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RESUMO

E sabido que a maior consequéncia causada pela radiagio ultravioleta gerada
pela luz solar é o fotoenvelhecimento e o desenvolvimento de canceres cutaneos por
meio da acao dos radicais livres gerados na pele. A utilizagdo, pela populagao, de uma
formulacao, de uso tdpico, que auxilie na prevengao do envelhecimento precoce e de
doencas causadas pelos radicais livres a pele humana teria imenso impacto, pois
promoveria beneficios estéticos, que influenciariam diretamente a satde psicoldgica do
usuario e preveniriam a fotocarcinogénese. Este fato se torna ainda mais importante em
um pais tropical como o Brasil, onde a incidéncia de radiacdo UV tem se tornado cada
vez maior, assim como o desenvolvimento de canceres de pele na populagdo. Este
trabalho teve como objetivo realizar ensaios que comprovem a eficacia e a seguranga de
um fitocosmético contendo extrato de goiaba (Psidium guajava L.), além de descrever
respostas celulares promovidas pelo tratamento com este extrato. No que diz respeito a
eficacia deste produto, foram explorados os efeitos quimioprotetores, que podem ser
obtidos com o emprego deste extrato e os efeitos relacionados a melhoria do aspecto da
pele envelhecida. Em relagdo a seguranga, foram realizadas analises in vivo e utilizados
métodos alternativos, visando a substitui¢do do emprego de animais. De acordo com os
estudos realizados, o extrato de Psidium guajava L. ¢é citotdxico apenas em
concentragdo bastante superior a concentragdo ativa, com uma margem de seguranca
satisfatoria. Nas concentragdes sugeridas para efeito cosmético, o extrato vegetal ndo ¢é
mutagénico e ndo causou irritagdo dérmica, ocular e, nem mesmo comedogenicidade,
quando aplicado em coelhos. Além disso, o extrato de Psidium guajava L. revelou
atividade inibidora sobre os efeitos deletérios do peroxido de hidrogénio em modelos
experimentais in vitro e in vivo, ¢ capaz de estimular a proliferagdo de fibroblastos, a
biossintese de coldgeno e ¢ capaz de reduzir a hiperpigmentagdo produzida pela

exposicao excessiva a luz solar.

Palavras-chave: Psidium guajava L.; cosmético; antioxidante; fotoquimioprotetor;

eficdcia e seguranca; colageno.
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ABSTRACT

It is known that the major consequence caused by the ultraviolet radiation
generated by sunlight is photoaging and the development of skin cancers through the
action of free radicals generated on the skin. The use by the population of a topical
formulation aiming to prevent the premature skin aging and diseases caused by free
radicals to human skin would be of great value. It also should provide aesthetic benefits
that directly influence the psychological health of the user and would prevent
photocarcinogenesis. This fact becomes even more important in a tropical country like
Brazil, where the incidence of UV radiation has become increasingly larger, as well as
the development of skin cancers in the population. This research aimed to performe
assays to prove the efficacy and safety of a phytocosmetic containing guava (Psidium
guajava L.) extract, and also, describe cellular responses observed with the treatment
with this extract. With regard to the efficacy of this product, the chemoprotectors effects
that can be obtained with the use of this extract and the improvement on the aged skin
that could be obtained with the treatment with it were explored. In relation to the
assessment of the safety of this phytocosmetic, in vivo and alternative methods to the
use of animals were conducted. According to the results, the Psidium guajava L. extract
1s cytotoxic only at concentrations higher than the active concentration of this
compound, exhibiting a satisfactory margin of safety. At the concentrations suggested
for the cosmetic effect, the plant extract is not mutagenic and did not cause dermal,
ocular, or even comedogenicity irritation when applied to rabbits. Moreover, the extract
of this fruit was able to inhibit the deleterious effects of hydrogen peroxide in in vitro
and in vivo experimental models, was able to induce the fibroblasts proliferation and
collagen biosynthesis and is capable of reducing hyperpigmentation produced by

overexposure to sunlight.

Key words: Psidium guajava L.; cosmetic; antioxidant; photochemoprotector, efficacy

and safety; collagen.
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1. INTRODUCAO

A pele, além de ser o maior 6rgdo do corpo humano ¢, também, o Unico
cronicamente exposto ao ambiente (FISHER et al., 2008), agindo portanto, como uma
fronteira ativa entre o organismo ¢ o ambiente. Para a Cosmetologia, o conhecimento
das estruturas e funcionamento da pele ¢ essencial, pois tem como objetivo melhorar sua
aparéncia com a utilizacdo de ativos ou prevenir possiveis danos (WILKINSON e
MOORE, 1990).

Este orgdo ¢ submetido a um fendmeno biologico complexo denominado
envelhecimento, que pode ser didaticamente dividido em envelhecimento intrinseco e
extrinseco. O envelhecimento intrinseco ¢ controlado geneticamente e ocorre, também,
devido a formacao de espécies reativas de oxigénio, de origem intracelular, resultantes
do metabolismo das células. Ja o extrinseco, ocorre devido a fatores ambientais, entre
eles, o fumo, o alcool, a ma nutri¢do e, finalmente, o sol (DRAELOS, 1999; BERRA et
al., 2006; MCCULLOUGH e KELLY, 2006).

A radiagdo ultravioleta, produzida pelo sol, ¢ uma importante fonte de formagao
de radicais livres no organismo, sendo a gravidade do dano causado proporcional ao
tempo de exposi¢cdo (THIELE et al., 1997; FUCHS et al., 1998; FISHER et al., 2002;
MIYAMURA et al., 2007).

Os radicais livres estdo diretamente relacionados com lesdes provocadas na pele
através da acdo solar. Dentre os trés tipos de radiacdo ultravioleta, a radiagdo
ultravioleta A (UVA) ¢ a maior responsavel pelo fotoenvelhecimento (LAVKER et al.,
1995). Esta radiacdo gera estresse oxidativo por ser absorvida por cromoforos da pele,
como o acido trans-urocanico, gerando espécies reativas de oxigénio, capazes de causar
danos ao material genético, proteinas e lipideos celulares (HANSON e SIMON, 1998;
MCCULLOUGH e KELLY, 2006).

As alteragdes observadas na pele envelhecida pelo tempo sdo: desidratagao,
coloragdo palida, rugas finas, flacidez e uma variedade de neoplasias benignas. Quando
ocorre o fotoenvelhecimento, ou seja, o envelhecimento agravado pela ac¢do da luz solar,
a pele se apresenta desidratada, com pigmentacdo irregular, com sulcos profundos e
lesdes pré-malignas (YAAR e GILCHREST, 2001; YAAR et al., 2002). Estas
caracteristicas sdo observadas em areas do corpo mais expostas como face, pescogo,

dorso, antebraco e maos, que sofrem alteragdes mais drasticas do que areas protegidas
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(FISHER et al., 2008), podendo apresentar anomalias clinicas, como as queratoses
actinicas e a elastose solar (DE RIGAL et al., 1989).

Sendo assim, para prevenir ou minimizar o efeito dos radicais livres, quantidades
suficientes de antioxidantes precisam ser consumidas diariamente (LIU, 2003). Outra
forma de prevencao da acdo danosa destas espécies reativas sobre a pele € a aplicagao
de produtos cosméticos contendo antioxidantes, que sdo produtos com funcdo de
reproduzir a protecdo natural e limitar as reagdes quimicas oxidativas. Assim, sdo
utilizados, em formulagdes cosméticas, substancias antioxidantes como vitaminas (E e
C); ativos vegetais, como os flavonoides, entre outros.

Neste contexto, extratos de plantas com agdo antioxidante sdo cada vez mais
procurados para o desenvolvimento de cosméticos antienvelhecimento. Cosméticos com
atividade antioxidante tém se apresentado cada vez mais eficientes, capazes nao s6 de
prevenir, mas, também, de amenizar os efeitos do tempo sobre a pele, minimizando
rugas e linhas de expressdo (RODRIGUES, 2003).

A utiliza¢do de um produto de uso topico pela populagdo com esta atividade
antioxidante e, possivelmente, quimioprotetora, poderia ser uma grande aliada na
prevengdo dos efeitos deletérios da radiagcdo solar sobre a pele, podendo até evitar a
formacdo de células cancerosas no maior e mais exposto 6rgao humano.

A goiaba, cuja atividade antioxidante foi apresentada em estudos anteriores
(CHIARI et al., 2012a), foi explorada neste trabalho visando seu emprego seguro e
eficaz em um fitocosmético, potencialmente capaz de prevenir, na pele humana, os

efeitos danosos do tempo e de influéncias ambientais, como a luz solar.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A importancia do uso de plantas para a promociao de beneficios a satude

humana

O conceito de que substancias de origem vegetal sdo capazes de promover
diversos efeitos benéficos a satide humana nao € novo, porém, com o avango da ciéncia,
cada vez mais se reconhece, de maneira detalhada, qual a forma que estes compostos
podem agir e se verifica, que os efeitos benéficos que podem ser obtidos, sdo ainda mais
expressivos. RASKIN et al., em 2002, afirmaram que existe a necessidade de
redescobrir a conexdo entre plantas e saide para o langamento de uma nova geragao de
produtos terapéuticos de origem botanica, onde sdo incluidos medicamentos derivados
de plantas, suplementos alimentares, alimentos funcionais e proteinas recombinantes
obtidas a partir de plantas.

Esses autores ainda acreditam que, em breve, estes produtos serdo capazes de
complementar ndo so os tratamentos convencionais com medicamentos, como também
auxiliar na prevengdo e at¢é mesmo no diagnoéstico de doengas. Poderdo, também,
colaborar com a sustentabilidade, valorizando a agricultura e com a preservacao de
espécies vegetais (RASKIN et al., 2002).

Apesar da grande exploragdo dos derivados vegetais para a descoberta de novos
farmacos, acredita-se, ainda, que grande parte dos produtos naturais derivados de
plantas ndo foi descoberta ou ndo foi explorada em relagdo a atividade farmacologica,
sendo que estes recursos naturais podem ser avaliados em bilhdes de dodlares
(MENDELSON e BALICK, 1995; RASKIN et al., 2002).

Além dos estudos de bioprospec¢do para a busca de derivados promissores de
plantas, destinados a gerar beneficios a saude, existe também a necessidade de validar o
uso terapéutico de plantas medicinais ja conhecidas, sendo esta uma etapa crucial no
desenvolvimento de agentes fitoterapicos de baixo custo (CAVALCANTE et al., 2007).

A industria farmacéutica, por muito tempo, buscou isolar substancias ativas das
plantas e, at¢ mesmo, definir as estruturas quimicas com o objetivo de sintetiza-las ou
mesmo de sintetizar industrialmente seus analogos. E indiscutivel a importancia deste
processo, uma vez que diversos farmacos utilizados atualmente foram derivados desta

estratégia, como ¢ o caso do acido salicilico (RASKIN et al., 2002).
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Contudo, ¢ preciso considerar que a atividade bioldgica de extratos de plantas
pode ser resultado do efeito sinérgico de seus componentes. Neste sentido, foram
apresentadas evidéncias de que combinagdes fitoquimicas especificas sdo mais
eficientes na prote¢ao contra doencas quando comparados a compostos isolados (DE

KOK et al., 2008), o que encoraja o estudo de extratos vegetais.

2.2. Alguns efeitos benéficos do uso de plantas

Nesta revisdo da literatura sdo apresentados alguns dos efeitos benéficos do uso
de plantas, dentre os inimeros existentes na literatura cientifica.

NASCIMENTO et al. (2000) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
vegetais e seus efeitos sinérgicos com antibidticos considerados ndo efetivos, devido ao
desenvolvimento da resisténcia bacteriana. Os resultados mais expressivos foram
obtidos com Caryophyllus aromaticus ¢ Syzygyum joabolanum, que inibiram em 64,2 e
57,1%, respectivamente, o crescimento dos micro-organismos. Outro dado interessante
obtido com este estudo foi que antibidticos considerados ndo efetivos, quando
associados com extratos vegetais, em baixas concentragdes, exerceram efeito
antimicrobiano satisfatorio.

Extratos vegetais também tém sido estudados em relacdo ao efeito estrogénico e
muitos deles tém demonstrado eficécia, at¢ mesmo como suplementos alimentares, para
o tratamento dos sintomas da menopausa. LIU et al. (2001) demonstraram que o extrato
de Trifolium pratense L. (trevo vermelho) apresentou efeitos estrogé€nicos mais
satisfatorios entre os oito extratos vegetais avaliados (Vitex agnus-castus L., Humulus
lupulus L., Panax ginseng C.A. Meyer, Panax quinquefolius L., Angelica sinensis,
Glycyrrhiza glabra L., Cimicifuga racemosa L.), sendo que a ginesteina ¢ o principal
componente responsavel por este efeito.

As plantas possuem uma série de compostos que podem apresentar efeito
protetor contra danos ao DNA causados por agentes mutagénicos ambientais nocivos
para diversos organismos, incluindo seres humanos (DHIR et al., 1993; COZZI et al.,
1997, CAVIN et al.,, 2001). O acimulo de mutacdes estd relacionado com o
desenvolvimento da maioria dos tumores malignos e desordens degenerativas, assim
como a idade e anomalias genéticas (CUZZOCREA et al.,, 2001; MIGLIORE e
COPPEDE, 2002). A fim de prevenir a genotoxicidade, é pertinente tanto identificar
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agentes mutagénicos, visando a diminui¢do a sua exposi¢do como, também, aumentar a
exposi¢do a compostos antigenotdxicos, como aqueles encontrados em plantas (IKUMA
et al., 2006; JEONG et al., 2006). Este fato ¢ particularmente relevante quando se
considera que 31% dos tumores malignos podem ser evitados com dietas ricas em frutas
e vegetais (KUNDU e SURH, 2005). Desta forma, estudos vém sendo conduzidos a fim
de identificar compostos que possam apresentar atividade antigenotoxica (CARINO-
CORTES et al., 2007).

Muitas plantas sdao ricas em compostos fendlicos, que apresentam diversos
efeitos bioldgicos, inclusive efeitos antioxidantes. Estes compostos tém sido
amplamente estudados e efeitos como a prevencdo de doengas coronarianas € canceres
tém sido relatados (LOLIGER, 1991).

Em uma revisdo da literatura realizada por MANTLE et al. (2001), diversos
efeitos promovidos pelas plantas em desordens cutidneas foram descritas. Dentre elas,
podem ser citadas: cicatrizacdo de feridas e tratamentos de queimaduras, principalmente
com o uso de Aloe vera; atividade antifungica, antiviral, bactericida e acaricida em
infecgdes cutdneas como acne, herpes e escabiose, principalmente com o uso do 6leo de
Melaleuca alternifolia; atividade anti-inflamatoria e auxilio em alteragcdes imunologicas
que afetam a pele, como na psoriase, entre outras.

E claro que esta pequena revisdo da literatura nio teve a intengdo de esgotar este
assunto mas, sim, de mostrar o grande potencial benéfico que derivados vegetais podem

apresentar para a saide humana.

2.3. Os efeitos benéficos do uso de plantas para a Cosmetologia

Diversos foram os efeitos benéficos dos extratos vegetais descritos
anteriormente, entretanto, a Cosmetologia ¢ outra Ciéncia que tem encontrado nos
extratos vegetais uma fonte inesgotavel de atividades biologicas de interesse.

Neste sentindo, os flavonoides podem ser citados. Sdo metabolitos secundarios
encontrados em muitos vegetais e que podem apresentar efeitos cosméticos diversos.
ARCT e PYTKOWSKA (2008) indicam o uso cosmecéutico dos flavonoides para
atuacdao nos vasos sanguineos, prevenindo o surgimento de petéquias e telangiectasias

causadas pela ruptura dos vasos, reduzindo a permeabilidade, protegendo-os e, ainda,

prevenindo a agregagdo plaquetaria. Também, ndo se podem ignorar os efeitos
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antioxidante e anti-irritante, apresentados por estes metabodlitos secundérios, muito
utilizados na area cosmética (ARCT e PYTKOWSKA, 2008).

LEE et al. (2009) descreveram o efeito antimetaloproteinase de matriz de plantas
taiwanesas. As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdao endopeptidases capazes de
promover a degradacdo da matriz extracelular da pele. O envelhecimento e a exposi¢ao
a fatores ambientais, como a radiag¢do solar, promovem o aumento na expressao destas
enzimas. Sendo assim, a agdo das MMPs estd relacionada a perda de elasticidade,
dilatacdo dos microcapilares da pele e ao surgimento de rugas, promovendo as
caracteristicas da pele envelhecida (LEE et al., 2009).

Diversos estudos tém demonstrado o potencial inibidor da enzima tirosinase por
extratos de plantas (LEE et al., 1997; CHEN et al., 2010). A inibi¢do da enzima
tirosinase promove o bloqueio da sintese de melanina sendo que, portanto, estes extratos
podem ser empregados para a promoc¢ao da melhoria estética de peles acometidas por
lentigos, melasmas, manchas hiperpigmentadas promovidas pelo acne, etc. CHEN et al.
(2010) demonstraram os efeitos inibidores da tirosinase promovido pelo extrato obtido
das sementes de Sapindus mukorossi. LEE et al. (1997) também pesquisaram diversas
plantas em relacdo a esta atividade e espécies como Chaenomeles speciosa, Dryopteris
crassirhizoma, Gastrodia ellata, Glycyrrhiza glabra, Morus alba, Myristica fragrans,
Rheum palmatum e Sophora japonica foram capazes de promover a inibicdo da enzima
chave no processo da melanogénese.

SHIMIZU et al. (2000) relataram que o extrato de Boehmeria niponovivea
apresentou potente atividade inibidora da enzima Sa-redutase, promovendo o
crescimento de pelos em ratos. Esta enzima estd envolvida na calvicie androgenética e,
de acordo com estes autores, os acidos graxos presentes no extrato estudado, que sdo
responsaveis pelo efeito observado, sdo: a-linolénico, linoleico, palmitico, elaidico,
oleico e estearico.

Tendo em vista o grande potencial cosmético apresentado pelos vegetais, o

Brasil ¢ um pais privilegiado neste setor.
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2.4. A biodiversidade brasileira

O Brasil apresenta a flora mais diversificada do mundo, com grande variedade
de frutas e vegetais, dos quais muitos nunca foram estudados (SUFFUDINI et al., 2006;
SCARANO, 2007).

Tendo em vista esta grande diversidade, a comunidade cientifica brasileira pode
utilizar este recurso; porém, de maneira consciente, buscando beneficios a populagdo e
vislumbrando, neste setor, uma possibilidade de crescimento e desenvolvimento para o
pais.

Apesar de ndo ser nativa do Brasil, a goiaba (Psidium guajava L.), fruta

estudada, ¢ encontrada abundantemente no pais.

2.5. A goiaba

Psidium guajava L., denominada popularmente de goiabeira, ¢ uma espécie
arbustiva a arborea de pequeno porte, pertencente a familia Myrtaceae e nativa da
América tropical (DUARTE e PAULA, 2005). Produz um dos frutos tropicais e
subtropicais de maior valor nutricional, a goiaba (LIMA et al., 2002). Possui agucares,
ferro, calcio, fosforo e vitaminas A, B e C em concentragdes superiores a maioria das
frutas, sendo rica em fibras e carotenoides (LIMA et al., 2002; MONTEIRO, 2006;
ESCOBAR e SYLOS, 2006; PADULA e RODRIGUEZ-AMAYA, 1986).

Segundo resultados obtidos por THA et al. (2008), o extrato etanolico de P.
guajava L. contém taninos e flavonoides e apresenta atividade antioxidante. Estes
resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa
(CHIARI et al., 2012b).

Compostos polifendlicos naturais, tais quais os flavonoides presentes na goiaba,
sdo potentes antioxidantes devido a propriedade em sequestrar radicais livres,
colaborando para a atividade quimioprotetora (ETCHEVERRY et al., 2008).

Além deste potencial, a goiaba foi também escolhida para este estudo por ser
uma fruta de grande disponibilidade no territorio brasileiro e que poderia ser usada em
grande escala (LIMA et al., 2002).

Na literatura cientifica sdo encontrados diversos trabalhos utilizando a goiaba

buscando efeitos benéficos a saude humana (LUTTERODT, 1989; LOZOYA et al.,
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2002; QA'DAN et al., 2005; RAI et al., 2009). Entretanto, os trabalhos se baseiam nos
extratos obtidos, principalmente, de suas folhas e ndo de sua fruta, como proposto no
presente estudo. Além disso, diversas sdo as aplicacdes sugeridas para este extrato, mas

a prevencao do envelhecimento cutaneo ainda nao foi descrita.

