo fungicida
minima (CFM), obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana, utilizando cepas de C.

albicans.

Fonte: arquivo pessoal da autora.

O valor de CIM nas maiores concentracdes esta indefino pela coloracdo do
extrato da jabuticaba ser mais pigmentado do que a resazurina; porém, nas menores
concentracoes, houve inibicdo do crescimento. Na CFM, concentracbes menores
gue 1,56 mg/mL produziram a morte de 99,9% das cepas de C. albicans.
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Quanto a atividade dos antifungicos utilizados como controle positivo, 0
Fluconazol n&o inibiu o crescimento das cepas, corroborando com os estudos ja
realizados sobre a resisténcia de algumas cepas de C. albicans aos antifungicos da
classe azois (GULATI; NOBILE, 2016; KASHEM; KAPLAN, 2016; GOW NAR, 2017).
Ja a Anfotericina B, pertencente a classe dos polienos, inibiu o crescimento nas
maiores concentracdes utilizado, s6 havendo desenvolvimento do fungo nas trés

menores concentracbes de extrato.

O estudo de plantas que tenham atividade antifingica tem sido muito
explorado, tanto com efeito sinérgico quanto atuando exclusivamente. Extratos de
Aloe vera, guarana e mamona, ja foram estudados, e até o presente momento, nao
apresentaram atividade antimicrobiana em cepas de C. albicans. O extrato glicélico
de regaliz (alcaguz) apresentou CFM de 50 mg/mL, assim como o extrato glicolico de
roma (ZIDA et al.,2017).

Estudos realizados avaliam que compostos aromaticos estdo fortemente
ligados a atividade antifungica de diversas plantas. Compostos fendlicos tém grande
atividade antimicrobiana, contra C. albicans, destacam-se os compostos fendlicos,
como &cido galico, &cido elagico, &cido ferulico e &cido cafeico. Um extrato é
composto por diversos compostos que, possivelmente, apresentam sinergia entre si,
resultando num elevado ou reduzido potencial antimicrobiano (NOHYNEK et al.,
2006; HAGHDOOST et al.,2016; LOURENCAO et al.,2017).

5.9. Analise da producgao de coldgeno em células HDFa

E sabido que o envelhecimento da pele da-se cronologicamente e, também,
principalmente, pela exposicdo prolongada a radiacdo solar, denominado
fotoenvelhecimento. Ambos afetam grandemente a pele, sendo de maneira muito
parecida; porém, o fotoenvelhecimento acontece de maneira mais répida e
cumulativa. A derme é composta, em grande parte, por matriz colagena, a qual
confere resisténcia mecanica e elastica (KOHL et al., 2011; RITTIE; FISHER, 2015).

As alteracbes causadas na estrutura proteica do colageno tipo I, o mais

abundante na pele, sdo extremamente relevantes no envelhecimento da pele. Esse
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enfraquecimento e degradacdo das fibras do coldgeno favorecem a perda de
resisténcia e elasticidade, além de favorecer a formacdo de rugas e até cria um
microambiente para formacdo de tumores. Além da degradacdo do colageno
existente, o envelhecimento e/ou fotoenvelhecimento estimula a hipocolagénese, ou
seja, a reducdo na producdo de novas fibras de colageno (RITTIE; FISHER, 2015;
CHAMBERS; VUKMANOVIC-STEJIC, 2019).

Com isso, torna-se extremamente relevante o estudo de substéncias que
aumentem a producdo de coldgeno nos nossos fibroblastos a fim de reduzir os
impactos do envelhecimento cronologico e do fotoenvelhecimento. Nas figuras 24 e
25 apresentam os resultados da avaliacdo da producao de colageno de diferentes
concentragcfes do extrato da casca da jabuticaba. A analise estatistica foi realizada
no software GraphPad Prism utilizando o teste de ANOVA One Way com pds-teste
de Tukey com p< 0,05 (letras diferentes indicam resultados estatisticamente

diferentes %,

Figura 24. Porcentagem de producéo de colageno utilizando diferentes
concentracdes do extrato da casca da jabuticaba comparando com o controle
negativo (CN).
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Figura 25. Concentracédo de colageno produzido (mg/mL) utilizando diferentes
concentracdes do extrato da casca da jabuticaba comparando com o controle

negativo (CN).
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A linhagem HDFa foi escolhida para avaliar o potencial do extrato da casca
da jabuticaba em induzir a producdo de coldgeno comparado ao controle negativo,
gue se trata, apenas, do meio de cultura. O uso de 2,5 mg/mL do extrato produziu
aproximadante 0,8 mg/mL de colageno, havendo um incremento na producdo de

colageno em 102,6%.

