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RESUMO

O aumento da preocupacao com a estética e saude corporal vem elevando a demanda
por produtos cosméticos contendo ativos que previnam o envelhecimento e outras
alteracdes cutaneas. O acido ursolico (AU), ativo natural extraido de plantas como o
alecrim e o manjericdo, tem se demonstrado interessante para incorporacdo em
cosméticos por possuir potencial antioxidante, despigmentante, propriedade
antimicrobiana, entre outras. Este trabalho teve como objetivo avaliar a possibilidade
da utilizacdo do AU como um ativo cosmético multifuncional através da avaliacdo da
eficacia e citotoxicidade in vitro do AU, bem como o preparo e avaliacdo de uma
emulsdo contendo o ativo. O potencial antioxidante do AU foi avaliado por meio de
meétodos de inibicdo de radicais como o 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH*) e 0 2,2 -
azino bis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS™), tendo demonstrado
atividade antioxidante, com ICso de 235,61 pg/mL para técnica com DPPH" e 107,17
pug/mL para técnica com ABTS™. A atividade despigmentante foi verificada através da
inibicdo da enzima tirosinase, utilizando 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA)
como substrato, e apresentando como resultado um ICso de 338,00 pg/mL. Para a
avaliacdo da atividade antimicrobiana diversas cepas foram testadas a partir da
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) pela técnica de diluicdo em
microplacas, e da concentracdo bactericida minima (CBM) pela replicacdo em placa
de Petri, seguindo suplemento M100-S16 do CLSI. O AU demonstrou atividade
antimicrobiana frente a cepa S.aureus com CIM de 25 ug/mL e CMB de 50 pg/mL;
para S. epidermides com CIM de 25 pg/mL e CBM de 50 ug/mL; para E.coli, com CIM
de 50 uyg/mL e CBM de 50 ug/mL; a cepa P. aeruginosa revelou uma CIM de 25 ug/mL
e CBM= 0. O potencial citotoxico in vitro foi avaliado através de técnica utilizando o
corante  3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)- (MTT) e  queratinécitos  humanos
metabolicamente incompetentes, ndo tendo demonstrado citotoxicidade as células em
uma concentragdo maxima de 50 pg/mL. Para incorporacdo em cosmético foi
escolhida uma emulséo de alta estabilidade e como técnica de controle de qualidade
do AU nessa emulsdo foi desenvolvida e validada uma metodologia analitica por
CLAE, utilizando os preceitos de quimica verde. Um estudo de estabilidade preliminar
da emulséo preparada foi conduzido a fim de se avaliar a estabilidade do AU em uma
emulsdo estavel frente a condi¢cdes extremas, como temperaturas de 25, 40 e 5 °C,
luz indireta e ciclos de congelamento/ descongelamento. A emulséo preparada com
AU demonstrou estabilidade para as caracteristicas de pH e viscosidade, e com
relacéo ao teor, foi mais estavel a temperatura de 25 e 5°C. O AU, atraves dos ensaios
in vitro realizados demonstrou carater antioxidante, despigmentante e antimicrobiano,
nao sendo observada citotoxicidade as ceélulas utilizadas na faixa de concentracao
testada, além de ter demonstrado certa estabilidade na emulsédo de escolha. Como
pode ser observado, este composto multifuncional demonstrou caracteristicas in vitro
de grande interesse para ser utilizado como ativo cosmético de uso tépico e
possivelmente como um agente antimicrobiano, sendo assim necessario estudos mais
aprofundados que possam garantir sua completa seguranca e eficacia de uso.

Palavras-chave: acido ursélico (AU); antioxidante; despigmentante; antimicrobiana;
citotoxico; CLAE.
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ABSTRACT