2.6. O estudo de efeitos quimioprotetores na Cosmetologia

A quimioprevencao ainda ¢ um assunto recente para a Cosmetologia. Este termo
se refere a prevencao do fotoenvelhecimento e do cancer cutaneo através do uso de
substancias capazes de inibir ou reverter os processos de fotoenvelhecimento e
carcinogénese (ULIASZ e SPENCER, 2004).

Considerando que o uso de produtos cosméticos ou mesmo de cosmecéuticos
representa uma arma valiosa na preven¢do de diversas patologias, principalmente as
relacionadas a pele, prevenir efeitos deletérios ao DNA celular, principalmente de
linhagens como queratinocitos e fibroblastos, € uma forma de prevenir o surgimento dos
canceres cutaneos, patologia de incidéncia cada vez maior na populagdo. O uso
profilatico destes produtos também ¢ assunto recente, pois, de maneira geral, o
consumidor recorre a aplicagdo de cosméticos apds o surgimento das rugas e de outras
marcas produzidas pelo envelhecimento (ULIASZ e SPENCER, 2004).

Estes produtos ndo devem ter o objetivo de substituir o uso de filtros solares
mas, sim, de atuar de maneira sinérgica, oferecendo protecdo antifotocarcinogénica
adicional (BALIGA e KATIYAR, 2006).

A avaliagdo dos efeitos quimioprotetores pode ser realizada por metodologias in
vitro, 0 que ¢ uma vantagem no cendrio atual, onde alternativas para a substitui¢do dos
modelos animais em testes de eficacia e seguranga tém se tornado uma necessidade.

A diretiva da Comunidade Européia (93/95/EC) determinou que os produtos
cosméticos produzidos e comercializados nos paises membros ndo devem utilizar
animais para a realizagdo de ensaios toxicologicos (AUGUSTIN et al., 1996).
Entretanto, apesar dos esfor¢os da comunidade cientifica em reduzir e/ou substituir a
utilizacdo de animais de laboratorio na experimentacao bioldgica, diversos estudos
ainda utilizam animais em ensaios pré-clinicos (MARONA, 2003).

No Brasil, mais especificamente no Estado de Sdo Paulo, os testes com animais

para avaliacdo da eficacia e seguranca de produtos cosméticos foram proibidos. No dia



30

23 de janeiro de 2014 foi aprovado o projeto de Lei n® 777 que proibe o uso de animais
para qualquer tipo de ensaio com produtos cosméticos (DOSP, 2014).

Como alternativa para a experimentagdo em animais, ensaios com cultivo celular
tém sido propostos com o objetivo de predizer o potencial toxico de produtos quimicos
e formulagdes (VIRAVAIDYA et al., 2004; LIVNY et al., 2003; RABACHINI, 2007).
Dessa forma, os experimentos em cultura de células permitem o estudo do
comportamento celular em micro-ambiente controlado, utilizando células epiteliais
humanas nao-tumorais (BEDONI et al., 2007; HEISE et al., 2006). Cultura de células
primdrias (por exemplo, queratindcitos), explantes de pele, culturas de 6rgaos ou células
organotipicas tém sido utilizados nos ensaios pré-clinicos de produtos naturais
(BOTHAM et al., 1998; MEDINA et al., 2000; ABU-YOUSIF et al., 2008).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado a avaliagdo da seguranca de varios ativos
cosméticos usando diferentes linhagens celulares (CHIARI et al., 2012a) na tentativa de
contribuir para a Ciéncia Cosmética na busca incessante por metodologias alternativas

ao uso de animais.
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3. JUSTIFICATIVA

Um cosmético seguro e eficaz, produzido a base de uma fruta abundante no
Brasil poderia representar uma alternativa a populagdo de um produto de qualidade,
com efeitos de prevengdo de danos cutadneos e de melhoria das caracteristicas da pele
envelhecida cientificamente comprovados.

Estudos comprovam os efeitos benéficos que podem ser obtidos com o uso de
extratos vegetais, mas, apesar disto e da grande diversidade vegetal a disposicdo da
comunidade cientifica, ainda poucas espécies foram estudadas de maneira aprofundada
com o intuito de validar seu uso terapéutico.

Neste sentido, a goiaba que ¢ uma fruta utilizada no Brasil apenas para o
consumo humano in natura e para a producao de alimentos industrializados, pode
representar, com base em estudos descritos na literatura, uma fonte de beneficios a
populacdo, inclusive relacionados a prevencdo de alteragdes cutineas e do
envelhecimento precoce devido ao seu potencial antioxidante. Poderia significar, ainda,
aumento na renda de produtores devido ao maior valor agregado do produto,
sustentabilidade e valorizagdo da agricultura. Todos estes fatores impulsionaram a

realizagdo do presente estudo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos relacionados a eficacia e a

seguranc¢a de um fitocosmético contendo extrato de goiaba (Psidium guajava L.).

4.2. Objetivos especificos

Avaliar a seguranga do fitocosmético contendo extrato de Psidium guajava L.
por métodos:
A) in vitro:
- avaliacdo da citotoxicidade em células HepG2,
- avaliagdo da citotoxicidade em células HaCat,
- avaliagdo da citotoxicidade em células HDFa,
- avaliacdo da mutagenicidade génica (Teste de Ames) e cromossomica (Ensaio do
citoma),
B) in vivo:
- avaliagdo da irritagdo dérmica primaria,
- avaliagdo da irritagdo dérmica cumulativa,
- avaliacdo da comedogenicidade,
- avaliagdo da irritagdo ocular primaria
- analises histopatologicas de alteracdes teciduais promovidas pelo tratamento com o
extrato de Psidium guajava L.
Avaliar a eficacia do fitocosmético contendo extrato de Psidium guajava L. por
métodos:
A) in vitro:
- avaliagdo do potencial inibidor da enzima tirosinase,
- avaliagdo do potencial fotoprotetor,
- avaliagdo do potencial quimioprotetor em células HepG2, HaCat e HDFa,
- avaliagdo da atividade antimutagénica,
- avaliacdo da atividade antioxidante em comparacdo com a enzima superoxido

dismutase (SOD)
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- avaliagdo do potencial em estimular a sintese de colageno,
B) in vivo:
- por meio de analises histopatologicas de biopsias tratadas com o fitocosmético e com
peréxido de hidrogénio.
Avaliar de respostas celulares frente ao tratamento com o extrato de Psidium
guajava L.:
- por meio da analise da produgao da citocina TGF-B1 em células HepG2 e HaCat,
- por meio da analise do perfil de despolarizacdo de membrana mitocondrial, indicativo

de apoptose, em células HepG2, HaCat e HDFa.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Preparo do material vegetal

As goiabas da variedade Paluma foram cedidas pela Industria de Alimentos
Predilecta, de Sdo Lourengo do Turvo — SP. A exsicata de Psidium guajava L. foi
identificada e depositada na cole¢do “Herbario - Algas, Briofitas, Pteridofitas e
Angiospermas” da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho-UNESP
recebendo a identificagdo: Psidium guajava SIRP 31237.

No mesmo dia em que foram colhidas, as frutas foram lavadas em agua corrente,
submersas em solucao de hipoclorito de sédio a 0,2% durante 2 horas para desinfeccao
e, posteriormente, lavadas com 4gua destilada e secas. Apds 24 horas, foram fatiadas e
submetidas a temperatura de 60+2 °C em estufa de ar circulante, até que o peso se
mantivesse estavel.

O material seco foi triturado em moinho de facas. O pd resultante foi
classificado em tamises com abertura de malha de 0,59 mm, para assegurar que todo o
material vegetal apresentasse esta granulometria maxima, sendo considerado um po
moderadamente grosso (Figura 1) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O material foi acondicionado em embalagens de vidro, vedadas com plastico e

estocadas a -5+£2° C.
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Figura 1. Etapas de prepara¢do do material vegetal (CHIARI, 2011).

5.2. Preparo do extrato vegetal

A extracgdo foi efetuada através do método de percolagio (SIMOES et al., 2007).
Para extragdo com 50 gramas de fruta seca e pulverizada, foram utilizados 1500
mL de etanol 70 °GL, em fluxo continuo sob a amostra durante 96 horas. O
procedimento foi realizado a temperatura ambiente (2442 °C) e ao abrigo da luz (Figura

2).

Figura 2. Imagem do processo extrativo.
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Os extratos obtidos foram acondicionados em frascos ambar e estocados a 5 + 2
°C.

Para a reducdo do volume, os extratos foram submetidos a evaporador rotativo
(MA-120, Marconi), a temperatura maxima de 60° C e, em seguida, foram liofilizados
(Modulyo D Freeze Dryer, Thermo Scientific).

Ap6s liofilizagdo, foram mantidos em frascos de vidro ambar a 5 + 2° C

(CHIARI et al., 2012b).

5.3. Preparo da formulacio

A formulacdo contendo o extrato de Psidium guajava L., denominada
fitocosmético, foi preparada sendo pesadas, separadamente, a fase aquosa ¢ a fase
oleosa, com exce¢do do extrato de Psidium guajava L (Tabela 1). Em seguida, estas
fases da emulsdo foram submetidas a aquecimento em banho-Maria a 75 + 2° C. Ao
atingirem esta temperatura, a fase aquosa foi vertida sobre a oleosa e o sistema foi
mantido sob agitacdo até o resfriamento. Neste momento, o valor de pH da formulagado
foi ajustado para 6,5 = 0,5.

Separadamente, o extrato foi solubilizado em parte da agua utilizada na
manipulacdo da formulacdo e, também, neutralizado (6,5 = 0,5), uma vez que apresenta

pH em torno de 4,0. A solugdo do extrato foi, entdo, incorporada a formulagdo.
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Matéria prima INCI name* Funcao Composicao percentual
(m/m)
Alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE Ceteareth - 20 tensoativo nao-ionico 1,00
Alcool cetilico Cetyl alcohol agente de consisténcia 4,00
Monoestearato de glicerila Glyceryl stearate agente de consisténcia 1,40
Adipato de diisopropila Diisopropyl adipate Emoliente 1,30
Estearato de octila Ethylhexyl stearate Emoliente 0,80
Oleo mineral Mineral oil Emoliente 1,00
BHT BHT Antioxidante 0,02
Metilparabeno Methylparaben conservante microbiano 0,20
Propilparabeno Propylparaben conservante microbiano 0,18
EDTA dissédico Dissodium EDTA Sequestrante 0,02
Propilenoglicol Propylene Glycol umectante e solubilizante 3,00
Carbopol® 940 (Dispersao a 2%) Carbomer espessante hidrofilico 7,00
Agua deioinizada Aqua q.s.p. 100,00
Trietanolamina q.s.p. Trietanolamine Neutralizante q.s. pH 6,00
Psidium guajava L. extract ativo cosmético 5,00

Extrato de Psidium guajava L.

* International Nomenclature of Cosmetic Ingredients
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Durante este trabalho, em alguns momentos, foi importante avaliar se os efeitos
estudados ndo eram promovidos pela propria formulagdo (excipiente) e ndo pelo extrato
de Psidium guajava L. Por este motivo, o creme base, caracterizado pela formulagdo

descrita acima, sem a adi¢ao do extrato, também foi preparado.

Neste trabalho, os efeitos promovidos pelo extrato de Psidium guajava L. e da
formulagdo que o contém foram avaliados por meio de diversas metodologias. Para
tornar clara a apresentacdo deste estudo, as metodologias foram divididas em estudos de
seguranga e eficacia, além da avaliacdo das respostas celulares promovidas pelo extrato.
Foram denominados estudos de seguranca quando o resultado observado foi capaz de
informar o quanto seguro ¢ este extrato e o cosmético obtido pela sua adicao e, estudos
de eficidcia, quando o resultado observado poderia significar efeitos benéficos

promovidos pelo extrato.

5.4. Estudos de seguranca

5.4.1. Estudos de seguranca in vitro

5.4.1.1. Avaliacio da citotoxicidade

A avaliagdo da promogdo de toxicidade celular pelo extrato de Psidium guajava
L. foi avaliada em trés diferentes linhagens celulares: HepG2, HaCat e HDFa.

As células HepG2 sao células de hepatoma humano, metabolicamente ativas,
amplamente empregadas em diferentes estudos, por serem capazes de simular a fungao
hepéatica de um organismo in vitro. Foram escolhidas para este estudo pois pesquisas
recentes demonstraram que o figado ¢ um alvo frequente de produtos cosméticos
quando atingem a corrente sanguinea (VINKEN et al., 2012) e, desta forma, sdo um
modelo importante para avaliar a seguranca de produtos cosméticos (CHIARI et al.,
2012a).

As células HaCat sdo uma linhagem de queratindcitos humanos imortalizados,
que mantém a capacidade de diferenciagdao epidérmica (BOUKAMP et al., 1988). Os
queratinocitos sao muito empregados para o estudo de produtos cosméticos, uma vez

que representam um tipo celular que estd em abundancia na camada mais externa da
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pele, a epiderme, e que, portanto, ¢ mantida em contato com substancias ativas capazes
de permear o estrato corneo (SHELLEY e ARTHUR, 1958).

Os fibroblastos (Human Dermal Fibroblasts - HDFa) foram empregados pois
sao o tipo celular mais abundante na derme humana e, sabendo-se que o extrato contido
na formula¢do cosmética ¢ capaz de penetrar até esta camada da pele, ¢ importante
conhecer quais os resultados do contato entre esta linhagem celular e o extrato de
Psidium guajava L. (CHIARI, 2011).

Foi utilizado o método do MTT, que tem como principio a determinagdo da
habilidade de células vivas em reduzirem 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide (MTT), formando cristais insoliiveis de formazana, de coloragdo
violeta (MOSMANN, 1983).

Para isto, as diferentes linhagens celulares foram cultivadas em meio de cultura
Minimum Essential Media (MEM), no caso da HaCat e HepG2, e Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM), no caso da HDFa, ambos suplementados com 10% de soro
fetal bovino e antibidticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL). As
culturas foram mantidas a 37+2° C em atmosfera de 5% de CO,. As células com
confluéncia de 80 a 90% apos a 3 passagem foram tripsinizadas, centrifugadas a 1200
rpm por 3 minutos e, entdo, semeadas em placas de 96 pocos. Para a neutralizagdo da
tripsina, foi utilizado o meio de cultura com soro fetal bovino. A densidade celular para
os ensaios de citotoxicidade (MTT) foi de 1 x 10° células/mL. As placas foram
incubadas por 24 horas para adesdo completa das células as placas de 96 pocos.

Em seguida, as células foram tratadas com 100 pL de controle positivo
(dimetilsulféxido a 10%), controle negativo (meio de cultura sem soro fetal bovino) e
diferentes concentragdes do extrato (solubilizado em meio sem soro, neutralizado ou
ndo neutralizado), durante 24 horas.

Apds o tratamento, o meio de cultura foi removido, as placas foram lavadas
delicadamente com Phosphate Buffer Saline (PBS) (BRUGGISSER et al., 2002) e 100
pL de MTT (1 mg/mL em PBS) foram adicionados em cada pogo. As células na
microplaca foram incubadas a 37+2° C, ao abrigo da luz, até a observagdo da presenca
dos cristais violeta de formazana (3 a 5 horas). Este procedimento pode ser visualizado

no esquema da Figura 3.
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Figura 3. Procedimento para avaliagdo da citotoxicidade do extrato de P. guajava

(CHIARI, 2011).

Para a solubilizagdo dos cristais de formazana, 100 pL de alcool isopropilico
absoluto foram adicionados a cada pogo e a leitura espectrofotométrica da absorbancia,
em comprimento de onda de 595 nm, foi realizada, em leitor de placas.

A porcentagem de células mortas foi calculada em relacdo ao controle negativo,
representando a citotoxicidade de cada tratamento, segundo proposto por ZHANG et al.
(2004) e, em seguida, foi determinada também a porcentagem de células vivas. Para as
diferentes linhagens foi calculado o ICs. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados

em, no minimo, 3 experimentos independentes.

5.4.1.2. Avaliacio do potencial mutagénico

5.4.1.2.1. Em cepas de Salmonella typhimurium

Este ensaio foi desenvolvido no Laboratério de Mutagenicidade do
Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara, UNESP.

Foram avaliados os efeitos mutagénicos do extrato de Psidium guajava L. nas
cepas TA97a, TA98, TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium, primariamente
recomendadas para testes padroes de mutagenicidade. Sdo utilizadas quatro cepas

diferentes, pois cada uma delas sofreu um tipo diferente de mutacdo no operon de

Brunaw Galdorfini Chiowt Andréo-




44

histidina, oferecendo resultados mais completos ao pesquisador (MARON e AMES,
1983).

O ensaio foi realizado como descrito por MARON e AMES (1983), utilizando
apenas o extrato de Psidium guajava L. como tratamento e, também, utilizando o
sistema de ativagdo metabolica S9. A utilizacdo do sistema de ativagao metabolica S9,
um homogenato de figado de ratos ¢ conveniente pois muitas substancias so sdo capazes
de se ligar covalentemente ao DNA celular, causando uma mutacdo, apds ativagdo
metabolica (HAKURA et al., 1999).

Inicialmente, o indculo de cada uma das cepas utilizadas foi preparado. Para isto,
com uma alg¢a de inoculacdo, 10 mL do caldo nutriente Oxoid n°® 2 foram semeados a
partir de culturas estoques de cada uma das quatro cepas mantidas em freezer -80° C.
Em seguida, os in6culos foram incubados em shaker a 37° C por 14 horas e 160 rpm.

Ap6s este periodo, solugdes do extrato de Psidium guajava L. foram preparadas.
O extrato foi avaliado no teste de Ames em cinco diferentes concentragdes, sendo que a
concentragdo maxima foi correspondente a maxima concentracao do extrato solivel em
agua (1,253 g/mL). Esta concentracdo inicial do extrato foi reduzida apenas quando foi
verificada toxicidade do extrato as cepas de bactérias, o que foi avaliado previamente a
realizag¢do dos estudos de mutagenicidade propriamente ditos.

Além do tratamento com extrato, foram preparadas placas de controle negativo,
utilizando 4gua destilada estéril, ou seja, o veiculo; controle de reverténcia espontanea,
para verificacdo da taxa de reverténcia das bactérias e placas de controle positivo,
contendo mutageno, como mostrado no Quadro 1, para verificacdo da reversao da

dependéncia a histidina.

Quadro 1. Substincias mutagénicas utilizadas como controle positivo (MARON e

AMES, 1983).

Cepas Sem fracao S9 Com fracao S9
Mutageno Concentracao Mutageno Concentracao
(mg/mL) (mg/mL)
TA 97a Nitrofenildiamino 0,2 2-antramina 0,03
TA 98 Nitrofenildiamino 0,2 2-antramina 0,03
TA 100 Azida sodica 0,5 2-antramina 0,03
TA 102 Mitomicina-C 0,01 Aminofluoreno 0,2
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Estes tratamentos foram realizados em placas de Petri contendo dgar minimo
glicosado, previamente solidificado; porém, as bactérias foram submetidas a pre-
incubagdo, antes de serem semeadas sobre as placas. Os tratamentos utilizados foram

preparados em tubos de ensaio estéreis e estdo descritos no Quadro 2.
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Quadro 2. Esquemas dos tratamentos do ensaio de mutagenicidade submetidos a pré-incubagao

CPp CN CRE T1
Tampaio fosfato 500 pL 500 uL 500 uL 500 uL
Inéculo 100 uL 100 uL 100 pL 100 pL
TA 97a Tratamento 50 pL de mutdgeno 200 pL de dgua destilada - 3,19 mg de extrato
T2 T3 T4 T5
Tampao fosfato 500 pL 500 uL 500 uL 500 uL
Inéculo 100 uL 100 uL 100 pL 100 pL
Tratamento 6,38 mg de extrato 12,76 mg de extrato 25,52 mg de extrato 51,04 mg de extrato
CP CN CRE T1
Tampao fosfato 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
Inéculo 100 uL 100 uL 100 pL 100 pL
TA 98 Tratamento 50 uL de mutageno 200 pL de agua destilada - 15,66 mg de extrato
T2 T3 T4 TS5
Tampao fosfato 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
Inéculo 100 uL 100 uL 100 pL 100 pL
Tratamento 31,325 mg de extrato 62,65 mg de extrato 125,3 mg de extrato  250,6 mg de extrato
CP CN CRE T1
Tampao fosfato 500 pL 500 uL 500 uL 500 uL
Inéculo 100 uL 100 pL 100 uL 100 uL
TA 100 Tratamento 50 pL de mutdgeno 200 pL de agua destilada - 15,66 mg de extrato
T2 T3 T4 T5
Tampao fosfato 500 pL 500 uL 500 uL 500 uL
Inéculo 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL
Tratamento 31,325 mg de extrato 62,65 mg de extrato 125,3 mg de extrato  250,6 mg de extrato
CP CN CRE T1
Tampao fosfato 500 uL 500 pL 500 puL 500 uL
Inéculo 100 uL 100 pL 100 uL 100 uL
TA 102 Tratamento 50 uL de mutadgeno 200 pL de dgua destilada - 3,19 mg de extrato
T2 T3 T4 TS
Tampao fosfato 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
Inéculo 100 puL 100 uL 100 pL 100 pL
Tratamento 6,38 mg de extrato 12,76 mg de extrato 25,52 mg de extrato 51,04 mg de extrato

CP: Controle positivo
CN: Controle negativo
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ApOs pré-incubacao, por 20 minutos, a 37+2° C, a cada tubo de ensaio foram
adicionados 2 mL de top agar (suplementado com tracos de histidina e biotina), com
rapida agitacdo em vortex e o conteudo vertido sobre as placas de agar minimo
glicosado.