Almeida-Cincotto (2016) avaliou o potencial de producdo de colageno do
extrato de amora, porém nao obteve um resultado favoravel comparado a
citotoxicidade da fruta. Ma et al. (2019), avaliou a producdo de colageno de
compostos fendlicos extraidos do extrato de uma espécie de orquidea (Dendrobium
loddigesii), quando obteve elevada atividade antioxidante; porém, baixa producéo de

colageno, sendo que a maioria dos compostos ndo apresentou atividade.

6.0. Avaliacdo do potencial de cicatrizacdo em células HDFa

Uma das funcdes da pele é a protecdo, sendo esta uma das mais
importantes, pois participa diretamente na sobrevivéncia do ser humano. Uma pele

injuriada, seja por acidente ou processo intencional, ocasiona uma abertura para
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gualquer tipo de microrganismo, sendo patogénico ou nado, adentrar ao corpo, por
exemplo. Uma falha na reepitelizacdo pode ocasionar a desidratacéo, infecoes e até
a morte. A resposta dos fibroblastos determina o resultado da cicatrizagdo, sendo
células de extrema importancia na migracdo e proliferacdo no tecido lesionado.
Porém, para o0 processo de cicatrizacdo seja eficiente, sdo necessérias diversas

etapas com muitas células e fatores bioquimicos (TAKEO; LEE; ITO, 2015).

A fim de evitar a perda de sangue e contaminacdo, a cicatrizacdo deve
acontecer o mais rapido possivel. As etapas da cicatrizacdo (homeostase,
inflamacgé&o, proliferagcdo e remodelamento) devem ocorrer de forma coordenada
variando o tempo de cada etapa conforme o tamanho da ferida. Porém, todos os
mecanismos de incio e manutencao da cicatrizacdo ainda ndo sdo bem elucidados
(DEKONINCK; BLANPAIN, 2019).

Na ultima etapa da cicatrizagdo, chamada de remodelamento, deve ocorre um
balanco fino em relacdo a proliferacdo e apoptose das células, pois nesta etapa
ocorrem 0s excessos de cicatrizacdo gerando cicatrizes inestéticas e queloides.
Assim, para ser eficaz, o processo de cicatrizacdo também n&o deve ocorrer de

maneira excessiva (WANG et al, 2018).

Com isso, o estudo de substancias que aumentem ou diminuam 0 processo
de cicatrizacdo nos nossos fibroblastos a fim de acelerar o processo de cicatrizacao
ou, também, reduzir a proliferacdo para evitar uma cicatrizacao inestética torna-se
extremamente relevante. Na figura 26 apresentam os resultados da avaliacdo do
potencial de cicatrizacdo de diferentes concentracbes do extrato da casca da
jabuticaba. A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism utilizando
utilizando p<0,05. As imagens coletadas foram avaliadas utilizando o software Image

J a fim de medir a largura do arranh&o feito em fungéo do tempo proposto.
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Figura 26. Avaliagéo do processo de cicatrizagcdo pela largura do arranh&o de

diferentes concentracdes de tratamento em funcédo do tempo.
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Ao observar o gréfico, € possivel afirmar que o controle negativo, cuja
constituicdo foi de meio de cultura com 5% de soro fetal bovino obteve um melhor
desempenho na reducdo da largura do arranhdo em relacdo ao tempo que os
demais tratamentos. Porém, os extratos nas concentracdes de 2,5 e 5,0 mg/mL
também apresentaram um estreitamento da largura do arranhdo em relacdo ao
tempo exposto. Os extratos com concentracao superior a 10 mg/mL levaram a uma
degradacédo das células, ndo apresentando caracteristicas de células viaveis logo
nas primeiras imagens. Ao final das 48 horas, foi realizado o ensaio de citoxicidade
utiizando o corante MTT a fim de avaliar a viabilidade celular, sendo obtido o

resultado presente na Figura 27.



84

Figura 27. Porcentagem de células vivas em relacdo a concentracédo dos
tratamentos utilizados no ensaio de avaliacdo do potencial de cicatrizacao utilizando

células HDFa.
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O resultado da viabilidade celular apds 48 horas de contato do tratamento nas
células HDFa axiliam na discussdo sobre as caracteristicas histolégicas inviaveis
dos tratamentos com concentracdo superior avaliadas (10,0 e 20,0 mg/mL), que
levou a morte celular. Entretanto, o controle negativo e as menores concetracdes do
extrato (2,5 e 5,0 mg/mL) mantiveram uma viabilidade superior & 50% de células

viaveis.