Increased concern with body esthetics and health has raised the demand for skin
cosmetics containing actives that prevent aging and other skin changes. Ursolic acid
(UA), a natural active extracted from plants as rosemary and basil, has shown an
interesting compound for cosmetic incorporation, to possess antioxidant activity,
depigmenting, antimicrobial property, among others. This study aimed to evaluate the
possibility of using UA as a multifunctional cosmetic compound through the UA efficacy
and cytotoxicity in vitro, and to prepare and evaluate an emulsion containing the
substance. Antioxidant potential was tested using inhibition methods of radical 1,1-
diphenyl-2-picrilhidrazila (DPPH") and radical 2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-
sulfonic acid (ABTS™) showing antioxidant activity, with 1Cso= 235,61 pug/mL for DPPH®
technique and 107,17 pg/mL to ABTS™ method. The depigmenting activity was given
by inhibition of the enzyme tyrosinase with3,4- dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA)
substrate and show ICso de 338,00 pg/mL. For evaluation of antimicrobial activity,
many strains were tested from the minimum inhibitory concentration (MIC) determined
by dilution method on microplates, and minimum bactericidal concentration (MBC) by
Petri dish replication, following M100-S16 supplement CLSI. The UA demonstrated
antimicrobial activity, with a MIC to S. aureus strain of 25 pyg/mL and MBC of 50 pg/mL;
to S. epidermides a MIC of 25 ug/mL and MBC of 50 pg/mL; to E. coli a MIC of 50
pg/mL and MBC of 50 pg/mL; the P. aeruginosa strain revealed a MIC of 25 ug/mL
and MBC= 0. The cytotoxicity in vitro was determined for metabolically incompetent
human keratinocytes ability reduce 3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide (MTT) and as result the UA didn’t present cellular cytotoxicity in a
maximum concentration of 50 pug/mL. To cosmetic incorporation, a high stability
emulsion was choice and as quality control technigue of UA in this emulsion, an
analytical methodology for HPLC was developed and validated, using green chemistry
precepts. To evaluate the emulsion, a preliminary stability study was conducted, for
the purpose evaluate the stability of UA in a stable emulsion, front of extreme
conditions as 25, 40 e 5 °C temperatures, indirect light and freezing/ thawing cycles.
The emulsion containing UA demonstrated stability for the pH and viscosity
characteristics, and about content, was more stable with 25 and 5 °C. The UA, through
in vitro assays performed demonstrated antioxidant, depigmenting and antimicrobial
character, no cytotoxicity was observed in the used cells in the concentration range
tested, besides showing some stability in the emulsion of choice. As noted, this
multifunctional compound demonstrated in vitro characteristics of great interest for use
as topical cosmetic active and possibly as an antimicrobial agent, thus further studies
are needed to ensure its complete safety and efficacy of use.

Keywords: ursolic acid (UA), antioxidant, tyrosinase, antimicrobial, cytotoxic, HPLC.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida comec¢ou a ganhar forca em meados de 1950
e vem aumentando em todo o mundo, principalmente gracas aos avangos na area da
saude. No entanto, para garantia da qualidade de vida, uma série de fatores deve ser
levada em consideragdo, como o bem-estar fisico, a boa saude mental e a interacao
social do individuo. Para isso, € necessério considerar necessidades individuais, tais
como autonomia, novos significados de vida e autoestima (KALACHE et al., 1987;
CAMARANO et al., 2004; VERAS, 2009).

Assim, a fim de garantir um corpo saudavel e autossatisfacdo, uma crescente
preocupacao com a saude e com a estética corporal tem aumentado a demanda por
produtos cosméticos capazes de prevenir o envelhecimento cutaneo e o aparecimento
de patologias, uma vez que, com o aumento de idade, fatores genéticos e hormonais
podem reduzir a atividade plena do sistema imunoldgico, causando inumeras
alteracdes no tecido cutaneo, podendo resultar em uma pele fina e ressecada, com
manchas, rugas e possiveis carcinomas. Dentre estes produtos, tem recebido
consideravel atencéo e interesse pelo mercado, seja por forte apelo de “marketing” ou
nao, 0s que possuem ativos de origem vegetal e que, de certa forma, reforcam a
crescente preocupacao atual com a sustentabilidade. Por esse motivo, a pesquisa de
novos ativos para incorporacdo em produtos de administracdo tépica torna-se de
grande relevancia (RESENDE, 2013).

Além dos fatores intrinsecos do individuo, fatores externos como a radiacao
solar também podem acelerar o envelhecimento, ocasionando uma das mais
pronunciadas alteracbes a pele, denominadas de fotoenvelhecimento, que ocorre
principalmente pela acdo dos raios UV, a partir da produgcdo de espécies quimicas
altamente reativas e instaveis (formadas por um nao-emparelhamento de elétrons),
chamadas de radicais livres, que sao capazes de ligar-se a diferentes classes de
moléculas, como o DNA, promovendo assim danos a varios tipos celulares do
organismo, inclusive os produtores de colageno e elastina. Nesse contexto, os
antioxidantes, que podem ser naturais, adquiridos na dieta, ou sintéticos, atuam
combatendo essas espécies altamente reativas, auxiliando na prevengéo de danos
celulares (FERREIRA et al., 1997; BARREIROS et al., 2006; MONTAGNER et al.,
2009).
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Outro composto importante na protecdo da pele é a melanina, um pigmento
produzido por células especializadas do corpo humano, os melandcitos, que confere
fotoprotecao contra danos causados pela radiacdo UV. Sua produgéo ocorre a partir
de organelas especificas geradas pelo reticulo endoplasmatico dos melandcitos, os
melanossomos, em cujo interior produz- se o pigmento. Tal producéo é mediada pela
tirosinase, uma enzima chave responsavel por iniciar a cascata de processos na
producdo da melanina, uma vez que transforma tirosina em L-DOPA que dara
continuidade ao restante da cascata. Porém, a producéo exacerbada deste pigmento
pode causar certos inconvenientes, como o0 aparecimento de manchas na pele
(ANTELO et al., 2008; SPAGNOL, 2014).