Quando o top agar solidificou, as placas foram incubadas invertidas, por 48
horas, a 374£2° C. Em seguida, o numero de coldnias revertentes foi quantificado
manualmente, com auxilio de contador de coldnias.

Um esquema simplificado do teste de Ames pode ser observado na Figura 4.

Controle - > Substancia Controle +

j em analise
Vi

Possiveis
resultados
Colénias revertentes Colénias revertentes
Substancias - : -t - Substancias
nao-mutagénicas S . mutagénicas
Coldénias revertentes Coldnias revertentes

Figura 4. Esquema simplificado do teste de Ames (Modificado de:

http://www.prc.cnrs-gif. fr/spip.php?rubrique98 &lang=fr).

Como foi dito anteriormente, este ensaio também foi realizado utilizando a
fragdo microssomal S9. Neste caso, no lugar dos 500 puL de tampao fosfato adicionados
ao tubo de ensaio para o preparo dos tratamentos, foram adicionados 500 uL de solugao
da fragdo S9.

A solucao da fragdo microssomal S9 (sistema de ativagdo metabolica) foi
preparada em banho de gelo e apresenta a composicao: 4% de fracdo S9, 1% de cloreto
de magnésio (0,4 M), 1% de cloreto de potassio (1,65 M), 0,5% de glicose-6-fosfato (1
M), 4% de b-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (0,1 M), 50% de tampao
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fosfato pH 7,4 (0,2 M) e 39,5% de agua destilada estéril. Esta solu¢do foi preparada

extemporaneamente.

5.4.1.2.2. Em células humanas HepG2

A avaliagdo do potencial mutagénico do extrato de Psidium guajava L. foi
realizada por meio do Ensaio do Citoma (Cytokinesis-block micronucleus cytome assay)
descrito por FENECH, em 2007.

Foram utilizadas células HepG2 (5,0 x 10° células), mantidas em garrafas de
cultivo por 24 horas (5% de CO, a 37+2° C). Apos este periodo, o meio de cultura
contido nas garrafas foi removido e as células receberam os seguintes tratamentos,

conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Tratamentos para as células HepG2 utilizados no ensaio do citoma

CN CP T1 T2 T3
5 mL de meio de 5 mL de cloridrato de 5 mL de solugdo de 5 mL de solugdo de 5 mL de solugdo de
cultura completo doxorrubicina a 0,03 extrato de Psidium extrato de Psidium extrato de Psidium
pg/mL em meio de guajava L. a 5,0 mg/mL  guajava L.a7,5mg/mL  guajava L. a 15 mg/mL
cultura completo em meio de cultura em meio de cultura em meio de cultura
completo completo completo

CN: Controle negativo

CP: Controle positivo

T: tratamento

Meio de cultura completo: contendo 10% de soro fetal bovino.

Os tratamentos foram mantidos por mais 20 horas e, durante este periodo, as
células em cultura foram incubadas em estufa de CO, (5%) a 37£2° C.

Em seguida, o tratamento foi removido das garrafas de cultura e foi realizado um
procedimento de lavagem utilizando 5 mL de PBS (Phosphate Buffer Saline) a 37+2° C.
Depois, em todas as culturas celulares foram adicionados 5 mL de meio de cultura
completo e 50 puL de solugdo de citocalasina B, para que a concentracdo final, no meio
de cultura, fosse de 3 pg/mL de citocalasina B.

A seguir, as culturas foram incubadas por mais 28 horas e, apds este periodo de
tratamento, os procedimentos seguintes foram realizados em ambiente nao estéril.

O meio de cultura contido nas garrafas de cultura foi removido e acondicionado

em tubos de centrifuga devidamente identificados. Cada garrafa de cultura foi lavada
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por duas vezes com PBS, sendo o residuo da primeira lavagem dispensado no tubo de
centrifuga e o da segunda lavagem descartado.

As células foram removidas das garrafas de cultura com o uso de 0,5 mL de
tripsina a 0,1%, apds incubagdo por 5 minutos a 37+2° C e adicionadas ao respectivo
tubo de centrifuga.

As suspensoes celulares obtidas nos tubos de centrifuga foram centrifugadas a
1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, mantendo apenas 0,5 mL para
realizar a agitagdo e promover a desagregacdao do precipitado de células. A cada tubo,
foram adicionadas 5 mL de solucdo de citrato de sodio (0,01%) a 5+2° C e a suspensdo
celular foi homogeneizada com o auxilio de pipeta Pasteur por 5 minutos.
Posteriormente, a cada tubo de centrifuga foram adicionados 20 pL de formol.

Novamente, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, restando apenas 0,5 mL no tubo para permitir a
desagregagdo do precipitado. Em seguida, 5 mL da solugdo fixadora composta por
metanol: 4&cido acético (3:1) foram adicionados e a suspensdo celular foi
homogeneizada. Foi realizada centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o procedimento foi repetido.

Entdo, o sobrenadante foi novamente descartado; porém. 0,5 mL foram
preservados. A suspensdo celular foi homogeneizada e, em seguida, foi realizada a
confeccao das laminas.

Para cada tubo de centrifuga, referente a uma garrafa de cultura que recebeu
tratamento, foram confeccionadas trés laminas. As laminas de microscopia foram
previamente lavadas e mantidas em dagua destilada a temperatura de 5+2° C. No
momento do uso, um filme d’agua foi mantido sobre as ldminas e rapidamente foram
adicionados 50 pL da suspensao celular.

As laminas foram armazenadas a temperatura ambiente até secagem.

No momento da leitura, as laminas foram coradas com 2 mL de solugdo de
acridina laranja a 40 pg/mL por 2 minutos, seguidas de lavagem em é4gua corrente.
Sobre as laminas coradas foram dispostas laminulas de microscopia e a analise foi
realizada em microscépio de fluorescéncia.

Para cada tratamento foram analisadas 500 células, determinando a frequéncia
de células mononucleadas, binucleadas e trinucleadas. Além disso, foram visualizadas

1000 células binucleadas, sendo determinada a frequéncia de micronucleos, pontes
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nucleoplasmaticas e brotamentos nucleares, segundo FENECH (2007), conforme

mostrado na Figura 5.

Figura 5. Fotomicrografias de células binucleadas apresentando 1 micronucleo (a), 2
micronucleos (b), brotamentos nucleares (¢) e pontes nucleoplasmaticas (d) (Modificado

de: NEFIC e HANDZIC, 2013).

Na Figura 5, as estruturas estdo apresentadas através da coloragdo de Giemsa.
Na coloragdo com acridina laranja, utilizada neste estudo, a visualizagdo ocorre através

de fluorescéncia, como mostrado na Figura 6.
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Figura 6. Visualizacdo de micronucleos através da coloragdo acridina laranja (Fonte:

http://www.hdbiosciences.com/invt.html).
5.4.1.2.3. Em células humanas HaCat
O mesmo procedimento descrito por FENECH, em 2007, foi repetido para a
avaliacdo do potencial mutagénico do extrato de Psidium guajava L. em células HaCat,

queratindcitos humanos imortalizados.

5.4.2. Estudos de seguranca in vivo

Este estudo, aprovado com parecer n° 17/2012 do Comité de Etica em Uso de
Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP (ANEXO 1), foi realizado
em 6 coelhos machos, albinos, da linhagem Grupo genético Botucatu (Norfolk), com
aproximadamente 90 dias e peso entre 2 a 3 kg.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais no biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - UNESP. Para a alimentagdo, foi oferecida agua potavel e

ragao ad libitum.

5.4.2.1 Avaliacio da irritacio dérmica primaria

O ensaio foi realizado conforme preconizado pelo Guia para Avaliagdo de

Seguranca de Produtos Cosméticos da ANVISA (ANVISA, 2003; ANVISA, 2012).
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Um dia antes das analises, foi realizada a tricotomia do dorso dos animais, de
maneira cuidadosa, para a manutencdo da pele integra.

O tratamento consistiu da aplicagdo Unica, de 1 grama do produto, testado no
dorso de coelhos, em uma area de 6 cm” de pele e coberta com uma gaze afixada com
fita adesiva nao-irritante. Este patch oclusivo foi mantido por 4 horas e, apds esse
periodo, o produto foi retirado com agua destilada. Apos 24 e 72 horas da aplicagdo, foi
realizada a graduacao das lesdes (eritema e edema), seguindo a escala de Draize.

De acordo com esta escala, para a avaliacdo de eritema ¢ utilizada a seguinte
graduacao:

- Grau 1: eritema muito leve;
- Grau 2: eritema bem definido;
- Grau 3: eritema de moderado a severo;

- Grau 4: eritema severo com ligeira formagao de escara (DRAIZE et al., 1944).

Para a avaliacdo de edema ¢ utilizada a graduacao:
- Grau 1: edema muito leve;
- Grau 2: edema leve (borda da area bem definida por elevagdo definitiva);
- Grau 3: edema moderado (area elevada aproximadamente 1 mm);
- Grau 4: edema severo (elevacdo maior que 1 mm e extensdo além da éarea de
exposi¢ao).

As andlises foram realizadas por dois pesquisadores diferentes, de maneira
independente, para que, posteriormente, fosse calculada a média e o desvio padrao dos
escores dos pesquisadores, segundo BRIET et al. (2009).

Cada animal foi utilizado como grupo tratado, controle e branco; ou seja, o dorso
dos animais foi dividido em partes: sem tratamento, o branco; emulsdo sem extrato, o
controle e emulsdo com extrato (tratamento com o fitocosmético). Também foi
realizado o tratamento com a emulsdo contendo 5% de peroxido de hidrogénio
(tratamento indutor de danos) e tratamento alternado entre a emulsdo contendo 5% de

peroxido de hidrogénio e o fitocosmético (Figura 7).
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Dorso tricotomizado

Tratado: Sem
Fitocosmético tratamento
Controle:
Emulsio
Emuls3e cotm Perbxido/
perdxido Fitocosmético

Figura 7. Esquema de tratamento dos animais para avaliagdo da irritacdo dérmica

(Figura do autor).

O acesso do animal a gaze e a ingestdo do tratamento foi evitado, uma vez que o

patch foi colocado no dorso superior do animal e foram utilizados colares Elizabetanos.

5.4.2.2. Avaliacio da irritacdo dérmica cumulativa

Os animais foram tratados da mesma maneira como descrito para a avaliaciao da
irritagdo dérmica primaria; entretanto, a aplicagdo do tratamento foi realizada durante 14
dias consecutivos, sendo realizadas observagdes durante e apds as aplicagdes, para

verificacdo de possivel formacao de edema e eritema nos locais da aplicagao.

5.4.2.3. Avalia¢ao do potencial comedogénico

A metodologia foi realizada de acordo com o ensaio preconizado pelo Guia para
Avaliagdo de Seguranga de Produtos Cosméticos da ANVISA (ANVISA, 2003;
ANVISA, 2012).

Foram efetuadas 15 aplicacdes (trés semanas com cinco aplicagdes cada) de 1,0
g do fitocosmético na parte interna da orelha. Em trés coelhos, na orelha direita foi
aplicado o fitoscomético e a orelha esquerda foi utilizada como controle (Figura 8). Em
outros trés coelhos, na orelha direita foi aplicada a emulsdo sem extrato (creme base) e a

orelha esquerda foi utilizada como controle, como sugerido por MORRIS ¢ KWAN

Brunaw Galdorfini Chiowt Andréo-




54

(1983). Foram realizadas leituras diarias e 24 horas apos a ultima aplicacdo, sendo

avaliada a formagao de eritema, edema e presenca ou auséncia de comeddes.

Ox

Tratamento:

Fitocostmeatico .\\.“ D Sem tratamento

Figura 8. Esquema de tratamento dos animais para avaliagdo da comedogenicidade

(Figura do autor).

Os resultados foram descritos como uma escala de 0 a 5. Grau 0 significa que
ndo houve aumento na queratose folicular; graus 1 a 2, significam o aumento visivel de
queratose (hiperqueratose); graus 3 a 4, significam o desenvolvimento de comeddes e
grau 5, significa a presenca de comeddes severos, conforme preconizado por FULTON

et al. (1984).
5.4.2.4. Avaliacio da irritacio ocular primaria

A metodologia foi realizada de acordo com o ensaio preconizado pelo Guia para
Avaliacdo de Seguranga de Produtos Cosméticos da ANVISA (ANVISA, 2003;
ANVISA, 2012).

Foi realizada uma aplicagdo tnica do produto, no saco conjuntival de coelhos, de
100 mg da amostra. A evolucao das possiveis lesdes foi observada em 24, 48, 72 horas e
7 dias apds a instilagdo. Foram graduadas as alteracdes de conjuntiva (secregdo,
hiperemia e quemose), iris (irite) e cornea (densidade e area de opacidade) de acordo
com a escala de DRAIZE et al. (1944).

Em 3 animais, foi aplicado o fitocosmético no olho direito e o olho esquerdo foi

mantido sem tratamento (controle). Em outros trés animais foi aplicada a emulsdo sem
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extrato (creme base) no olho direito e o olho esquerdo foi mantido sem tratamento

(controle), conforme preconizado por SUGAI et al. (1990).

5.4.2.5. Analises histopatologicas

Para as analises histopatologicas, foram obtidas bidpsias das areas tratadas
através de procedimento cirurgico realizado pela veterinaria Jaqueline Ferreira Santos,
cujo protocolo foi aprovado pelo CEUA (ANEXO I). Durante o procedimento, os
animais foram anestesiados com Zoletil® 50 e, antes e apds o procedimento, receberam
Shotapen® L.A. para prevencio de infecgdes.

As bidpsias foram acondicionadas em pequenos envelopes de papel manteiga,
colocadas dentro de cassetes histologicos e mantidas em paraformaldeido por 24 horas,

como mostrado na Figura 9.

Figura 9. Bidpsia da pele dos animais sendo envolta em papel manteiga (a esquerda) e

acondicionada em cassetes histoldgicos identificados (a direita).

Em seguida, os cassetes contendo as bidpsias foram lavados em agua corrente
por 5 horas e imersos em etanol 70 °GL, até o processamento. Antes do processamento,
as folhas de papel manteiga que envolviam as biopsias foram removidas e o excesso de
pelos sobre o tecido foi cuidadosamente removido para ndo lesar a pele, com o auxilio
de uma lamina.

Durante o processamento, o material foi submetido a diafanizag¢do (Figura 10),

sendo submerso em diferentes solventes, de acordo com o Quadro 3.
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Quadro 3. Procedimento de diafanizagao

Etapa Solvente para imersao Tempo de imersao
1 etanol 90 °GL 30 minutos
2 etanol absoluto 30 minutos
3 etanol absoluto 30 minutos
4 etanol absoluto 30 minutos
5 etanol absoluto 30 minutos
6 etanol absoluto 30 minutos
7 etanol absoluto 30 minutos
8 etanol:xilol (1:1) 30 minutos
9 xilol 30 minutos
10 xilol 30 minutos

Figura 10. Bateria de diafanizacdo dos cortes histologicos.

Apos a diafanizagdo, os cassetes foram secos em papel absorvente e conservados
em parafina a 62° C overnight.

Finalmente, o material foi submetido a inclusdo em parafina.

Os cassetes foram transferidos para a regido com parafina a 62+2° C da inclusora
(Histo Embedder-Leica). Nos moldes para os blocos de histologia, foi adicionada uma
pequena porcao de parafina. Em seguida, as biopsias foram posicionadas de maneira a
possibilitar, posteriormente, a obten¢do de cortes transversais € o volume do molde foi
preenchido com parafina. Uma lateral dos cassetes histologicos foi utilizada como
“fechamento” do bloco, para identificar a biopsia.

Ap0s total solidificacdo da parafina, os blocos foram removidos dos moldes.
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Para a preparagao das laminas histologicas, foram realizados cortes semi-
seriados de 5 pm de espessura. De cada biopsia foram obtidas 10 laminas, contendo 4
cortes cada, como mostrado na Figura 11, sendo 5 ldminas obtidas logo apds o desgaste
do bloco e mais 5 laminas ap6s descartar 100 um do tecido. Os cortes foram preparados

em micrétomo American Optical.

Figura 11. Preparagdo das laminas, com quatro cortes histologicos.

Os cortes obtidos foram submersos em solucao de etanol a 10%, em temperatura
ambiente, aproximadamente 24+2 °C e, em seguida, ja dispostos nas laminas, foram
transferidos para um banho de agua a 45+2° C, para a adesao dos cortes a lamina.

Os cortes histologicos foram corados com eematoxilina-eosina e, em seguida,
uma laminula foi colocada sobre os cortes e fixada com o uso de Permount.

As etapas de coloragdo das laminas estdo descritas no Quadro 4.
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Quadro 4. Etapas de coloragao das laminas com hematoxilina-eosina

Etapa Solvente para imersao Tempo de imersao

1 Xilol 3 a 5 minutos

2 Xilol 3 a 5 minutos

3 Etanol/Xilol 3 a 5 minutos

4 Etanol Absoluto 3 a 5 minutos

5 Etanol 90 °GL 3 a 5 minutos

6 Etanol 70 °GL 3 a 5 minutos

7 Agua destilada 3 a 5 minutos

8 Hematoxilina 1 minuto e 30 segundos
9 Agua corrente 5 a 7 minutos

10 Eosina 10 segundos

11 Agua corrente 3 segundos

12 Etanol 95 °GL 4 minutos

13 Etanol Absoluto 4 minutos

14 Etanol Absoluto 4 minutos

15 Etanol /Xilol 3 a 5 minutos
16 Xilol 3 a 5 minutos
17 Xilol 3 a 5 minutos

Os cortes histologicos foram avaliados em microscopio Olympus BX51
acoplado a camera CAMEDIA C-5060 para a captura das imagens.

Foram confeccionadas duas laminas por animal, sendo que as fotomicrografias
foram capturadas em aumento de 200 vezes, em trés regides de dois dos quatro cortes
histologicos presentes em cada lamina, totalizando a analise de 12 fotomicrografias por

animal, como mostra a Figura 12.
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Identificacio
da lamina

[ 31— Corte histologico

]
m Legenda:
p Areas analisadas

Figura 12. Representacdo das areas analisadas em cada lamina histologica obtida apds a

captura das imagens (Figura do autor).

A andlise quantitativa das fotomicrografias (estereometria) foi realizada com o
auxilio do software ImagelJ, posicionando sobre as mesmas uma régua quadriculada de
100 pontos de intersec¢do, como mostrado na Figura 13, logo abaixo da epiderme.
Estruturas como células inflamatérias, fibroblastos (identificados como células
fusiformes ou estreladas, de ntcleo ovdide ou alongado), fibras coldgenas e espacgos
vazios, foram quantificadas nos pontos de intersec¢do da régua, coincidentes sobre as
estruturas histologicas.

Também foram quantificadas estruturas que ndo interessavam para esta
contagem, como pontos de intersec¢do da régua que encontravam a epiderme, vasos
sanguineos, foliculos pilosos e glandulas sebaceas. Estes pontos foram descontados da

contagem para que ndo interferissem na porcentagem final das estruturas estudadas.

Figura 13. Régua quadriculada utilizada sobre as fotomicrografias para a quantificacao

das diferentes estruturas.
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5.5. Estudos de eficacia

5.5.1. Estudos de eficacia in vitro

5.5.1.1. Avaliacao do potencial inibidor da enzima tirosinase

A metodologia empregada foi previamente descrita por KHAZAELI et al., em
2009. E baseada em uma reagio colorimétrica da dihidroxifenilalanina (DOPA) com a
enzima tirosinase, promovendo a formagao de dopaquinona, que pode ser quantificada a
492 nm.