A Figura 28 exemplifica o perfil de cicatrizagdo encontrado durante o ensaio.
Nesta imagem € possivel visualizar as caracteristicas das células logo apos
sofrerem a lesdo e, apés 48 horas de tratamento, o perfil de migracéo das células a

margem do arranh&o com o intuito de fechar a leséo.
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Figura 28. Perfil de cicatrizagéo do controle negativo (A —tempo O hora e B —
tempo 48 horas) e do extrato da casca da jabuticaba com concentracao de 2,5

mg/mL (C- tempo 0 hora e D — tempo 48 horas).

Ha milhares de anos, diferentes povos usam plantas e seus derivados na

medicina. Logo, no auxilio da cicatrizacdo nao seria diferente. Muitas plantas
possuem ativos que aceleram ou reduzem o processo de cicatrizacdo. Sendo muito
relevante seu estudo mais aprofundado. Se tratando de pele, 0 uso desses ativos
incorporados de bases cosméticas torna-se uma associacado coerente. Exemplos de
ativos ja estudados no ambito da cicatrizacdo séo: a bromélia, que possui atividade
proteolitica, anti-inflamatoria e cicatrizante; o propolis, rico em compostos fendlicos,
relevante na cicatrizacdo de feridas causadas pelo diabetes; a centella asiatica,
utilizada por muito tempo na medicina asiatica para acelerar a cicatrizacdo; e a
roma, considerada um alimento cicatrizante (ARTEM ATAIDE et al., 2018). O dleo

de Rosa Mosqueta é muito utilizado para axiliar na cicatrizacdo, mas também
tratando cicatrizes inestéticas (ARTEM ATAIDE et al., 2018; KHEZRI et al., 2019).
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Machado (2018) e seus colaboradores testaram diferentes extratos obtidos a
partir da farinha da casca da jabuticaba, obtendo resultados promissores na
cicatrizacdo in vivo. Porém, como visto o ensaio rezalido in vitro ndo apresentou uma
taxa de cicatrizacdo superior ao controle negativo. Mas € valido ressaltar que o
processo de cicatrizacdo € extremamente complexo e ainda ndo foi totalmente
elucidado, mas se sabe que é dependente de diferentes células, citocinas,
mediadores, sistema vascular e imunolégico. Sendo muito complexa a reproducao in
vitro e com resposta muito diferentes dos ensaios in vivo (UD-DIN; BAYAT, 2017;
WALLACE et al., 2020; OZGOK KANGAL; REGAN, 2020).
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6. CONCLUSAO

O uso do extrato da casca da jabuticaba, considerado um residuo industrial,
apresentou resultados promissores como ativo cosmético multifuncional. Obteve
elevada solubilidade em solventes compativeis com a pele. Ampla absorbancia nas
regides referentes as radiacbes UVA e UVB na varredura espectrofotométrica.
Elevada concentracdo de marcadores fitoquimicos, cianidina-3-glicosideo e vitamina
C. Também apresentou elevada taxa de atividade antioxidante, se comparada a

outras frutas pertencentes a mesma familia.

Além disso, apresentou excelentes parametros de irritacdo cutanea,
citotoxicidade cutanea, dermotoxicidade e hepatotoxicidade in vitro importantes para
0 uso seguro do extrato em formulacdes cosméticas. Apresentou um relevante
potencial hepatoprotetor, resultado pertinente para evitar intoxicacdes caso o ativo

chegue a corrente sanguinea e seja processado no figado.

Pdde-se estabelecer CIM, CBM e CFM das cepas comensais e patogénicas
mais comuns presentes na pele, sendo consideravel no tratamento coadjuvante e

prevencéao de diversas disfuncdes de pele.

E, também, estabelecer a potencialidade do extrato na indugédo da produgéo
de colageno, fator importante na reducdo dos dados do envelhecimento cronolégico

e no fotoenvelhecimento.

Foi avalido o potencial de cicatrizag&o in vitro, obtendo resultados relevantes

para pesquisas futuras.
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1. Gréficos de Absor¢do X Comprimento de onda (nm) das solu¢des contendo extrato de jabuticaba, nas concentracdes 100 —

0,05 mg/mL, em diluicdo seriada.

1

:

Fonte: arquivo pessoal da autora.
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2. Gréficos de Absorcédo X Comprimento de onda (nm) das solucdes contendo extrato de jabuticaba, nas concentracdes 9,76 x 107

— 4,77 x 10°® mg/mL, em diluicdo seriada.

E2

F

[ ]

Fonte: arquivo pessoal da autora.
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3. Gréficos de Absorcdo X Comprimento de onda (hm) das solucdes contendo extrato de jabuticaba, nas concentracdes 2,38 x 10°
— 1,86 x 10°® mg/mL, em diluicio seriada.

Fonte: arquivo pessoal da autora.
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