Alguns ativos naturais ainda pouco explorados comercialmente, tém sido
estudados por apresentarem potencial atividade preventiva contra danos causados ao
tecido cutaneo, destacando-se as atividades antioxidante, despigmentante,
antineoplasica e anti-inflamatéria. O AU, um composto triterpendide pentaciclico € um
deles, e pode ser encontrado em uma grande variedade de espécies vegetais, muitas
delas de origem brasileira que possuem grande importancia na medicina fitoterapica.
Além de todas as atividades anteriormente citadas, também é reportado ao AU
atividade antimicrobiana, tornando- o um ativo multifuncional de grande interesse para
incorporacdo em produtos de administracao topica, uma vez que pode contribuir para
a prevencao de danos diversos causados a pele e atuar, ao mesmo tempo, como um
conservante antimicrobiano (LIU, 1995; FRIGHETTO et al., 2005; SILVA et al., 2008;
ELOY etal., 2012).

Os produtos cosméticos, segundo a RDC N° 7 da ANVISA de 2015, podem ser
classificados em produtos de grau 1 e grau 2, sendo considerados os produtos de
grau 2 como “produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes (...) que possuem
indicacdes especificas, cujas caracteristicas exigem comprovagado de seguranca e/ou
eficacia, bem como informacdes e cuidados, modo e restricbes de uso”, ou seja,
produtos cosmeéticos que apresentam substancias ativas em suas formulacoes, e, por
esse motivo, seu desenvolvimento e producéo requerem altos padrées de qualidade
para garantir efichAcia e seguranca ao consumidor. De um modo geral, um dos
aspectos inerentes a seguranca do consumidor, diz respeito & presenca de um

adequado sistema conservante (incluindo conservantes antimicrobianos), ja que as

Tornanda %@/6/0&0 %0/0//1&0



18

matérias primas utilizadas podem oferecer um ambiente adequado a proliferacdo de
microrganismos que podem prejudicar a qualidade do produto, podendo ser
responsaveis por sua deterioragcdo, baixa eficacia e possiveis danos a saude do
consumidor. A atividade antimicrobiana do AU foi avaliada em alguns estudos que
comprovaram um potencial antimicético e um amplo espectro contra bactérias,
principalmente as gram-positivas, podendo dessa forma, sugerir estudos mais
aprofundados do AU como um possivel conservante antimicrobiano (AMARAL, 2010;
BRASIL, 2015; JESUS et al., 2015).

A fim de avaliar a seguranca de um novo ativo em estudo, também devem ser
realizados ensaios de toxicidade. O potencial citotoxico de um composto pode ser
traduzido como a capacidade de gerar apoptose em uma célula. No caso do AU
consiste na inducdo da apoptose de células tumorais sem afetar as células normais,
além de prevenir a transformacao de células normais em cancerigenas. O mecanismo
dessa citotoxicidade ainda nédo foi completamente esclarecido, mas sabe-se que pode
estar relacionado com a habilidade do AU em inibir a replicacdo do DNA, a medida
que inibe suas enzimas metabdlicas (DALLA VECHIA et al., 2009; RESENDE, 2013).

Para a escolha da veiculacdo de ativos no desenvolvimento de novos produtos
cosmeéticos grau 2, existem atualmente no mercado os mais variados tipos de
cosmeéticos para a pele, sendo que as emulsdes sdo uma das formas mais antigas e
utilizadas gracas as vantagens que possui, como facilidade de aplicacdo e preparo,
possibilidade de utilizacdo de categorias diversas de matérias-primas e obtencéo de
produtos de baixo custo. Estes sistemas emulsionados séo definidos como sistemas
dispersos formados pela juncéo de dois liquidos imisciveis, em que um se apresenta
como disperso e outro como dispersante e, devido as suas grandes vantagens citadas
e a possibilidade de veiculacdo de compostos ativos em suas formulas, séo
amplamente escolhidas para o desenvolvimento de novos produtos, principalmente
aqueles com maior estabilidade (CORREA et al., 2012).