Para a reagdo, foram utilizadas diferentes concentragdes do extrato de Psidium
guajava L. solubilizadas em tampao fosfato (pH 6,8), sendo obtido o volume final de 80
uL. A solugdo de extrato, foram adicionados 45 pL de DOPA (4,5 mM) e 25 uL de
tirosinase (80 unidades/mL).

Apds 4, 6, 8, 10, 12, 15 e 20 minutos de reagdo, a absorbancia foi determinada a
492 nm, em leitor de placas.

Além de determinar a absorbancia das reagdes, entre as diferentes concentragdes
do extrato, DOPA e a enzima tirosinase, foi determinada, também, a absorbancia das
solucdes de extrato adicionadas de DOPA mas, sem a enzima tirosinase, para que a
absorbancia promovida pela coloracdo do extrato fosse desconsiderada.

O mesmo experimento foi realizado com uma substincia reconhecidamente
inibidora da enzima tirosinase, o acido ascorbico.

O experimento foi realizado em triplicata.

5.5.1.2. Avaliacao do potencial fotoprotetor

Inicialmente foi determinado o perfil espectrofotométrico de absor¢dao do
extrato, de acordo com o descrito por VIOLANTE et al. (2009). O extrato de Psidium
guajava L. foi solubilizado em etanol:dgua (9:1) nas concentragdes de 1,25; 2,5; 5,0 e
10 mg/mL para a varredura espectrofotométrica entre os comprimentos de onda de 260
a 400 nm, para verificar a absor¢do maxima nas regides ultravioleta A e B,
considerando que filtros solares UVB absorvem entre 290 a 320 nm e filtros UVA entre
320 a 400 nm (SCHAUDER e IPPEN, 1997; AIKENS, 2006).
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Em seguida, o fator de protecao solar (FPS) foi determinado por meio de duas
metodologias in vitro: o método descrito por MANSUR et al. (1986), utilizando
espectrofotometria classica e utilizando o equipamento Optometrics SPF-290S, que
emprega espectrofotometria de reflectancia.

Foi realizada a determinagdo do fator de protecdo solar (FPS) do creme base
(CB), do fitocosmético (F), do creme base adicionado de filtro solar sintético
(metoxicinamato de octila a 7,5%) (FS) e do creme base adicionado de filtro solar
sintético e do extrato de Psidium guajava L. (FFS).

A metodologia de determinagdo do FPS pelo método MANSUR et al. (1986) ¢
simples e se baseia na preparacdo de uma solucdo com solvente apropriado para a
formulagdo com concentracdo conhecida. Sendo assim, foram preparadas solugdes a 0,2
uL/mL das emulsdes em etanol e a absorbancia das solu¢des foi medida em
comprimentos de onda definidos (290, 295, 300, 305, 310, 315 e 320 nm). Através da
formula matematica desenvolvida por MANSUR et al. (1986), foi possivel relacionar os
valores de absorbancia com o FPS da amostra. Os ensaios foram repetidos por nove
vezes.

Para a determina¢do do fator de protecdo solar (FPS) utilizando o equipamento
Optometrics SPF-290S, as instru¢des do fabricante foram seguidas. Para isto, 110 mg de
formulagdo foram aplicados sobre a fita Transpore” para se obter um filme da amostra
de 2 pL/cm®. Em seguida, a amostra foi exposta & lampada de Xen6nio, em uma faixa
de comprimento de onda de 290 a 400 nm, possibilitando a determinag¢do do fator de
protecao solar pelo software (KALE et al.,, 2010; DURASAIMY et al., 2011). As

leituras foram repetidas por seis vezes.

5.5.1.3. Avaliacio do potencial quimioprotetor

O efeito protetor do extrato de Psidium guajava L. contra dano oxidativo,
induzido por perdxido de hidrogénio, foi investigado em células HepG2, HaCat e
HDFa. Para isto, mais uma vez, o corante vital MTT foi empregado (YANG et al.,
1999; KANNO et al., 2003; BENEDI et al., 2004).

A inducdo de danos foi realizada tratando as células com peroxido de
hidrogénio. Sendo assim, inicialmente, a concentragcdo de perdxido de hidrogénio capaz

de reduzir a viabilidade celular para 50% (ICsy) foi determinada com cada linhagem
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celular. Isto foi realizado utilizando a mesma metodologia descrita para a avaliacdo da
citotoxicidade, utilizando o corante MTT.

Em seguida, a mesma metodologia descrita para a avaliagdo da citotoxicidade
foi repetida; entretanto, o tratamento consistiu na concentragao do ICsy de peroxido de
hidrogénio adicionada a diferentes concentra¢des do extrato de Psidium guajava L.;
porém, esta condi¢cdo de tratamento foi realizada de duas diferentes maneiras: utilizando
pré-tratamento e utilizando co-tratamento. O pré-tratamento consistiu no tratamento das
células com diferentes concentragdes do extrato de Psidium guajava L. e, apos 24 horas,
este tratamento foi removido e substituido pela solucdo de peroxido de hidrogénio na
concentragdo do ICso. O co-tratamento, por sua vez, consistiu em um tratamento
simultaineo com diversas concentragcdes do extrato de Psidium guajava L. e a
concentragdo do ICsg para o peroxido de hidrogénio.

Também foi utilizado um tratamento com o meio de cultura (controle negativo)
e apenas com o peroxido de hidrogénio (controle positivo).

A protecdo celular promovida pelo extrato pode ser avaliada por meio da
comparagao da porcentagem de células viaveis verificada no controle positivo com a

porcentagem de células viaveis dos diferentes tratamentos.

5.5.1.4. Avaliacdo do potencial antimutagénico

A avaliagdo do potencial antimutagénico foi realizada por meio do teste de
Ames, da mesma forma como descrito para o estudo da mutagenicidade do extrato de
Psidium guajava L.; entretanto, aos tratamentos que continham o extrato foram
adicionados os mutagenos, permitindo a verificacdo da capacidade do extrato em evitar
mutagdes nas cepas de Salmonella typhimurium.

Os mutagenos usados foram os mesmos empregados como controle positivo, nos

estudos de mutagenicidade, utilizando o método de Ames (Quadro 5).
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Quadro 5. Substancias mutagénicas utilizadas como controle positivo.

Cepas Mutageno Concentracio Massa por placa (ug)
TA 97a Nitrofenildiamino 0,2 mg/mL 10
TA 98 Nitrofenildiamino 0,2 mg/mL 10
TA 100 Azida sodica 0,5 mg/mL 25
TA 102 Mitomicina-C 0,01 mg/mL 0,5

5.5.1.5. Analise da atividade antioxidante pelo método da enzima

superéxido dismutase (SOD-like activity)

Neste ensaio, o sal solivel WST-1 (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2.,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt) ¢ empregado. Este sal ¢ transformado
em um cristal colorido de formazana, soluvel em agua, apds a reagdo com anions
superoxido. Os anions superdxido sdo formados na reacdo através da enzima xantina
oxidase, a partir do oxigénio molecular. A taxa de redu¢do do oxigénio molecular a
anion superoxido ¢ diretamente proporcional a atividade da xantina oxidase e ¢ inibido
pela SOD (UKEDA et al., 1999; VASCONCELOS et al., 2007).

Os niveis de inibi¢do da formagdo dos cristais de formazana WST-1 (SOD-like
activity) do extrato etanodlico de Psidium guajava L. foram mensurados seguindo
metodologia descrita pelo fabricante do kit (Sigma-Aldrich) e UKEDA et al. (1999).

Para isto, 20 pL de solugdes do extrato em diferentes concentragdes foram
adicionados a pocos de uma placa de 96 pocos. Em seguida, 200 uL da solugdo de
trabalho do WST foram adicionados a cada poco. A reacao foi cuidadosamente agitada
e, em seguida, mais 20 pL da solugdo de xantina oxidase foram adicionados. A placa foi
novamente agitada e incubada durante 20 minutos a 37+2° C. Os valores de absorbancia
foram mensurados em leitor de placas a 450 nm.

Além da reacdo entre os reagentes adquiridos juntamente com o kit e as solucdes
de extrato de P. guajava L. foram preparados trés brancos da reacdo, para impedir

interferéncias nos resultados, como apresentado no Quadro 6.
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Quadro 6. Brancos de reagao preparados para o ensaio de inibi¢ao da xantina oxidase

(SOD determination kit, Sigma-Aldrich).

Branco 1 Branco 2 Branco 3
Solucio de extrato 20 uL
Agua mili-Q 20 uL 20 uL
Solucio de WST 200 pLL 200 pLL 200 uL
Solucio de enzima 20 uL
Solvente da enzima (dilution buffer) 20 uL 20 uL

O branco 1 corresponde a absorbancia méaxima que pode ser obtida com esta
reacdo, uma vez que ndao ha nenhum agente inibidor da enzima xantina oxidase
adicionado a reagao.

Com os resultados, a porcentagem de inibi¢do da enzima xantina oxidase e uma
curva dose versus resposta foi elaborada. A porcentagem de inibi¢cdo foi calculada de

acordo com a equagdo a seguir

(Abrancol—-Abranco3)— (Aamostra—Abranco2)

% Inibicio = { }x 100, onde:

(Abrancol—Abranco3)

Abrancols Abranco2> Abranco3 € Aamostra S20 08 valores de absorbancia referentes ao branco 1,
branco 2, branco 3 e amostra, respectivamente.

O ajuste da curva ao modelo polinomial foi realizado para determinacdo da
equacdo que a descreve e, também, para o célculo do valor de ICsy, ou seja, da
concentracdo de extrato necessdria para inibir 50% da formagdo dos cristais de

formazana de WST-1.
5.5.1.6. Analise da producio de colageno em células HDFa

Para a avaliacdo da capacidade do extrato de Psidium guajava L. em estimular a
biossintese de colageno, foram utilizadas células HDFa.

Estas células em cultura foram transferidas para placas de 96 pogos. Foram
semeados 100 pL da suspensdo celular para cada pogo. Apds 24 horas, garantindo a

adesdo das células a placa, as células foram tratadas com diferentes concentragdes do
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extrato de Psidium guajava L., solubilizado em meio de cultura DMEM, sem soro
bovino fetal. Além destes tratamentos, as células também foram mantidas apenas com
meio de cultura, o que foi denominado de controle negativo.

Os tratamentos foram mantidos em contato com as células por 24 horas e, no
terceiro dia, o procedimento para quantificagdo do colageno produzido pelos
fibroblastos foi iniciado, de acordo com WIROHADIDJOJO et al. (2012).

Para isto, os tratamentos foram removidos e a placa lavada com PBS. A cada
pogo, foram adicionados 200 pL de solugdo de Bouin para fixar o material. Apds 1
hora, a solucdo de Bouin foi descartada e a placa lavada com 4agua corrente, até remogao
completa da coloragdo do sobrenadante. A placa foi vertida sobre papel absorvente para
remocao de toda umidade e mantida a temperatura ambiente overnight para completa
secagem.

A cada poco, foram adicionados 200 pL da solu¢do do corante vermelho Sirius
(Sirius Red — Sigma Aldrich). A placa foi mantida em agitacdo por 1 hora, na auséncia
de luz. Entdo, o sobrenadante foi removido e a placa foi lavada, por quatro vezes, com
200 pL de acido cloridrico a 0,1 mol/L para completa remogado da cor do sobrenadante.

Em seguida, a cada poco, foram adicionados 200 pL de hidroxido de sodio a 0,5
mol/L. A placa foi novamente mantida em agitagdo, por 1 hora, para completa
solubilizacdo das fibras colagenas (previamente coradas com Sirius Red). Finalmente,
as absorbancias foram determinadas em leitor de placas a 550 nm.

Este experimento foi realizado em triplicata.

O mesmo procedimento foi realizado com diferentes concentracdes de peroxido
de hidrogénio.

Para que fosse possivel determinar a concentracdo de coldgeno promovida por
cada tratamento, uma curva analitica (concentracdao de coldgeno versus absorbancia) foi
construida. Diferentes concentracdes de coldgeno tipo I (0 a 1000 pg/mL) foram
preparadas em acido acético 0,2%. Estas concentracdes foram acondicionadas em placas
de 96 pogos e incubadas a 37+2° C, em estufa umida. Apds 24 horas, a placa foi
transferida para uma estufa seca a 37+2° C, para completa secagem. Finalmente, o
mesmo procedimento realizado para a coloragdo do coldgeno, produzido pela cultura

celular, foi repetido para a placa contendo solucdes do padrao de colageno tipo 1.
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5.5.2. Estudos de eficacia in vivo

5.5.2.1. Analises histopatologicas

Além das analises in vitro anteriormente descritas, foi possivel, também, avaliar
a eficacia do fitocosmético utilizando as bidpsias obtidas do dorso dos animais tratados
para a avaliacdo da seguranca. A avaliacdo da eficacia utilizando as biopsias coradas
com hematoxilina-eosina foi baseada na comparagdo do niimero de fibras colagenas e
de fibroblastos das bidpsias que ndo receberam tratamento com as biopsias tratadas com
o fitocosmético. Também foram comparados os resultados obtidos do tratamento com o
peroxido de hidrogénio, substdncia reconhecidamente oxidante e do tratamento
alternado, com perdxido de hidrogénio e fitocosmético. Areas sem tratamento (controle
negativo) e tratadas apenas com o creme base também foram avaliadas para auxiliar na
compreensdo dos efeitos promovidos pelo extrato de Psidium guajava L.

As laminas, além de serem coradas com hematoxilina-cosina, também foram
coradas com tricromio de Masson. Esta coloracdo permite uma andlise mais detalhada
das fibras coladgenas presentes nas biopsias, auxiliando na avaliagdo dos efeitos
benéficos produzidos pelo tratamento com o fitocosmético a pele dos animais.

As etapas de coloragdao que foram utilizadas para cada lamina, estdo descritas no

Quadro 7.
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Quadro 7. Etapas de coloragao das laminas com tricromio de Masson

Etapa Solvente para imersao Tempo de imersao
1 Agua corrente 5 a 7 minutos
2 Agua acética a 1% 1 minuto
, Breve lavagem. Em seguida, retirar excesso
3 Agua corrente .
de 4dgua das laminas.
Solugao A (composta por fucsina
4 acida, Briebricht, 4gua destilada e 5 segundos
acido acético)
5 Agua corrente Até clareamento
6 Agua acética a 1% 1 minuto
7 Agua corrente Breve lavagem
8 Acido fosfomolibidico a 1% 1 minuto
) Breve lavagem. Em seguida, retirar excesso
9 Agua corrente _
de 4gua das laminas.
Solucao B (composta por azul de ‘
10 . ) ) ] 2 minutos
anilina, dgua destilada e 4cido acético)
) Breve lavagem. Em seguida, retirar excesso
11 Agua corrente '
de 4gua das laminas
12 Agua acética a 1% 1 minuto
, Breve lavagem. Em seguida, retirar excesso
13 Agua corrente .
de 4gua das laminas
14 Acido fosfomolibidico a 1% 5 minutos
, Breve lavagem. Em seguida, retirar excesso
15 Agua corrente )
de 4gua das laminas
16 Etanol 95° GL 5 segundos
17 Etanol absoluto 3 a 5 minutos
18 Etanol absoluto 3 a 5 minutos
19 Etanol / Xilol 3 a 5 minutos
20 Xilol 3 a 5 minutos
21 Xilol 3 a 5 minutos
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ApOs a coloragao, sobre cada lamina, foi colada uma laminula previamente
limpa e desengordurada.

As laminas foram analisadas em microscopio Olympus BXS51, acoplado a
camera CAMEDIA C-5060, para a captura das imagens. Foi utilizado aumento de 200
vezes. O procedimento para analise das laminas foi o mesmo descrito anteriormente
para a coloragdo com hematoxilina-eosina, utilizando a régua quadriculada com 100
pontos de interseccao.

Foram quantificadas as fibras coldgenas e os espagos em branco,
correspondendo, portanto, as regides onde ocorria auséncia destas fibras, localizadas
sob os cem pontos de interseccao da régua. Estruturas que ndo interessavam para esta
contagem, como pontos de intersec¢do da régua que encontravam a epiderme, células,
vasos sanguineos, foliculos pilosos e glandulas sebaceas, também foram quantificadas.
Estes pontos foram descontados da contagem para que ndo interferissem na

porcentagem final das estruturas estudadas.

5.6. Estudos das respostas celulares frente ao tratamento com o extrato de

Psidium guajava L.

5.6.1. Avaliacao do perfil de produciao de TGF-$1

A avaliagdo do perfil de producdo da citocina TGF-B1 foi realizada nas
linhagens HepG2 e HaCat, utilizando diferentes tratamentos:
- Controle negativo: tratamento, apenas, com o meio de cultura, para verificagdo da
producao basal de TGF-f1,
- Controle positivo: tratamento com solu¢gdo de peroxido de hidrogénio nas
concentragdes respectivas ao ICsy de cada uma das linhagens celulares (2,5 mM para
HepG2 e 5,0 mM para HaCat),
- Extrato em concentragdo nao citotoxica: extrato de Psidium guajava L. a 5 mg/mL,
uma concentragao nao citotoxica para ambas as linhagens celulares,
- Extrato na concentragdo do ICsg: extrato de Psidium guajava L. a 25 mg/mL, para
HaCat e a 15 mg/mL para HepG2, que correspondem as concentragdes que, segundo o
estudo de citotoxicidade, promovem em torno de 50% de viabilidade celular para estas
linhagens.
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- Extrato em concentragdes superiores ao ICsy: extrato de Psidium guajava L., a 30
mg/mL, para HaCat e a 25 mg/mL para HepG2, que correspondem as concentragdes
que, segundo o estudo de citotoxicidade, promovem acima de 50% de morte celular
para estas linhagens.

O perfil de producdo de TGF- B1 foi avaliado tanto para o tratamento com o
extrato neutralizado quanto para o tratamento com o extrato sem neutralizar.

Para isto, foi utilizado o kit diagnostico Human/Mouse TGF- 1 ELISA Ready-
SET-Go! (eBioscience). As instrugdes do fabricante foram seguidas para a realizagdo do
ensaio.

Cada linhagem celular foi semeada em placas de 96 pocos (100 pnL da suspensao
celular a 10° células/mL). Apés a adesdo das células a placa, 24 horas depois, foi
realizado o tratamento descrito acima (100 puL/pogo). As células foram mantidas em
contato com o tratamento durante 24 horas.

No mesmo dia do tratamento das células, o procedimento do kit diagnostico foi
iniciado. A placa de Elisa foi recoberta com 100 pL do anticorpo de captura
solubilizado em Coating Buffer. A placa foi selada e incubada overnight a temperatura
de 4+2° C.

Em seguida, a solu¢do do anticorpo de captura foi aspirada da placa de Elisa e
cinco lavagens com o Wash Buffer (1x) foram realizadas. Entre cada uma das lavagens
o Wash Buffer foi mantido em contato com a placa por 1 minuto. Ao final deste
processo, todo o residuo deste tampdo foi removido vertendo a placa sobre um papel
absorvente.

A cada poco da placa de Elisa foram adicionados 200 pL do Assay Diluent (1x).
A placa novamente foi incubada, por 1 hora, a temperatura ambiente.

O conteudo da placa foi aspirado e outras cinco lavagens com o Wash Buffer
(1x) foram realizadas. Mais uma vez, o residuo foi removido, vertendo a placa sobre
papel absorvente.

Em seguida, na placa de 96 pogos, onde ocorreu o tratamento das células, foi
realizada a ativacdo acida das amostras. Para isto, a cada pogo foram adicionados 20 puL.
de 4cido cloridrico (1N), seguida de incubagdo, por 10 minutos, a temperatura ambiente.
As amostras foram, entdo, neutralizadas, com 20 pL de hidroxido de sodio (I1N). Estas

amostras ativadas foram transferidas para as placas de ELISA, contendo o anticorpo de
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captura. Foram transferidos 100 pL de cada amostra (sobrenadantes). As placas foram
incubadas, por 2 horas, a temperatura ambiente, com as placas seladas.

Apos este periodo de incubagdo, as placas foram aspiradas e as cinco lavagens
com Wash Buffer foram repetidas.

Entdo, o anticorpo de detecgcdo (100 puL por pogo) foi adicionado. A placa foi
incubada por 1 hora.

A cada pogo foram adicionados 100 pL de Avidina HRP. A placa foi selada e
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente.

Sete lavagens com o Wash Buffer foram repetidas, mantendo-o em contato com
a placa por 1 a 2 minutos entre cada lavagem.

A cada pogo foram adicionados 100 uL de Substrate Solution, com incubagao de
15 minutos a temperatura ambiente.

Finalmente, 50 puL de 4cido sulfurico 2 N (Stop Solution) foram adicionados em
cada pogo e a absorbancia foi determinada em leitor de placas a 450 nm.

As concentragdes de TGF-f1 obtidas com cada tratamento foram calculadas a
partir de uma curva analitica obtida com concentragcdes conhecidas de TGF-f1,
submetidas ao mesmo procedimento realizado com as amostras; ou seja, o sobrenadante

dos tratamentos das linhagens celulares.

5.6.2. Analise do perfil de despolarizacio de membrana mitocondrial

(indicativo de apoptose)

A avaliagdo do perfil de despolarizagdo de membrana mitocondrial, indicativo
de apoptose, foi realizada submetendo culturas das células HepG2, HaCat e HDFa a
diferentes tratamentos.

Os tratamentos realizados foram:
- Controle negativo (CN): células mantidas apenas em meio de cultura sem soro fetal
bovino, durante o mesmo periodo que os outros tratamentos,
- Solugao de perdxido de hidrogénio (H,O;): solugdes de perdxido de hidrogénio, em
meio de cultura, foram utilizadas para o tratamento das linhagens celulares. As
concentragdes escolhidas foram referentes ao ICso, do estudo de citotoxicidade, para
cada linhagem celular. O perdxido de hidrogénio foi utilizado como substancia indutora
de apoptose, nas linhagens celulares (LARROSA et al., 2008),
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- Solucao de extrato de P. guajava L. (ICsy Ext.): solugdes do extrato de P. guajava L.,
em meio de cultura, foram utilizadas para o tratamento das linhagens celulares. As
concentragdes escolhidas foram ao ICsy, do estudo de citotoxicidade, para cada
linhagem celular,

- Tratamento concomitante com perdxido de hidrogénio e de extrato de P. guajava L.
(ICsp Ext./H,0,): foram utilizadas solugdes destas substidncias em concentragdes que
promovessem 50% de viabilidade celular, em cada uma das linhagens estudadas,

- Tratamento com concentracdo ndo citotoxica de extrato de P. guajava L. (Ext. ndo
citotox.): foi utilizada solugdo a 5 mg/mL do extrato de P. guajava L. Esta concentragdo
ndo promove reducdo da viabilidade celular em nenhuma das linhagens celulares
estudadas, de acordo com o estudo de citotoxicidade,

- Tratamento concomitante com peroxido de hidrogénio e de extrato de P. guajava L.
em concentragdo nao citotoxica (Ext. ndo citotox./H,0;): foram utilizadas solugdes do
peroxido de hidrogénio, em concentragdes que promovem 50% de viabilidade celular,
em cada uma das linhagens estudadas, concomitantemente com solu¢do nao citotoxica
de Psidium guajava L. (5 mg/mL).

O resumo dos tratamentos esta apresentado no Quadro 8.

Quadro 8. Concentragdes de extrato de Psidium guajava L. e peroxido de hidrogénio

utilizadas nos tratamentos para avaliacdo do perfil de despolarizagdo de membrana

mitocondrial
HepG2 HaCat HDFa

H,0, Extrato H,0, Extrato H;0, Extrato
CN - ; _ i i} :
H;0, 2,5 mM - 5,0 mM } 7,5 Mm -
IC5¢ Ext. - 15 mg/mL _ 25 me/mL - 25 mg/mL
1Csy Ext./ H,O, 2,5 mM 15 mg/mL 5,0 mM 25 mg/mL 7,5mM | 25 mg/mL
Ext. nio citotox. - 5 mg/mL - 5 mg/mL - 5 mg/mL
Ext. nio citotox./H,0, 2,5 mM SmgmL | 50mM | 5mgmL 7,5mM | 5mg/mL

Para realizacdo do experimento, inicialmente, foram distribuidos 1 mL de
suspensdo celular a 5.10° células/mL, em placas de 24 pogos. A adesdo celular & placa

foi aguardada por 24 horas.
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Em seguida, 1 mL de cada um dos tratamentos descritos anteriormente foram
distribuidos nas placas de 24 pogos contendo as culturas celulares de HepG2, HaCat e
HDFa.

ApOs 24 horas de contato das células com os tratamentos, os procedimentos para
determinagdo da taxa de apoptose promovida por cada um dos tratamentos foram
iniciados. O kit BD™ MitoScreen (BD Biosciences) foi empregado e, portanto, as
instrugdes do fabricante foram seguidas.

As células aderidas a cada pogco foram removidas por meio de incubagdo com
tripsina. As células entdo removidas, juntamente com o sobrenadante que continha os
tratamentos, foram transferidas para tubos de centrifuga contendo 500 pL de meio de
cultura, para inativacdo da tripsina. Em seguida, foram submetidos a centrifugacdo a
400 g, por 5 minutos.

O sobrenadante foi descartado e 0,5 mL da solu¢do do corante JC-1 (preparada
no momento do uso) foram adicionados. Os pellets de células foram desmanchados ¢ as
suspensdes celulares em contato com o JC-1 foram incubadas por 15 minutos a 37+2° C
em estufa de COs,.

Entdo, as células foram submetidas ao procedimento de lavagem, em que 2 mL
de tampao (Assay Buffer 1x) foram adicionados aos tubos contendo as células, os
pelletes desmanchados e centrifugados a 400 g, por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o procedimento foi repetido.

Finalmente, 0,5 mL do mesmo tampao foram adicionados as células, os pelletes
desmanchados e as suspensdes celulares avaliadas por citometria de fluxo (FACSDiva —

BD Biosciences), sendo verificados 10.000 eventos.

5.7. Analise estatistica dos resultados

A andlise estatistica e a plotagem dos graficos foi realizada utilizando o software
Origin 7. A analise dos dados foi realizada pela determinagdo de média e desvio padrao,

além de anélise de varidancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p<0,05), quando

adequado.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O envelhecimento cutdneo ¢ um processo complexo, consequéncia de efeitos
intrinsecos ou geneticamente programados, combinados com efeitos extrinsecos,
causados por fatores ambientais, como a radiagao ultravioleta.

O aumento na expectativa de vida da populacdo e o impacto psicossocial
causado pelo envelhecimento da pele tém estimulado a demanda por intervencdes
cosméticas e dermatoldgicas efetivas. Contudo, apesar dos avangos em relacdo ao
entendimento dos eventos fisiologicos, celulares e moleculares associados ao
envelhecimento, ainda ¢ pequena a parcela da populagdo que tem acesso a estas
intervengdes, ainda tidas por muitos como algo supérfluo, pois desconsideram a
importancia da prevencao e da elevagdo da autoestima para a qualidade de vida da
populagao.

A dificuldade de acesso da populagdo as intervengdes efetivas para a prevengao
do envelhecimento da pele ¢ devida, principalmente, ao alto custo dos produtos eficazes
disponiveis no mercado.

Com os resultados dos ensaios descritos a seguir, este trabalho apresenta uma
alternativa segura e efetiva de intervencao cosmética, com grande parte de seus efeitos
fisiologicos, celulares e moleculares descritos, para a prevencdo e amenizagdo dos
efeitos do envelhecimento da pele.

Apesar de ndo estar em nosso alcance prever o custo final deste produto, ¢é
possivel inferir que seu custo sera inferior ao de produtos disponiveis no mercado, que
envolvem sofisticadas tecnologias para seu desenvolvimento. Neste trabalho, ¢ sugerido
o uso de um derivado vegetal simples; contudo, com seus efeitos benéficos amplamente
explorados e que, talvez, apresente custo mais acessivel a populagdo, como ocorre com
agentes fitoterapéuticos de baixo custo (CAVALCANTE et al., 2007).

No que diz respeito a eficacia deste produto, foram explorados os efeitos
relacionados a atividade antioxidante do extrato, que pode proporcionar efeitos
protetores contra a acdo de substincias oxidantes (quimioprotecdo e
antimutagenicidade), além de avaliar o estimulo a proliferacio de fibroblastos e
producao de coldgeno, efeito de clareamento da pele e fotoprotetor. Em relacdo a
seguranca, os efeitos in vitro e in vivo promovidos pelo extrato de Psidium guajava L.
foram explorados. Além disso, respostas celulares foram avaliadas como tentativa de

compreender os mecanismos envolvidos nos efeitos desencadeados por este extrato.
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6.1. Estudos de seguranca

6.1.1. Estudos de seguranca in vitro

6.1.1.1. Avaliacao da citotoxicidade

O efeito citotoxico gerado pelo extrato de Psidium guajava L. foi avaliado nas
linhagens celulares HepG2, HaCat e HDFa.

Além de as linhagens terem sido submetidas ao tratamento com solucdes do
extrato, também foram tratadas com solu¢des do extrato neutralizado (pH 7,2 — 7,4).
Este procedimento teve como objetivo a verificagdo da influéncia da acidez do extrato
no efeito causado as células, uma vez que, na preparacao da formulacao cosmética, o
extrato foi previamente neutralizado.

Os resultados obtidos para os tratamentos estdo mostrados nas Figuras 14 a 19.
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Figura 14. Avaliagdo da citotoxicidade promovida pelo extrato de P. guajava L. em

células HepG2.

Brunaw Galdorfinir Chiowv Andréo-




76

140

120 T

100 4=

80

60

20 +

% de células vivas

Concentragao (mg/mL)

Figura 15. Avaliagdo da citotoxicidade promovida pelo extrato neutralizado de P.

guajava L. em células HepG2.
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Figura 16. Avaliacao da citotoxicidade promovida pelo extrato de P. guajava L. em

células HaCat.
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Figura 17. Avaliagdo da citotoxicidade promovida pelo extrato neutralizado de P.

guajava L. em células HaCat.
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Figura 18. Avaliagcdo da citotoxicidade promovida pelo extrato de P. guajava L. em

células HDFa.
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Figura 19. Avaliagdo da citotoxicidade promovida pelo extrato neutralizado de P.

guajava L. em células HDFa.

A partir dos graficos obtidos com 3 experimentos independentes, foi calculado o

ICs para cada tratamento e linhagem celular, cujos dados estdo apresentados na Tabela

3.

Tabela 3. Valores de ICso de cada um dos tratamentos com cada linhagem celular.

Desvio
Exp.1 Exp.2 Exp. édi
Xp Xp xp.3 Meédia padrio
HepG2 Extrato (mg/mL) 21,74 13,45 13,82 16,34* 4,68

Extrato neutralizado (mg/mL) 11,57 15,71 20,04 15,77 4,24

2

HaCat Extrato (mg/mL) 26,14 26,54 28,15 2694° 1,06

Extrato neutralizado (mg/mL) 23,98 24,92 28,82 25,91b 2,56

HDFa Extrato (mg/mL) 22,95 23,18 25,70 23,94° 1,52

Extrato neutralizado (mg/mL) >25,00 >25,00 >25,00 >25,OOG1 -

54 Jotras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Avaliando os resultados expressos na Tabela 3, ¢ possivel inferir que, em
relacdo ao efeito citotdoxico, ndo ha diferenca no tratamento das células HepG2 e
HaCat, com o extrato original ou neutralizado, permitindo supor que a acidez do extrato
ndo ¢ um fator determinante na toxicidade.

Contudo, para as células HDFa, ha diferenga no perfil de toxicidade promovido
pelo tratamento com o extrato € com o extrato neutralizado; mas, ambos somente em
concentragdes muito elevadas promovem toxicidade celular.

De acordo com os valores de ICsy, ¢ possivel inferir elevada seguranca em
relacdo ao uso cosmético do extrato de Psidium guajava L., uma vez que sdo
necessarias concentracdes elevadas para promover a toxicidade. Ainda, quando estes
valores de ICsy sdo comparados a atividade antioxidante do extrato, ¢ possivel notar
uma elevada margem de seguranga, pois sdo necessarios apenas 0,290 £+ 0,004 mg/mL
do extrato para inibi¢do de 50% de radicais livres presentes em solu¢do, conforme
descrito, em 2012, por CHIARI e colaboradores (CHIARI et al., 2012b), que avaliaram
o potencial antioxidante do extrato de P. guajava L. frente ao radical DPPH.

E possivel calcular o indice de seguranga do extrato, pela divisao entre o valor
da concentracao toxica as células e valor da concentragdo antioxidante efetiva. Desta
forma, foram obtidos os seguintes indices de segurancga, respectivamente, para células
HepG2, HaCat e HDFa: 56,34; 92,90 e 82,55, para o tratamento das células com o

extrato ndo neutralizado.

6.1.1.2. Avaliacido do potencial mutagénico

6.1.1.2.1. Em cepas de Salmonella typhimurium

Os resultados do teste de Ames foram expressos na forma de média e desvio
padrao do numero de colonias revertentes por placa, além do indice de mutagenicidade,
cujos dados estdo apresentados na Tabela 4.

O indice de mutagenicidade (IM) ¢ calculado pela razdo entre o nimero de
coldnias revertentes verificadas no tratamento com o composto em andlise (extrato de
Psidium guajava 1L.) e o nimero de coldnias revertentes verificadas no controle
negativo (agua destilada) (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Para a realizacdo deste ensaio, as cepas bacterianas utilizadas foram

modificadas, de forma a serem dependentes da adicdo de histidina para o seu

Brunaw Galdorfinir Chiowv Andréo-




80

desenvolvimento em meio de cultura e s6 se desenvolvem quando revertem esta
condicdo, de dependéncia de histidina, por algum tipo de mutacio (MARON e AMES,
1983). E comum que haja uma pequena taxa de reverténcia espontanea nas culturas,
mas ¢ considerado resultado significativo apenas quando o indice de mutagenicidade for
igual ou superior a 2 ou quando for verificada relagdo dose resposta entre 0 numero de
colonias revertentes e a concentracdo testada (BERNSTEIN et al. 1982;
MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Em todos os experimentos foram empregadas substancias reconhecidamente
mutagénicas, como controle positivo. Este procedimento ¢ realizado para confirmar a
capacidade de reversdo da muta¢do, em cada cepa bacteriana (MARON e AMES,

1983).
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Tabela 4. Atividade mutagénica, sem ativacao metabolica, expressa pela média e desvio

padrdo do nimero de coldnias revertentes por placa e o indice de mutagenicidade (IM)

TA 97a
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrao M
CN 148,00 49,50 -
3,19 229,00 3,61 1,55
6,38 110,50 41,72 0,75
12,76 146,67 11,50 0,99
25,52 166,00 74,95 1,12
51,04 184,50 4,95 1,25
Cp 1059,33 277,29 7,16
TA 98
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrao M
CN 21,33 1,53 -
15,66 mg 35,67 11,59 1,67
31,325 mg 37,00 11,27 1,73
62,65 mg 37,00 4,36 1,73
125,3 mg 33,00 0,00 1,55
250,6 mg 98,00 2,65 4,59
CP 1310,67 204,21 61,45
TA 100
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrao M
CN 92,67 22,05 -
15,66 mg 107,67 17,39 1,16
31,325 mg 102,33 4,73 1,10
62,65 mg 94,00 13,00 1,01
125,3 mg 106,33 5,86 1,15
250,6 mg 53,66 10,60 0,58
CP 1262,33 227,36 13,62
TA 102
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrao M
CN 421,00 25,52 -
7,83125 mg 491,33 91,10 1,17
15,6625 mg 524,00 58,92 1,24
31,325 mg 516,00 24,98 1,23
62,65 mg 532,00 38,16 1,26
125,3 mg 522,67 95,44 1,24
CP 2386,67 22,52 5,67

CN: controle negativo
CP: controle positivo
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Como pode ser observado na Tabela 4, a massa de extrato analisada variou de
acordo com as cepas bacterianas. Esta quantidade foi definida de acordo com estudos
prévios de toxicidade e, quando foi verificada toxicidade as cepas bacterianas (redugao
da viabilidade), a massa de extrato utilizada foi reduzida para os estudos de
mutagenicidade, ou seja, foram utilizadas massas de extrato que nao causam toxicidade
as cepas estudadas.

Para todas as massas de extrato de Psidium guajava L. e cepas testadas, ndo foi
verificado indice de mutagenicidade superior a 2, com excecdo da maior massa testada
(250,6 mg) para a linhagem TA9S, onde h4, portanto, indicio de mutagenicidade.

As mutagdes evidenciadas na cepa TA98 de S. typhimurium sdo mutacdes do
tipo frameshift (adi¢do ou delecdo de uma ou mais bases) (MORTELMANS e ZEIGER,
2000).

Além da analise do extrato de Psidium guajava L. em solucdo aquosa, também
foi avaliado o potencial mutagénico do extrato submetido & ativagdo metabdlica,
conforme dados da Tabela 5. A ativagdo metabodlica é obtida adicionando, ao extrato,
solugoes de um sistema de ativacdo metabolica reconhecido como S9. Este sistema de
ativagdo metabolica ¢ preparado a partir de um homogenato de figado de ratos e, por
1sso, contém enzimas hepaticas capazes de promover a metabolizagdo do extrato

(MARON e AMES, 1983).
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Tabela 5. Atividade mutagénica, com ativacdo metabolica, expressa pela média e
desvio padrao do numero de colonias revertentes por placa e o indice de mutagenicidade

(IM)

TA 97a
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrao M
CN 124,33 17,21 -
3,19 158,33 17,21 1,27
6,38 171,33 8,62 1,38
12,76 175,00 4,58 1,41
25,52 173,00 4,24 1,39
51,04 221,5 16,26 1,78
Cp 2205,33 236,28 17,74
TA 98
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrio M
CN 19,5 4,95 -
15,66 mg 27,66 1,53 1,42
31,325 mg 33,00 3,46 1,69
62,65 mg 25,67 1,15 1,32
125,3 mg 33,33 8,33 1,71
250,6 mg 54,50 0,71 2,79
CP 1850,67 228,71 94,91
TA 100
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrio IM
CN 125,33 18,15 -
15,66 mg 181,67 16,92 1,45
31,325 mg 166,67 36,36 1,33
62,65 mg 126,00 16,52 1,01
125,3 mg 142,67 32,96 1,14
250,6 mg 203,66 9,24 1,62
CP 2080,00 204,12 16,60
TA 102
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrao M
CN 336,67 72,04 -
7,83125 mg 444,67 30,29 1,32
15,6625 mg 405,33 63,79 1,20
31,325 mg 362,00 46,86 1,08
62,65 mg 404,00 20,30 1,20
125,3 mg 424,66 7,57 1,26
CpP 528,67 13,32 1,57

CN: controle negativo
CP: controle positivo
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O extrato de Psidium guajava L. foi considerado nao mutagénico para todas as
cepas avaliadas, de acordo com o método de BERNSTEIN et al. (1982), com a mesma
excegdo verificada para o tratamento sem ativagdo metabolica. O comportamento foi o
mesmo; porém, em menor intensidade. Este resultado pode ser um indicativo de
potencial mutagenicidade do extrato de Psidium guajava L., se utilizado em
concentragdo bastante elevada.

Esta concentracdo foi definida como bastante elevada porque, considerando que
a concentracdo proposta para uso do extrato de Psidium guajava L. em um
fitocosmético seja de 5%, para que fosse atingida a massa de 250 mg de extrato, seria
necessaria uma massa de 5 g de fitocosmético. Esta quantidade ndo ¢ atingida com o uso
rotineiro de um produto para aplicagdo facial, geralmente comercializado em
embalagens de 30 g, que deve ser utilizado em, aproximadamente, 30 dias, portanto, 1 g
ao dia. Assim, a massa aproximada de uso didrio (1g/dia) é 5 vezes menor do que a
considerada mutagénica pelo teste de Ames.

Além disso, ¢ preciso considerar que, nem toda a substancia ativa incorporada
em uma formulagdo serd capaz de ser liberada e, em seguida, atingir o estrato corneo, a
epiderme e a derme. De acordo com estudos prévios realizados por nosso grupo de
pesquisa (CHIARI, 2011), o fitocosmético contendo 5% de extrato de Psidium guajava
L. ¢ capaz de liberar em torno de 4 mg/cm” de extrato apds 8 horas de aplicacio do
produto, indicando segurang¢a ainda maior no uso deste composto ativo, uma vez que a
massa mutagénica ¢ aproximadamente 63 vezes maior que a massa capaz de penetrar 1
cm’ de pele.

Este resultado ¢ de grande importancia, considerando que o teste de Ames ¢ um
ensaio utilizado mundialmente para o screening de novas substancias quimicas e,
inclusive, de novos farmacos (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Os resultados do teste de Ames sao utilizados, inclusive, para a submissao de
dados as agéncias regulatorias para o registro ou aceitacdo de substancias quimicas,
como farmacos ou biocidas (MORTELMANS e ZEIGER, 2000; ANVISA, 2003;
ANVISA, 2012).