Uma questdo importante no que diz respeito a garantia da qualidade de
produtos é o emprego de técnicas analiticas qualitativas e quantitativas. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um dos métodos mais utilizados, e
consiste em uma técnica de separagdo analitica que permite a realizacdo de testes

qualitativos e quantitativos de amostras de diversas naturezas. O desenvolvimento e
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a validacdo de novas metodologias (para essa e outras técnicas) exigem diversas
etapas, e uma delas é a escolha dos materiais a serem utilizados, mediante as
condi¢cdes adotadas. Como nos ultimos tempos, as mudancas climéaticas ocorridas
tém gerado preocupacdo no mundo todo, uma mudanca de postura e de pensamento
neste quesito tem trazido alteracfes significantes, principalmente para a industria.
Assim, os conceitos de sustentabilidade e quimica verde vém ganhando bastante
forca no desenvolvimento de novos produtos e novas metodologias analiticas, uma
vez que esses conceitos incluem reducdo da emissao de poluentes para 0 meio
ambiente, maior seguranca ao operador e menor custo (RIBANI et al., 2004; ALVES
et al., 2010; CELIK et al., 2017; HAO et al., 2017).

Ainda que o0 AU seja um composto natural e que apresente propriedades muito
interessantes para incorporacdo em cosmético, € um ativo pouco explorado neste
sentido no mercado e h& poucos estudos que mostram a eficacia desse acido
incorporado a uma preparacdo com caracteristica e apelo cosmético. Deste modo,
este trabalho procurou avaliar a possibilidade da utilizacdo do AU como um ativo
cosmético multifuncional, explorando as possiveis atividades antioxidante,
despigmentante e antimicrobiana. Além disso, prop6s-se avaliar seu comportamento
em relacdo a um dos quesitos de seguranca, a partir do modelo de citotoxicidade in
vitro realizado com cultura de células, e a avaliacdo de seu comportamento frente a

incorporagdo em uma emulsao.

Tornanda %@/6/&(5@ %&/emﬁo



110

6. CONCLUSOES

v

O controle de qualidade da MP avaliada forneceu dados que proporcionaram
confiabilidade a amostra. Porém através do ensaio de solubilidade foi possivel
perceber a dificuldade de solubilizacdo que o AU apresenta, principalmente em
agua, o que acaba limitando a escolha dos materiais a serem utilizados e dos
ensaios a serem realizados. Sendo assim, torna-se necessario o estudo de
mecanismos que facilitem a solubilizagédo do AU;

A avaliacdo da eficacia do AU com relacdo a atividade antioxidante,
despigmentante e antimicrobiana foi comprovada através dos ensaios
empregados, tendo o AU apresentado uma boa atividade frente a todos os
testes, principalmente no antimicrobiano, em que demonstrou um forte
potencial para inibicAo e morte celular, o que reforca a ideia de um ativo
bastante interessante, com caracteristicas multifuncionais para prevencao de
alteracdes indesejadas na pele e como um possivel agente antimicrobiano de
formulacdes, a ser mais explorado na area cosmética,

Apesar do AU exigir uma concentracdo mais alta que o AA para inibicdo de
50% dos compostos nos ensaios realizados para atividade antioxidante e
despigmentante, ele apresenta a vantagem de possuir atividade antimicrobiana
e diversas outras reportadas em literatura, como atividade anti-inflamatéria e
antineoplasica, o que o tornam um ativo multifuncional interessante para a
pesquisa e desenvolvimento de novos produtos multifuncionais. Além disso,
sua associacao com outros ativos antioxidantes e despigmentantes poderia
aumentar a poténcia dos mesmos;

Em concentracdes até 50 pg/mL o AU ndo demonstrou citotoxicidade, porém é
necessario o desenvolvimento de mecanismos que melhorem sua solubilidade,
a fim de que se possa aumentar a concentragdo para o teste até a obtencao da
maxima concentragdo em que ndo se observa citotoxicidade;

A metodologia desenvolvida e validada apresentou a vantagem de, além de
empregar preceitos de quimica verde, utilizando solventes menos toxicos em
comparacao com as metodologias encontradas em literatura, ter apresentado

um tempo de retengcdo menor do que os encontrados em literatura;
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v A emulsdo preparada com AU revelou poucas diferencas nas caracteristicas
fisico-quimicas como aspecto, pH e viscosidade comparada com a emulsao
preparada sem AU;

v" O estudo de estabilidade preliminar da emulsdo contendo AU demonstrou que
as caracteristicas de pH e viscosidade da emulsdo se mantém estaveis quando
submetida a condicBes extremas. Porém o teor de AU é alterado, sofrendo
decaimento, principalmente em temperaturas elevadas, indicando que alguns
cuidados devem ser tomados quanto a temperatura de armazenamento de um

produto acabado.
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