Além disso, este resultado ¢ bastante relevante devido a escassez de estudos
sobre o potencial mutagénico de derivados da goiaba, principalmente da fruta (SATO et
al., 2010). Provavelmente, devido ao fato de ser uma fruta amplamente utilizada para o
consumo humano, este assunto ndo tenha despertado a aten¢do de pesquisadores. Um

pouco maior ¢ a quantidade de estudos sobre o seu potencial antimutagénico.
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6.1.1.2.2. Em células humanas HepG2

Com a finalidade de complementar os resultados obtidos com o teste de Ames, a
avaliacdo do potencial mutagénico também foi realizada em células humanas HepG2. A
complementacdo de resultados obtidos com o ensaio de Ames, através de ensaios para
avaliagdo de mutagenicidade, em células humanas, tem sido realizada como preconiza
WOLLIN e GORLITZ (2004).

O indice de divisao nuclear ¢ calculado de acordo com a quantidade de células
mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e tetranucleadas, encontradas em uma

populacao de 500 células. Para isto, ¢ utilizada a equagao a seguir:

IDN = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4)/n

Em que, M1, M2, M3 e M4 indicam o nimero de células verificadas com 1, 2, 3
ou 4 micronucleos, respectivamente. E # indica o numero total de células analisadas.

Quando todas as células falharam no processo de divisdo o IDN ¢ igual a 1.
Quando todas as células completaram uma divisdo celular e, portanto, sdo binucleadas,
o IDN ¢ igual a 2. Quando uma porcao substancial de células vidveis completou mais de
uma divisao nuclear durante o bloqueio da citocinese, o IDN ¢ maior que 2.

De acordo com os resultados verificados no ensaio (Tabela 6), como para todos
os tratamentos o valor de IDN est4 entre 1 e 2, € possivel concluir que uma porcao
significativa das células completaram uma divisdo celular, sendo que parte delas se

encontrava binucleada (FENECH, 2007).

Tabela 6. indice de divisdo nuclear (IDN) em cada um dos tratamentos

Tratamento Média Desvio padrao
Controle Negativo 1,54 0,06
Controle Positivo 1,21 0,03
5 mg/mL 1,41 0,28
7,5 mg/mL 1,37 0,11
15 mg/mL 1,36 0,09
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A obtengdo de células binucleadas ¢ importante para garantir que as mesmas
completaram a divisdo celular e que, portanto, havia a possibilidade da formag¢ao dos
micronucleos, que s6 podem ser formados durante a divisdo celular, como pode ser
observado na representagao estabelecida pela Figura 20. Neste ensaio, a citocalasina-B ¢
empregada para impedir a completa divisdo celular, permitindo a analise das células
binucleadas e a pesquisa de estruturas que indiquem danos celulares, como os
microntcleos, as pontes nucleoplasmaticas e os brotamentos nucleares (FENECH,

2007).

micronicleos

Formacio de @ S &

%
o

Formacio de pontes
nucleoplasmaticas —>-

Figura 20. Formagdo de micronticleos e pontes nucleoplasmaticas (Adaptado de

FENECH, 2007).

Em relagdo a frequéncia de micronucleos obtida com o tratamento com o extrato
de P. guajava L., foi possivel verificar que, entre as células binucleadas, que
apresentavam dois ou trés microntcleos, ndo foi encontrada diferenca estatistica
significativa entre os diferentes tratamentos, nem mesmo se comparado o controle
negativo com o controle positivo. Isto provavelmente ocorreu devido a baixa incidéncia
destas estruturas; portanto, apenas as células binucleadas, contendo um microntcleo,
foram utilizadas para a analise.

Os resultados demonstraram que o extrato de Psidium guajava L., de acordo
com este ensaio, ndo ¢ considerado mutagénico nas concentragdes testadas (Figura 21).
Devido ao elevado desvio padrdo, este resultado ndo se apresentou de maneira muito
clara nas concentracdes de 5,0 e 7,5 mg/mL que, apesar de serem estatisticamente iguais
ao controle negativo, também podem ser consideradas iguais ao controle positivo.

Contudo, na maior concentracao testada (15 mg/mL), a similaridade do resultado obtido
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no controle negativo e no tratamento com o extrato ¢ nitida, demonstrando a seguranga

no uso deste composto.
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Figura 21. Quantidade de células binucleadas que apresentaram um, dois ou trés
micronucleos (MNs) em 1000 células. A analise estatistica (ANOVA, p<0,05) foi
realizada separadamente para células binucleadas que apresentaram 1 micronticleo (*?),
2 micronucleos (%) e 3 micronucleos (%) (CN: Controle negativo e CP: Controle positivo)

(""b’c’d letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05)).

Em relacdo a frequéncia de micronucleos, independente da quantidade em cada

célula binucleada, a Figura 22 apresenta os resultados obtidos no ensaio realizado:

Brunaw Galdorfinir Chiowv Andréo-




88

45
40 ]
35 ]
30 ]
25 ]

20 4

CN CP 5 mg/mL 7,5 mg/mL 15 mg/mL

Frequéncia de Micronticleos / 1000 células

Tratamento

Figura 22. Frequéncia de microntcleos em cada 1000 células binucleadas (*° letras

diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05)).

Mais uma vez, o resultado para o tratamento com a concentracao de 15 mg/mL
explicita a atividade ndo-mutagénica do extrato de Psidium guajava L.

A quantifica¢do das pontes nucleoplasmaticas e dos brotamentos nucleares estao
apresentadas na Figura 23. As pontes nucleoplasmaticas sdo estruturas que contém
DNA e ligam os ntcleos de células binucleadas. Sdo originarias de cromossomos
dicéntricos e resultado de reparos insatisfatorios de quebras de DNA ou fusdes de
telomeros (FENECH, 2007).

Os brotamentos nucleares representam o mecanismo pelo qual o nucleo elimina
DNA amplificado ou complexos de reparo de DNA. Tem a aparéncia muito semelhante
a dos micronucleos, exceto pelo fato de estarem conectados ao nicleo por meio de uma

ponte (FENECH, 2007).
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Figura 23. Frequéncia de pontes nucleoplasmaticas e brotamentos nucleares a cada
1000 células em relacdo aos tratamentos (CN: Controle negativo, CP: Controle positivo)
(A analise estatistica foi realizada separadamente para as pontes nucleoplasmaticas e

brotamentos nucleares) (*° letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05)).

Estes resultados ndo foram considerados significativos, uma vez que nao houve
diferenca estatistica entre a frequéncia de pontes nucleoplasmaticas, de brotamentos
nucleares dos controles negativo e positivo.

Comparando os resultados obtidos na avaliacdo da mutagenicidade em cepas de
Salmonella e em células HepG2, o extrato pode ser considerado como seguro em
relacdo a mutagenicidade. Entretanto, para a cepa TA98, na maior concentragdao
avaliada, foram verificados indicios de mutagenicidade, o que nao foi verificado no
ensaio com células HepG2. Isto pode ser devido a fatores como: diferencas que ocorrem
nas concentragdes testadas, nos mecanismos de reparo celular verificados nas cepas
bacterianas e de células humanas, assim como nas diferentes capacidades metabolicas
(WOLLIN e GORLITZ, 2004). Devido a este fato, é recomendivel o estudo do
potencial mutagénico em, no minimo, dois modelos experimentais diferentes, como

bactérias e células de mamiferos (WOLLIN e GORLITZ, 2004).
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6.1.1.2.3. Em células humanas HaCat

O estudo do potencial mutagénico em células HaCat foi proposto por serem
células derivadas da pele humana, representando a exposi¢do que haveria no uso do
fitocosmético (WOLLIN e GORLITZ, 2004).

Apesar de o experimento ter sido realizado exatamente da mesma forma como
descrito para as células HepG2, ndo foi obtido éxito. A quantidade de células
binucleadas verificadas nas laminas confeccionadas foi muito inferior a quantidade
necessaria (500/1aminas), o que inviabilizou a analise dos resultados.

Isto pode ser devido a problemas no tratamento com a citocalasina-B, que pode

ndo ter evitado a completa citocinese para a verificacao de células binucleadas.

6.1.2. Estudos de seguranca in vivo

6.1.2.1. Avaliacio da irritacio dérmica primaria

Na avaliacdo da irritacdo dérmica primaria, foram avaliadas cinco regides
diferentes do dorso de cada animal, submetidas a diferentes tratamentos. Este
procedimento teve como propdsito utilizar o proprio animal como seu controle. Além
disso, esta forma de desenvolvimento do estudo permitiu reduzir o nimero de animais e
obter diversas respostas ao mesmo tempo. Utilizando trés regides: uma area sem
tratamento, uma area tratada com o creme base e uma area tratada com o fitocosmético,
foi possivel verificar se o manuseio promoveu algum tipo de irritagcdo na pele dos
animais, se o creme base, ou seja, o veiculo € irritante e se a substancia ativa (extrato de
Psidium guajava L.) é capaz de promover algum tipo de reacdo a pele dos animais.

Outras duas regides foram tratadas: uma com creme base, contendo 5% de
peréxido de hidrogénio e, a outra, alternando o tratamento com creme base contendo
5% de perdxido de hidrogénio e com o fitocosmético. Estes dois Ultimos tratamentos
foram utilizados apenas nos experimentos seguintes.

Seguindo os parametros da Escala de Draize e, analisando a presenca de eritema
e edema apos 24 e 72 horas da aplicagdo dos tratamentos, ndo houve nenhuma alteragao
significativa na pele dos 6 animais, caracterizando Grau 0 para todos os tratamentos.

Sendo assim, o creme base e o extrato de Psidium guajava L. podem ser

considerados ndo irritantes se utilizados pelo periodo de 4 horas.
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6.1.2.2. Avaliacao da irritacio dérmica cumulativa

Na avaliacao da irritacdo dérmica cumulativa, os trés tratamentos citados na
avaliacdo da irritagdo dérmica primaria foram repetidos, além dos tratamentos com
creme base contendo 5% de perdxido de hidrogénio e alternando o tratamento com
creme base contendo 5% de peroxido de hidrogénio e com o fitocosmético. O
tratamento com peroxido de hidrogénio teve por objetivo induzir uma leve irritagdo na
pele dos animais (KLEIN-SZANTO e SLAGA, 1982) e o tratamento alternado teve o
intuito de avaliar se o extrato de Psidium guajava L. contido no fitocosmético seria
capaz de prevenir ¢/ou minimizar o efeito irritativo do peréxido de hidrogénio. Estes
dois ultimos tratamentos foram melhor avaliados nas anélises histopatoldgicas.

O peroxido de hidrogénio foi escolhido por ser uma substincia
reconhecidamente capaz de gerar radicais livres e agir como um irritante cutaneo
(KLEIN-SZANTO e SLAGA, 1982). Além disso, por agir de maneira danosa através da
geracdo de espécies reativas, poderia ter seu efeito reduzido ou neutralizado com o uso
de uma substancia antioxidante como o extrato de Psidium guajava L.

A concentragdo de 5% para o peroxido de hidrogénio foi baseada em uma busca
na literatura, na qual foi verificado que, concentracdes em torno de 3,5% do peroxido de
hidrogénio sdo utilizadas para o tratamento de isquemia da pele, aumentando a
concentragdo de oxigénio neste 6rgdo devido ao maior fluxo sanguineo (TUR et al.,
1995). Outros estudos demonstraram que concentracdes de perdxido de hidrogénio
superiores a 15% causam elevada toxicidade e, até mesmo, a necrose do tecido
(KLEIN-SZANTO e SLAGA, 1982). Como o intuito era promover uma leve irritagdo, a
concentragdo igual ou inferior a 3,5% ndo foi considerada adequada e concentracdes
superiores a 15% foram descartadas, pois o tratamento nao tinha o objetivo de causar
danos e sofrimento aos animais.

Em um estudo de KUROKAWA et al. (1984), foi descrito o uso topico do
peroxido de hidrogénio a 5%, pois concentracdes superiores sdo capazes de causar
toxicidade aguda. Este mesmo estudo também relatou que, nesta concentracdo, poderia
ocorrer a carcinogénese, se houvesse o uso prolongado.

Assim, como verificado na avaliagdo da irritacdo dérmica primaria, ndo houve
alteracdes visiveis na pele dos animais, o que ¢ pontuado como grau 0 segundo a Escala

de Draize (Figura 24). At¢ mesmo na pele que recebeu o tratamento com peroxido de
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hidrogénio, em que era esperado algum tipo de reacdo irritativa, ndo foi verificado o

surgimento de edema e eritema.

Figura 24. Aspecto da pele de um dos coelhos apds 14 dias consecutivos de tratamento
(1 — controle, 2 — creme base, 3- fitocosmético, 4 — peréxido de hidrogénio, 5 —

perdxido de hidrogénio/fitocosmético).

De acordo com um estudo comparativo entre o ensaio de irritacdo cutanea
realizado na pele de coelhos e na pele de humanos, foi determinado que o ensaio
realizado em coelhos € bastante preciso para avaliar produtos irritantes severos € nao-
irritantes para a pele humana; entretanto, ¢ falho para separar irritantes leves de
irritantes moderados (PHILLIPS II et al., 1972). Neste estudo de PHILLIPS II et al.
(1972), diversas substancias consideradas irritantes pelo teste em coelhos foram
demonstradas ndo irritantes quando avaliadas na pele de humanos. Este fato demonstra
uma maior sensibilidade da pele destes animais quando comparada a pele humana, o
que indica, ainda, maior seguran¢a em relacdo a capacidade de promover irritagdo no

uso do fitocosmético estudado.
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6.1.2.3. Avaliacao da potencial comedogénico

A avaliagdo do potencial comedogénico ¢ uma importante etapa que deve ser
considerada no desenvolvimento de produtos indicados para uso topico, principalmente
cosméticos (DRAELOS e DINARDO, 2006). Devido ao potencial em formar comedoes
promovido por diversos produtos, foi criado até o termo ‘“acne cosmética”, por
KLIGMAN e MILLS, em 1972, para denominar o processo de formagdo de comeddes
relacionado ao uso de certas matérias primas ou produtos (DRAELOS e DINARDO,
2006).

Para a avaliacdo da comedogenicidade, os animais foram divididos em dois
grupos, sendo que trés coelhos foram tratados com o creme base e, os outros trés, com o
fitocosmético. Em cada um dos animais uma das orelhas foi tratada e a outra foi
utilizada como controle.

Esta divisdo dos animais em dois grupos foi realizada para que, caso o resultado
fosse positivo para a comedogenicidade, fosse possivel determinar se este efeito era
causado pelo veiculo (creme base) ou pelo proprio extrato de Psidium guajava L.

Durante o periodo de estudo, nenhum dos tratamentos promoveu o aparecimento
de eritema, edema e de comeddes (Figuras 25 e 26). Como nao foi verificado nem
mesmo o aumento na queratose folicular, os tratamentos, ou seja, tanto o creme base
quanto o fitocosmético, podem ser considerados ndo-comedogénicos.

De acordo com a literatura, os resultados do teste de comedogenicidade devem
ser descritos com base em uma escala de 0 a 5. Grau 0 significa que ndo houve aumento
na queratose folicular; graus 1 a 2 significam o aumento visivel de queratose
(hiperqueratose); graus 3 a 4 significam o desenvolvimento de comeddes e grau 5
significa a presenga de comeddes severos (FULTON et al., 1984). Entdo, pode ser
inferido que o creme base e o fitocosmético foram classificados como grau 0 para a

comedogenicidade.
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Figura 25. Aspecto da pele de um dos coelhos apds 24h do tltimo dia de tratamento

com o fitocosmético (1- fitocosmético, 2 — controle negativo).

Figura 26. Aspecto da pele de um dos coelhos apos 24h do tltimo dia de tratamento

com o creme base (1- creme base, 2 — controle negativo).
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6.1.2.4. Avaliacao da irritacao ocular

Em nenhum dos grupos tratados foram observadas secre¢dao, hiperemia,
quemose, irite, aumento da densidade da cornea e opacidade, além de ndo ter sido
verificada nenhuma alteracdo ocular no periodo de observagao (24, 48, 72 horas e 7 dias

apos a aplicagdo) (Figuras 27 e 28).

Figura 27. Olho tratado com fitocosmético (esquerda) e controle (direita), apds 24

horas da aplicacao.

"y

Figura 28. Olho tratado com o creme base (esquerda) e controle (direita), apos 24 horas

da aplicacao.
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Apesar de ja existirem testes alternativos para a avaliacao da irritagdo ocular,
segundo um estudo realizado em 1997 pela COLIPA (BRANTOM et al., 1997), entre os
ensaios avaliados, nenhum foi recomendado como capaz de substituir o ensaio in vivo.
Entretanto, dentre os métodos avaliados, os que apresentaram resultados mais
promissores foram o FLT (Fluorescein Leakage Test), o TEA (Tissue Equivalent Assay)
e 0 RBC (Red Blood Cell). Além disto, a avalia¢ao da irritagdo ocular foi realizada nos
coelhos, neste trabalho, uma vez que os animais ja seriam utilizados para outros ensaios,
sendo justificavel a determinacdo da irritagdao ocular.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em seu Guia para
Avaliacdo da Seguranca de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2003; ANVISA, 2012),
reconhece que os métodos in vitro sdo métodos que fornecem resultados preliminares e
que, quando utilizados, devem ser realizados um conjunto de testes para se obter dados
relacionados a vascularizagdo (Het-Cam), opacidade/permeabilizagdo (BCOP) e
citotoxicidade (MTT, RBC).

As avaliagdes de irritagdo dérmica primdria e cumulativa, irritacdo ocular e
comedogenicidade foram realizadas da maneira descrita no Guia para Avaliacdo de
Seguranca de Produtos Cosméticos da ANVISA (ANVISA, 2003; ANVISA, 2012) e
demonstraram a seguran¢a do creme base e do fitocosmético, sendo os produtos, de
acordo com estes parametros, descritos como ndo irritantes para pele e olhos e nado-

comedogénicos.

6.1.2.5. Analises histopatolégicas

Foram confeccionadas 300 laminas histoldgicas referentes as 10 unidades de
cada tratamento, para cada animal. Parte destas laminas foi corada com hematoxilina-
eosina e tricromio de Masson e foram avaliadas com auxilio do Prof. Dr. Luiz Carlos
Spolidorio, do Departamento de Fisiologia e Patologia da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, da UNESP.

De acordo com a andlise das laminas coradas com hematoxilina-eosina foi
possivel verificar um padrdo tecidual normal, nas biopsias de pele utilizadas como
controle negativo, ou seja, que nao receberam nenhum tipo de tratamento (Figuras 29 e
30). A pele analisada era constituida por epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado superficial denominado epiderme, apresentando 2 a 3 camadas de células.

As fotomicrografias revelaram uma camada cornea delgada, com descamacgao discreta.
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Foi verificada uma camada mais profunda de tecido conjuntivo, abaixo da epiderme, a
derme. A derme era constituida por tecido conjuntivo composto por células fusiformes
(fibroblastos) que acompanhavam a orientacdo dos extensos e espessos feixes de fibras
colagenas, figuras vasculares e foliculos pilosos. Foi verificada, ainda, a presencga de
raras células inflamatorias.

As caracteristicas verificadas nas fotomicrografias das biopsias definidas como
controle negativo foram utilizadas como padrdo, para comparacdo com o0s outros

tratamentos.

Figura 29. Fotomicrografia de corte histologico de bidpsia de pele sem tratamento

(controle negativo) (aumento de 200 vezes).
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Figura 30. Aproximacao de fotomicrografia de corte histoldgico de biopsia de pele sem

tratamento (controle negativo). Destaque para células inflamatérias (O) e para células

fusiformes ( [ — ).

As fotomicrografias de bidpsias de pele tratadas com o creme base revelaram
hiperplasia da epiderme, traduzindo-se pelo aumento do numero de células epiteliais.
Outra possivel explicacdo para o aumento da espessura da epiderme promovida pelo
creme base, pode ser a maior hidratagdo proporcionada a esta camada da pele devido a
aplicagdo do creme base. A maior hidratagdo faz com que exista a presenca de agua
entre as células desta camada, tornando-as mais distantes umas das outras, sendo que a
epiderme torna-se visualmente mais espessa. A espessura ¢ a descamagdo do estrato
corneo foram bastante semelhantes as verificadas no controle negativo. No tecido
conjuntivo subjacente, foi observado o aumento no calibre dos vasos sanguineos,
acompanhado de aumento na frequéncia de células inflamatorias (infiltrado
inflamatorio) composto, predominantemente, por células mononucleares, quando

comparado as biopsias de pele sem tratamento (Figuras 31 e 32).
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Figura 31. Fotomicrografia de corte histologico de bidpsia de pele tratada com o creme

base (aumento de 200 vezes).

Figura 32. Aproximacao de fotomicrografia de corte histologico de bidpsia de pele

tratada com o creme base. Destaque para células inflamatérias (@), para células

fusiformes (E) e para vasos sanguineos dilatados (O).
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Semelhante ao grupo anteriormente descrito, o tratamento com o fitocosmético
também induziu hiperplasia da epiderme. A espessura e a descamacao do estrato coérneo
foram bastante semelhantes as verificadas no controle negativo. No tecido conjuntivo
subjacente, houve aumento na frequéncia de células inflamatoérias (infiltrado
inflamatorio) e no calibre dos vasos sanguineos, quando comparados ao controle
negativo. Além disso, foi verificado aumento na frequéncia de células fusiformes
quando comparadas as biopsias de pele sem tratamento (Figuras 33 e 34).

Portanto, ¢ possivel, a partir das andlises histopatologicas anteriormente
descritas, aventar a hipotese de que as alteracdes hiperplasicas e inflamatorias
observadas em ambos os grupos podem ser decorrentes do creme base, pois o
tratamento com fitocosmético teve comportamento inerte no processo da reacdo da pele
quando comparado ao creme base; entretanto, na presenca do fitocosmético, houve
aumento da quantidade de células fusiformes, o que permite atribuir ao extrato de
Psidium guajava L. o estimulo a replicagdo das células fusiformes na derme da pele dos

animais.

Figura 33. Fotomicrografia de corte histologico de biopsia de pele tratada com o

fitocosmético (aumento de 200 vezes).
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Figura 34. Aproximacdo de fotomicrografia de corte histologico de biopsia de pele

tratada com o fitocosmético. Destaque para células inflamatérias (@), para células

fusiformes (E) e para vasos sanguineos dilatados (Q).

O creme contendo 5% de peroxido de hidrogénio também induziu hiperplasia da
epiderme; entretanto, foi observado que, apesar do estrato corneo apresentar espessura
semelhante a verificada no controle negativo, havia desestruturacao da sua conformacao
morfolédgica, o que pode denotar descamacao (Figuras 35 e 36). O aumento do infiltrado
de células inflamatérias foi observado e, ao mesmo tempo, o aumento de células
fusiformes, quando comparadas as biopsias de pele sem tratamento. Por outro lado,
quando comparado ao tratamento com o creme base € com o fitocosmético, houve maior
aporte de células inflamatdrias associado a vasodilatacdo. O creme contendo 5% de
peroxido de hidrogénio induziu diminui¢do da quantidade de feixes de fibras de

colageno, o que ¢ evidenciado pela maior quantidade de espagos vazios.

Brunaw Galdorfinir Chiowv Andréo-




102

Figura 35. Fotomicrografia de corte histologico de bidpsia de pele tratada com o creme

contendo 5% de peréxido de hidrogénio (aumento de 200 vezes).

Figura 36. Aproximacdo de fotomicrografia de corte histologico de bidpsia de pele

tratada com o creme base contendo 5% de peroxido de hidrogénio. Destaque para
células inflamatérias (@), para células fusiformes (=) € para vasos sanguineos

dilatados (0).
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No tratamento alternado com o creme contendo 5% de peroxido de hidrogénio e
com o fitocosmético, as bidpsias de pele também apresentaram hiperplasia da epiderme,
com o estrato corneo de espessura bastante semelhante a verificada no controle
negativo, sendo que a hiperplasia pode ser atribuida ao creme base (Figuras 37 e 38). A
descamagao do estrato corneo aparentemente foi reduzida em relacdo as biopsias de pele
tratada apenas com o creme base contendo 5% de peroxido de hidrogénio,
demonstrando possivel efeito neutralizador dos efeitos do peroxido de hidrogénio pelo
extrato de Psidium guajava L.

Em relagdo ao infiltrado inflamatério, houve discreta reducao nas laminas das
bidpsias de pele tratadas com o fitocosmético e com o creme contendo 5% de perdxido
de hidrogénio alternadamente, assim como discreto aumento na frequéncia de células
fusiformes, o que permite inferir que o efeito tenha sido promovido pelo extrato de
Psidium guajava L. Em relagdo as estruturas de tecido conjuntivo, aparentemente houve
menor rarefagdo de fibras colagenas com o tratamento alternado com o fitocosmético. A
vasodilatagdo, também, foi menos intensa do que a verificada no tratamento apenas com

creme contendo 5% de perdxido de hidrogénio.
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Figura 37. Fotomicrografia de corte histologico de biopsia de pele tratada
alternadamente com o creme contendo 5% de peroxido de hidrogénio e com o

fitocosmético (aumento de 200 vezes).

Figura 38. Aproximacao de fotomicrografia de corte histologico de bidpsia de pele
tratada alternadamente com o creme base contendo 5% de peroxido de hidrogénio e

com o fitocosmético. Destaque para células inflamatérias (@) e para células fusiformes

(3.
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Os resultados do tratamento com o creme contendo 5% de perdxido de
hidrogénio e do tratamento alternado do creme contendo 5% de perdxido de hidrogénio
e do fitocosmético estdo descritos juntamente com os resultados dos estudos de
seguranca do fitocosmético, pois foram realizados concomitantemente. Entretanto, estes
resultados contribuem para a determinagdo da eficacia deste produto, demonstrando
melhora nas caracteristicas da pele com o tratamento alternado com o fitocosmético,
quando comparado ao tratamento apenas do creme contendo peroxido de hidrogénio.
Portanto, provavelmente, o extrato de Psidium guajava L. é capaz de reduzir os efeitos

indesejaveis promovidos pelo peroxido de hidrogénio.

As laminas histologicas coradas com hematoxilina-eosina também foram
avaliadas quantitativamente. Uma régua quadriculada com 100 pontos de intersec¢do foi
posicionada sobre todas as fotomicrografias e diferentes estruturas foram quantificadas
sobre estes pontos.

Inicialmente, foi quantificada a frequéncia de células inflamatorias nos seis
animais submetidos aos cinco diferentes tratamentos (Figura 39). Foi possivel notar que
todos os tratamentos, quando comparados ao controle negativo, de maneira geral,
promoveram aumento no infiltrado inflamatorio.

Ao serem comparados o tratamento com o creme base e o tratamento com o
fitocosmético, pode ser verificado que a frequéncia de células inflamatorias ¢ bastante
semelhante (infiltrado inflamatério moderado). Apenas o tratamento com o creme base
contendo 5% de peroxido de hidrogénio foi capaz de tornar o infiltrado inflamatorio
intenso em alguns animais mas, no geral, estatisticamente igual ao tratamento com o
fitocosmético e com o creme base. A intensidade do infiltrado inflamatorio voltou a ser
moderada quando o tratamento com perdxido de hidrogénio foi alternado com o

fitocosmético.
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Figura 39. Porcentagem de células inflamatdrias quantificadas em bidpsias de pele que

receberam diferentes tratamentos (*"¢ letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes

(p<0,05)).

Para facilitar a compreensao desta andlise, um grafico com a média de todos os

animais foi elaborado (Figura 40).

% de células inflamatdrias

CN CB

T
F

Tratamentos

Figura 40. Porcentagem de células inflamatorias quantificadas em bidpsias de pele que

receberam diferentes tratamentos (média dos 6 animais) (* letras iguais indicam valores

estatisticamente iguais (p<0,05)).
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Neste grafico, pode ser verificado o aumento da porcentagem de células
inflamatérias em todos os tratamentos, com destaque para o tratamento com o creme
contendo 5% de peroxido de hidrogénio; porém, devido a grande variagdo
interindividual verificada nas respostas de cada animal, a andlise estatistica ndo
demonstrou diferenca significativa entre os tratamentos.

Em relagdo as células fusiformes (Figura 41), representadas pelos fibroblastos
presentes na derme, o tratamento com o fitocosmético foi, claramente, capaz de
aumentar a frequéncia destas células, exceto no animal 3. Considerando a seguranga do
fitocosmético, este resultado € pouco significativo, mas, em relagdo a eficacia, ¢
bastante interessante o aumento na quantidade destas células, as quais sdo capazes de
sintetizar fibras colagenas e eldsticas, responsdveis pela firmeza, elasticidade e
vitalidade da pele (LAVKER, 1979). Este resultado também ¢ interessante, quando
verificamos a reducdo da porcentagem de células fusiformes, promovida pelo
tratamento com o creme contendo perdxido de hidrogénio e o fato de que, na alternancia
deste tratamento prejudicial as células fusiformes, com o fitocosmético, pode ser notada
a manutencdo da porcentagem de células fusiformes em relagdo ao controle ou, até

mesmo, um incremento na porcentagem destas células.
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Figura 41. Porcentagem de células fusiformes quantificadas em biopsias de pele que

receberam diferentes tratamentos (**¢ letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes

(p<0,05)).

Finalmente, foram avaliadas, também, as fibras coldgenas presentes nas biopsias
(Figura 42). De maneira geral, ndo foi verificado nenhum perfil definido com os
diferentes tratamentos.

Este parametro pode ser mais bem avaliado com a andlise das laminas
histoldgicas coradas com tricromio de Masson, que estdo descritas na se¢do da analise

de eficacia do fitocosmético.
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Figura 42. Porcentagem de feixes de fibras coldgenas quantificados em biopsias de pele
que receberam diferentes tratamentos (*"° letras diferentes indicam valores estatisticamente

diferentes (p<0,05)).

Com base nos efeitos verificados nas andlises histopatologicas devido ao
tratamento com o fitocosmético, ¢ possivel descrever outros possiveis efeitos benéficos
deste produto.

Por ser um ativo reconhecidamente antioxidante (CHIARI et al., 2012b), o
fitocosmético contendo extrato de Psidium guajava L. foi proposto para a prevengao do
envelhecimento cutdneo, principalmente produzido por espécies reativas, como o que
ocorre no fotoenvelhecimento.

As caracteristicas histoldgicas da pele fotoenvelhecida sdo: epiderme espessada,
reducdo da celularidade, reducdo do material extracelular, inflamacao dérmica cronica e
reducdo dos vasos sanguineos cutdneos (SHAPIRO e SALIOU, 2001). Estas
caracteristicas, em sua grande maioria, podem ser reduzidas com o uso deste
fitocosmético que, além disso, por ser antioxidante, pode ser capaz de auxiliar na
prevencao dos danos oxidativos.

A reducdo na celularidade pode ser revertida, ja que o fitocosmético promoveu
estimulo a proliferagdo dos queratindcitos e dos fibroblastos. Provavelmente, com o uso

prolongado, o estimulo aos fibroblastos contribuird para aumento na sintese de
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colageno, promovendo melhorias em relagcdo a espessura, firmeza e elasticidade da pele,
sem contar na possivel melhoria das marcas de expressdo. O estimulo a proliferagao dos
queratindcitos resulta na descamagdo de queratinocitos maduros, fazendo com que a
superficie cutanea tenha aspecto mais suave. Todas estas caracteristicas descritas
também foram previamente verificadas no tratamento com o acido retindico € com o
retinol, substancias derivadas da vitamina A e extensivamente utilizadas para obteng¢ao
de melhorias no aspecto de peles fotoenvelhecidas (SHAPIRO e SALIOU, 2001).

As andlises in vivo, principalmente as histopatologicas das bidpsias de pele dos
animais foram realizadas para avaliar o efeito promovido pelo tratamento com extrato
de Psidium guajava L. e, principalmente, para que, posteriormente, reunindo os
resultados obtidos com metodologias in vitro realizadas neste trabalho, com futuros
resultados a serem obtidos com culturas organotipicas, seja possivel comprovar a
possibilidade de substituicdo das metodologias utilizando animais para o estudo de
seguranga ¢ eficacia produtos cosméticos e implantd-las no Laboratério de
Cosmetologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP.

Entretanto, apesar de todos estes estudos ndo estarem concluidos, permitindo
uma analise precisa desta situagdo, € possivel sugerir que os modelos experimentais in
vitro nao sao capazes de reproduzir exatamente o que se verifica nos modelos vivos.

E claro que a Cosmetologia e a Toxicologia tém se desenvolvido amplamente,
sendo obtidos, cada vez mais, resultados expressivos; porém, nenhum sistema ainda ¢é
capaz de reproduzir as interacdes de diferentes sistemas verificadas nos complexos
organismos vivos. Um simples exemplo € o fato de que, ainda, ¢ impossivel reproduzir
o sistema imunoldgico humano em modelos in vitro e, por isso, os resultados obtidos
neste estudo em relacdo a frequéncia de células inflamatorias presentes na pele dos
animais, ndo poderia ser obtida por metodologias alternativas realizadas in vitro.

O processo inflamatdrio agudo € um processo complexo que envolve as células
epidermais, as células do tecido conjuntivo, os vasos sanguineos, os leucdcitos, os
linfocitos e, ainda, o controle de citocinas e outros mediadores inflamatorios
(MULLER-DECKER et al., 1994). A interagdo de todos estes fatores ¢ que promove
resultados como a vermelhiddo e o calor, devido a dilatagdo dos vasos sanguineos; o
edema, devido ao aumento da permeabilidade capilar; a formagdo de pus, devido a
invasdo celular; a dor, devido a sensibilizagdo de receptores e a hiperplasia do epitélio

(MULLER-DECKER et al., 1994).
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Neste ponto, portanto, os pesquisadores do setor cosmético vivem um dilema,
uma vez que existem grandes esfor¢os mundiais direcionados a ndo-utilizagdo de
animais para a avaliagdo da eficicia e seguranca de produtos cosméticos e, por outro
lado, as metodologias disponiveis ainda nao sao capazes de substituir o uso de animais.

Neste momento, parece ser o mais adequado utilizar todos os recursos
alternativos disponiveis, visando a obtencdo do perfil toxicologico mais completo
possivel, considerando, entretanto, as limitagdes destes métodos. Em casos especificos,
quando a avaliacdo em animais for indispensavel, parece adequado o screening prévio
da substancia ou produto in vitro e, somente com resultados satisfatorios, realizar os
estudos com animais. Isto deve ser feito de maneira consciente, utilizando o conceito
3R’s (replace, reduce, refine) introduzida por RUSSEL ¢ BURCH, em 1959. Esta
segunda alternativa ¢ aplicdvel em paises como o Brasil, uma vez que, em paises
europeus, por exemplo, o uso de animais ja foi completamente banido (ADLER et al.,
2010). Entretanto, o Brasil também ja apresenta limitacdes, considerando o projeto de
lei n® 777 aprovado no Estado de S3o Paulo.

Outra alternativa vidvel ¢ que o pesquisador recorra, sempre que possivel, a
substancias reconhecidamente seguras na Cosmetologia, reduzindo a possibilidade de
promocao de efeitos adversos.

Em 1994, MULLER-DECKER et al. sugeriram o uso de queratindcitos como
um modelo de estudo da liberagdo de mediadores inflamatérios, como uma alternativa
para a substituicdo do estudos de irritagdo in vivo. Esta sugestdo ¢ baseada no fato de
que os queratindcitos correspondem a 95% da epiderme e agem como receptores e
transdutores de sinais provenientes de estimulos exdgenos. A transducdo destes sinais
consiste na transforma¢do em sinais enddgenos, ou seja, na liberagdo de mediadores
pro-inflamatdrios, como eicosanoides e citocinas. Além disso, 0s queratindcitos
estimulados expressam moléculas de adesdo intercelular mediando a interagdo com
células do infiltrado inflamatorio. Portanto, de acordo com MULLER-DECKER et al.
(1994), a expressdo destes sinais pelos queratindcitos pode ser considerada um
parametro de analise de irritagdo in vitro.

Com base nestas informagdes, neste trabalho foi avaliada a expressdo da citocina
TGF-B1 por queratinocitos humanos imortalizados (HaCat) e células de hepatoma
humano (HepG2) tratadas com o extrato. Estes resultados estdo descritos

posteriormente.
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6.2. Estudos de eficacia

6.2.1. Estudos de eficacia in vitro

6.2.1.1. Avaliaciao do potencial inibidor da enzima tirosinase

A radiacdo ultravioleta, além de causar o fotoenvelhecimento, é capaz de causar
a pigmentagdo da pele. A melanina ¢ o pigmento produzido com o estimulo promovido
pela luz solar e, que cada vez mais, vem sendo estudada, principalmente em relacao a
inibicdo de sua sintese, para a obtengdo de beneficios no campo cosmético. Estes
beneficios cosméticos sdao relacionados, principalmente, ao clareamento de madculas
escuras que surgem com a exposicdo a luz solar, durante o processo de
fotoenvelhecimento (BERNARD e BERTHON, 2000).

No processo de sintese da melanina, existe uma enzima, a tirosinase,
reconhecida como fator chave deste processo (BERNARD e BERTHON, 2000;
BAURIN et al.,, 2002). Age nos melandcitos e € capaz de catalisar reacdes de
hidroxilagdo de compostos monofendlicos a compostos o-difendlicos, além de catalisar
reacoes de oxidacdo de o-difendis a o-quinonas, assim como pode ser notado na via

biossintética da melanina (Figura 43) (BERNARD e BERTHON, 2000).
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Figura 43. Via  biossintética da melanina (Fonte: http://osfilhosdalua-

albinismo.blogspot.com.br/).
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Tendo em vista o importante papel da enzima tirosinase na sintese de melanina,
sua inibi¢do ¢ uma forma de reduzir a sintese do pigmento e promover o clareamento da
pele. Desta forma, no mercado cosmético sdo encontrados diversos produtos contendo
substancias inibidoras da tirosinase para promover o clareamento da pele. Exemplos
destas substancias sdo: o acido kojico, a hidroquinona e o arbutin (KATAGIRI et al.,
1998; BERNARD e BERTHON, 2000).

Apesar de serem utilizadas para esta finalidade, ¢ sabido que estas substancias
tém efeito limitado e, em alguns casos, como a hidroquinona, podem apresentar efeitos
toxicos aos usuarios (BERNARD e BERTHON, 2000). Por estes motivos, a busca por
novos ativos clareadores ¢ continua.

A utilizagdo de extratos vegetais tem sido proposta por muitos pesquisadores,
principalmente no caso de extratos antioxidantes, que parecem, de alguma forma, inibir
a enzima tirosinase, provavelmente por quelar o ion cobre presente na enzima.

Com base no exposto, o extrato de Psidium guajava L. foi avaliado quanto ao
seu potencial inibidor da enzima tirosinase.

Os resultados demonstraram que, na maior concentragdo testada (16 mg/mL), o
extrato de Psidium guajava L. € capaz de inibir a sintese de melanina em,
aproximadamente 70%, apos 4 minutos de reagao (Figura 44).

Foi verificada a reducdo na eficiéncia de inibicdo enzimatica em funcdo do

tempo.
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Figura 44. Porcentagem de inibi¢do da enzima tirosinase promovida por diferentes

concentragdes do extrato de Psidium guajava L.
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Este comportamento de reducdo da eficiéncia enzimatica pode ser explicado
como uma ocupagao de todos os sitios ativos das moléculas de enzima, fazendo com
que as moléculas de enzima livres para atuarem, continuem a produzir melanina,
promovendo maior concentracao deste pigmento no meio, com o passar do tempo.

Apesar de a inibigdo enzimadtica ser apenas parcial com o uso do extrato de
Psidium guajava L., ndo se pode ignorar o efeito benéfico que pode ser obtido com o
uso topico do fitocosmético.

Em um trabalho desenvolvido por BERNARD e BERTHON (2000) o potencial
inibidor da enzima tirosinase foi avaliado pelo extrato de Morus alba. Os autores
descrevem este extrato, utilizado a 5%, como o melhor extrato vegetal em relacdo a
atividade inibidora da tirosinase e, por isto, ¢ até mesmo utilizado como controle
positivo em estudos deste tipo (BAURIN et al., 2002). Apos, aproximadamente, 13
minutos de reacdo, os autores descreveram inibicdo de 70% da enzima tirosinase. Esta
porcentagem de inibicdo, como ja descrito, foi observada apos 4 minutos de reacdo com
o extrato de Psidium guajava L. sendo que, em um tempo proximo aos 13 minutos, a
porcentagem foi reduzida para 55%. Entretanto, € preciso considerar que a concentragao
de Psidium guajava L. foi bastante inferior a avaliada para o extrato de Morus alba. Se
a concentracdao de 16 mg/mL for transformada, sdo obtidos 1,6%; ou seja, cerca de 3
vezes menor. Este ¢ mais um indicativo da eficiéncia inibidora da enzima tirosinase
apresentada pelo extrato de Psidium guajava L.

Comparando os resultados obtidos de inibicdo da enzima tirosinase com a
vitamina C (utilizada como controle positivo) e com o extrato de Psidium guajava L.,
foi verificado que a vitamina C exerce este efeito de maneira mais eficiente, exibindo
um ICsp de 0,05 £ 0,001 mg/mL. Contudo, as dificuldades em utilizar a vitamina C em
produtos de uso tépico sao reconhecidas hd tempos, principalmente devido a sua
instabilidade, o que justificaria o uso do extrato de Psidium guajava L. para este fim.

Uma pesquisa recente, publicada no ano de 2012 também indicou a atividade
inibidora da enzima tirosinase promovida pelo extrato da fruta de Psidium guajava L.
(PUSPANINGTYAS, 2012).

Os derivados da vitamina A, como o acido retindico e o retinol, também sao
capazes de inibir a hiperpigmentacao da pele devido a agcdo da radiacao ultravioleta, o

que resulta no clareamento das maculas que surgem na pele, com a exposi¢ao constante
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a radiacao ultravioleta (SHAPIRO e SALIOU, 2001). Este ¢ mais um efeito semelhante
ao dos derivados da vitamina A produzidos pelo extrato de Psidium guajava L.

Este efeito cosmético, que pode ser obtido com a inibicdo da sintese de
melanina, ¢ importante para a melhoria estética de diversas desordens dermatoldgicas

provenientes do acimulo de pigmentacao da epiderme, como o melasma, as manchas

senis e os danos actinicos (KIM e UYAMA, 2005).

6.2.1.2. Avaliaciao do potencial fotoprotetor

O estudo do perfil de absor¢ao no ultravioleta, de solu¢des do extrato de Psidium
guajava L., foi realizado para que fosse possivel observar se este extrato tem a
capacidade de absorver nos comprimentos de onda referentes a radiagdo UVA (320 a
400 nm) e UVB (290 a 320 nm), o que seria um indicio da capacidade deste extrato
proporcionar protecao solar quando incorporado a uma formulag¢ao cosmética.

Em um estudo desenvolvido por VIOLANTE et al. (2009) foram utilizadas
solucdes a 50 e 100 mg/L de extratos secos de plantas do cerrado do Mato Grosso.
Entretanto, com estas concentracdes ndo foi possivel verificar o perfil de absor¢do do
extrato etanolico de Psidium guajava L. Sendo assim, foram preparadas solugdes a 1,25;
2,5; 5,0 e 10 mg/mL do extrato e, ao ser realizada a varredura espectrofotométrica, foi
verificada uma maior absor¢do do extrato na regido UVB (Figura 45), sugerindo a
capacidade fotoprotetora do extrato de goiaba. Além disso, esta capacidade de absor¢ao
da radiacdo UVB se demonstra dependente da dose, ou seja, quanto maior ¢ a

concentracao da solucao, maior ¢ a absor¢ao verificada.
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Figura 45. Perfil de absor¢do espectrofotométrica de solucdes do extrato de Psidium

guajava L. em diferentes concentragdes.

Em seguida, foi realizada a determinag¢do do fator de protecdo solar (FPS) do
creme base (CB), do fitocosmético (F), do creme base adicionado de filtro solar
sintético (FS) — metoxicinamato de octila a 7,5%, e do creme base adicionado de filtro
solar sintético e do extrato de Psidium guajava L. (FFS).

Desta forma, foi possivel avaliar se o creme base, ou seja, se 0 excipiente nao
absorve nos comprimentos de onda correspondentes a radiacio UVA e UVB, o que
resultaria em um valor de FPS. O creme base adicionado de filtro solar sintético (FS) foi
avaliado para comprovar a eficiéncia do método e para que fosse possivel comparar este
resultado com o da formulagcdo contendo filtro solar sintético e extrato de Psidium
guajava L. (FFS), permitindo a avaliagdo de um possivel efeito sinérgico do filtro
sintético com o extrato, ou de uma potencializacdo do efeito fotoprotetor do filtro
sintético, pelo extrato.

A determinacdo do FPS foi realizada por duas metodologias: utilizando o
equipamento Optometrics SPF 290, que emprega espectrofotometria de reflectancia e
através da metodologia descrita por MANSUR et al. (1986), que emprega
espectrofotometria classica.

O equipamento Optometrics SPF 290 fornece dados que indicam o fator de
protecdo maximo (FPM) da formulagdo analisada, em relacdo a faixa de comprimento

de onda correspondente a radiacio UVA e UVB, ou seja, de 290 a 400 nm, como
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mostrado na Figura 46. Através destes valores, o equipamento calcula o valor de FPS da

formulagdo, através das equacdes 1 e 2.

FPM = % (Equagao 1)
2350 EA.BA N
FPS = <200EABA (Equagao 2)
290FpMA

As formulagdes sem filtro solar sintético (CB e F) ndo foram capazes de
absorver a radiacdo ultravioleta, diferentemente do ocorrido com as formulagoes

contendo filtro solar sintético (FS e FFS) (Figura 46).
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Figura 46. Fator de protecdo maximo (FPM) exibido pelas formulagdes CB, F, FS e

FFS nos comprimentos de onda de 290 a 400 nm.

Este comportamento evidenciado na Figura 46 ¢ comprovado pelos valores de

FPS obtidos pelas duas metodologias utilizadas (Tabela 7).
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Tabela 7. Valores de FPS das formulagdes mensurados por espectrofotometria classica

e de reflectancia.

Espectrofotometria classica Espectrofotometria de reflectancia
Média Desvio padrao Média Desvio padrao
CB 0,003? 0,001 1,033* 0,052
F 0,125 0,134 1,150* 0,055
FS 13,640° 1,153 13,400° 0,559
FFS 13,696° 1,355 13,950° 1,749

b7 etras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).

Foi verificado que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o CB
e o F, e entre 0o FS e o FFS. Isso demonstra que a concentragdo (5%) de extrato de
Psidium guajava L. utilizada nas formulacdes ndo foi capaz de promover fotoprotecao
e, também, ndo apresentou efeito sinérgico com o filtro solar sintético, uma vez que nao
aumentou o FPS da formulac¢do contendo apenas o filtro sintético (FS). Este resultado
deve ser devido a concentracdo do extrato utilizada, pois como mostrado no perfil
espectrofotométrico do extrato (Figura 45), ele apresenta a capacidade de absorver a
radiagdo UV, principalmente a UVB. Entretanto, a intensidade da protecdo a radia¢do
oferecida ¢ dependente da concentracao de extrato utilizada.

Apesar de ndo ter sido verificado efeito fotoprotetor, ndo se pode descartar o
efeito benéfico da utilizagdo deste extrato em preparacdes cosméticas, inclusive
preparagdes fotoprotetoras, devido a atividade antioxidante que apresenta, atuando nao
apenas na absor¢do da radiacdo ultravioleta, mas também evitando danos oxidativos
induzidos pelos radicais livres formados pela incidéncia desta radiagao.

Além disso, este estudo contribuiu para a verificagdo da compatibilidade entre os
resultados obtidos com a metodologia descrita por MANSUR et al. (1986) e pela
metodologia empregada no equipamento Optometrics SPF 290, uma vez que nao houve

diferenca estatisticamente significativa entre os valores obtidos em ambas as técnicas.

6.2.1.3. Avaliaciao do potencial quimioprotetor

O efeito quimioprotetor do extrato de Psidium guajava L. foi avaliado
verificando seus efeitos contra danos oxidativos induzidos por peroxido de hidrogénio.

Esta forma de estudo ja foi descrita previamente em células HepG2 e em outras
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linhagens celulares (YANG et al., 1999; KANNO et al., 2003; BENEDI et al., 2004).
Neste estudo, além de avaliar os efeitos em células HepG2, reconhecidamente
metabolizadoras, os efeitos do extrato de Psidium guajava L. contra os danos oxidativos
causados pelo peroxido de hidrogénio foram avaliados em células HaCat e HDFa. As
células HaCat foram mais uma vez escolhidas por serem queratindcitos e, portanto, um
dos tipos celulares mais abundantes na pele e que entrariam em contato com o
fitocosmético. Da mesma forma, a linhagem HDFa de fibroblastos foi escolhida por
representar a linhagem celular em maior propor¢ao na derme.

Os queratindcitos sdo também a primeira linhagem celular atingida pela radiagado
ultravioleta, pois compdem a camada mais externa da pele, a epiderme. Seria bastante
valido que o extrato de Psidium guajava L. fosse capaz de prevenir danos oxidativos
nesta linhagem celular.

Os fibroblastos, apesar de estarem localizados em uma camada mais profunda da
pele, também sofrem os efeitos da radia¢do, reduzindo sua taxa de proliferacdo e
reduzindo a producdo de proteinas da matriz extracelular (WIROHADIDJOJO et al.,
2012).

Para a avaliagdo do efeito protetor produzido pelo extrato de Psidium guajava L.
aos danos oxidativos promovidos pelo perdoxido de hidrogénio, foi necessario,
inicialmente, avaliar o comportamento celular frente ao tratamento com diferentes
concentragdes desta substancia (Figuras 47, 48 e 49).

Estes testes preliminares foram fundamentais para que, entdo, as células fossem
tratadas com diferentes concentracdes do extrato juntamente com uma Unica
concentracdo de peroxido de hidrogénio (ICsp), para a avaliagio do efeito

quimioprotetor.
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Figura 47. Avaliacdo da citotoxicidade promovida pelo peréxido de hidrogénio em

células HepG2.
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Figura 48. Avaliacdo da citotoxicidade promovida pelo peréxido de hidrogénio em

células HaCat.
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Figura 49. Avaliacdo da citotoxicidade promovida pelo peroxido de hidrogénio em

células HDFa.

Utilizando as curvas dose versus resposta dos trés experimentos independentes,
foi realizada a regressao da por¢ao linear da curva, sendo obtida a equacao da reta. No
caso dos fibroblastos, a curva precisou ser ajustada ao modelo polinomial. Em seguida,
foi calculado o ICsyp, ou seja, a concentragdo de perdxido de hidrogénio capaz de
promover reducdo de 50% da viabilidade celular (Tabela 8). A concentragdo do ICs, foi
utilizada para a continuidade dos experimentos, pois ¢ a concentragdo propicia para
analise, que permite todos os tipos de respostas, como a prevengdo do dano oxidativo,
causando o aumento da viabilidade celular; a ndo observag¢ao de nenhum efeito, sendo

mantida a viabilidade celular em torno de 50%; ou, entdo, um efeito oxidativo sinérgico,

em que a viabilidade seria, ainda, mais reduzida.
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Tabela 8. Valores de ICsy dos tratamentos com peroxido de hidrogénio em cada

linhagem celular.

Exp.1 Exp.2 Exp.3 Meédia Desvio padriao

HepG2 H,0, (mM) 3,14 1,53 2,14 2727 0,81
HaCat H,0, (mM) 451 536 671 552 1,11
HDFa H,0, (mM) 8,69 744 865 826 0,71

Exp.: Experimento.

Para facilitar a continuidade dos experimentos, a concentracao fixa de peréxido
de hidrogénio utilizada foi de 2,5 mM para células HepG2, 5,0 mM para as células
HaCat ¢ 7,5 mM para as células HDFa, cujos valores foram aproximados a partir da
Tabela 8.

A avaliacao do efeito quimioprotetor foi realizada tanto no co-tratamento; ou
seja, tratando as células concomitantemente com diferentes concentragcdes do extrato,
quanto no pré-tratamento, em que as células foram tratadas por 24 horas com diferentes
concentracoes do extrato e, apds remoc¢dao deste tratamento, foi adicionada a
concentragdo do ICsy do perdxido de hidrogénio.

Os resultados deste experimento estdo apresentados nas Figuras 50 a 59. Na
analise estatistica destes resultados, as porcentagens de viabilidade celular obtidas
foram comparadas apenas ao controle positivo. A comparac¢do entre as concentragdes
ndo foi realizada. Com estes resultados, seria possivel inferir se o extrato de Psidium
guajava L. seria ou ndo capaz de prevenir o dano oxidativo promovido pelo peroxido
de hidrogénio.

Além do extrato de Psidium guajava L. simplesmente solubilizado no meio de
cultura, também foi avaliado o efeito do extrato neutralizado. Este procedimento foi
realizado porque, na formulacdo cosmética utilizada, o extrato precisava ser
neutralizado antes de ser incorporado, devido a utilizacdo de Carbomer (Carbopol®
940), um polimero sensivel a variagdes de pH.

O co-tratamento das células HepG2 com diferentes concentragdes do extrato
ndo promoveu resultados satisfatérios, uma vez que nas maiores concentragoes testadas
a viabilidade celular foi estatisticamente igual a viabilidade celular verificada no
controle positivo (Figura 50).

Entretanto, um comportamento interessante foi verificado: a menor e as duas

maiores concentragdes testadas resultaram em viabilidades celulares estatisticamente
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iguais ao controle positivo, enquanto que concentragdes intermediarias promoveram
reducdo na viabilidade celular, em relagdo ao controle positivo. Isto mostra um efeito
aditivo a citotoxicidade, promovida pelo perdxido de hidrogénio, provavelmente pelo
fato de serem concentragdes de extrato muito proximas a concentragdo de extrato de
Psidium guajava L. que causa reducdo de 50% da viabilidade celular das células

HepG2 (16,34 mg/mL).
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Figura 50. Co-tratamento das células HepG2 com diferentes concentracdes de extrato
de P. guajava L. e peroxido de hidrogénio a 2,5 mM (CN: tratamento com meio de
cultura, CP: tratamento com peréxido de hidrogénio a 2,5 mM) (* valores estatisticamente

superiores ao controle positivo - CP (p<0,05)).

O co-tratamento com o extrato neutralizado de Psidium guajava L. promoveu
perfil de viabilidade celular bastante semelhante ao verificado com o extrato ndo-
neutralizado (Figura 51). Isto demonstra que, neste tratamento, a neutralizagdo ou nao
do extrato ndo altera o perfil de protegao celular, assim como verificado na avaliagdo da

citotoxicidade as células HepG2 e HaCat.
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Figura 51. Co-tratamento das células HepG2 com diferentes concentragdes de extrato
neutralizado de P. guajava L. e peroxido de hidrogénio a 2,5 mM (CN: tratamento com
meio de cultura, CP: tratamento com peroxido de hidrogénio a 2,5 mM) (* valores

estatisticamente superiores ao controle positivo - CP (p<0,05)).

De maneira surpreendente, quando as células foram tratadas inicialmente com o
extrato de Psidium guajava L. para, apos 24 horas receberem o tratamento com a
concentracdo de perdxido de hidrogénio que promove reducdo de 50% da viabilidade
celular, foi verificado que as quatro menores concentragdes testadas (de 2,5 a 10
mg/mL) promoveram significativo aumento na viabilidade celular em relagdo ao
controle positivo, indicando o efeito quimioprotetor do extrato de Psidium guajava L
(Figura 52). A ndo ocorréncia do efeito quimioprotetor a partir da concentracdao de 10
mg/mL também pode ser explicada pela proximidade as concentragdes toxicas do

extrato frente as células HepG2.
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Figura 52. Pré-tratamento das células HepG2 com diferentes concentragdes de extrato
de P. guajava L. e peroxido de hidrogénio a 2,5 mM (CN: tratamento com meio de
cultura, CP: tratamento com perdxido de hidrogénio a 2,5 mM) (* valores estatisticamente

superiores ao controle positivo - CP (p<0,05)).

Mais uma vez, o efeito verificado pelo pré-tratamento com a solucdo
neutralizada do extrato de Psidium guajava L. apresentou efeito bastante semelhante ao
verificado com a solu¢do ndo-neutralizada (4cida) do extrato (Figura 53). Entretanto, o

efeito quimioprotetor foi verificado até a concentracdo de 5 mg/mL.
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Figura 53. Pré-tratamento das células HepG2 com diferentes concentragdes de extrato
neutralizado de P. guajava L. e peroxido de hidrogénio a 2,5 mM (CN: tratamento com
meio de cultura, CP: tratamento com peroxido de hidrogénio a 2,5 mM) (* valores

estatisticamente superiores ao controle positivo - CP (p<0,05)).

Em seguida, as mesmas andlises foram repetidas para as células HaCat e, para
esta linhagem celular, os resultados mais expressivos foram verificados no co-
tratamento e nas concentra¢des mais elevadas, inclusive consideradas citotéxicas no
tratamento independente com o extrato de Psidium guajava L.

Além disso, apesar da Figura 54 mostrar apenas os resultados da andlise
estatistica realizada entre o controle positivo e os outros tratamentos, uma analise mais
detalhada foi realizada, comprovando que, entre a concentracao de 50 mg/mL e o CN
ndo ha diferenca estatistica, demonstrando que esta concentragdo foi capaz de inibir
100% dos efeitos deletérios, promovidos pelo tratamento com perdxido de hidrogénio,

as células HaCat.
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Figura 54. Co-tratamento das células HaCat com diferentes concentragdes de extrato de
P. guajava L. e peroxido de hidrogénio a 2,5 mM (CN: tratamento com meio de
cultura, CP: tratamento com perdxido de hidrogénio a 5,0 mM) (* valores estatisticamente

superiores ao controle positivo - CP (p<0,05)).

Outro fato observado foi que, no tratamento dos queratindcitos, o extrato
neutralizado perdeu seu efeito quimioprotetor verificado no extrato nao-neutralizado
(Figura 55).

Isto pode ter ocorrido devido a neutralizagdo de algum componente do extrato
de Psidium guajava L. que, provavelmente, perdeu sua eficacia quando o pH foi
alterado.

De acordo com a analise estatistica realizada para o co-tratamento das células
HaCat, com diferentes concentragdes de extrato neutralizado de P. guajava L., apenas
as concentracdes 20; 22,5 e 27,5 mg/mL apresentaram valores estatisticamente
diferentes do CP, indicando efeito quimioprotetor. Entretanto, este efeito € bastante
discreto, se comparado ao resultado observado para o tratamento com o extrato nao

neutralizado; e, estatisticamente, os resultados de todos os tratamentos sao diferentes do

CN.
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Figura 55. Co-tratamento das células HaCat com diferentes concentragdes de extrato

neutralizado de P. guajava L. e peroxido de hidrogénio a 2,5 mM (CN: tratamento com

meio de cultura, CP: tratamento com perdxido de hidrogénio a 5,0 mM) (* valores

estatisticamente superiores ao controle positivo - CP (p<0,05)).

No pré-tratamento com o extrato, foi obtido resultado significativo apenas na

maior concentragdo testada, 50 mg/mL, que ofereceu resultados de viabilidade celular

estatisticamente superiores ao CP, porém diferente do CN (Figura 56).
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Figura 56. Pré-tratamento das células HaCat com diferentes concentragdes de extrato

de P. guajava L. e peroxido de hidrogénio a 2,5 mM (CN: tratamento com meio de

cultura, CP: tratamento com perdxido de hidrogénio a 5,0 mM) (* valores estatisticamente

superiores ao controle positivo - CP (p<0,05)).

Finalmente, o pré-tratamento com o extrato neutralizado ndo promoveu efeitos

significativos no aumento da viabilidade celular, quando comparados ao CP (Figura

57).
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Figura 57. Pré-tratamento das células HaCat com diferentes concentragdes de extrato
neutralizado de P. guajava L. e peroxido de hidrogénio a 2,5 mM (CN: tratamento com
meio de cultura, CP: tratamento com perdxido de hidrogénio a 5,0 mM) (* valores

estatisticamente superiores ao controle positivo - CP (p<0,05)).

O mesmo procedimento foi realizado com as células HDFa (Figuras 58 e 59) e
os resultados demonstraram que, tanto o tratamento com o extrato ndo neutralizado
quanto com o extrato neutralizado, promoveram discretos efeitos de prevengao da
morte celular ocasionada pelo tratamento com o peroxido de hidrogénio. Entretanto, no
caso do tratamento com o extrato ndo neutralizado, este efeito foi verificado nas duas
maiores concentracdes testadas (40 e 50 mg/mL), enquanto que, para o extrato

neutralizado, isto foi verificado na menor concentracao utilizada (2,5 mg/mL).
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Figura 58. Co-tratamento das células HDFa com diferentes concentragdes de extrato de
P. guajava L. e peroxido de hidrogénio a 7,5 mM (CN: tratamento com meio de
cultura, CP: tratamento com perdxido de hidrogénio a 7,5 mM) (* valores estatisticamente

superiores ao controle positivo - CP (p<0,05)).

100

80

60 —

40 4

% de células viaveis

%

0 T T T T T T T T T T T T T T T
CP CN 2.5 5,0 10 20 40 50

Concentragdo de extrato neutralizado (mg/mL)

Figura 59. Co-tratamento das células HDFa com diferentes concentracdes de extrato
neutralizado de P. guajava L. e peroxido de hidrogénio a 7,5 mM (CN: tratamento com
meio de cultura, CP: tratamento com peréxido de hidrogénio a 7,5 mM) (* valores

estatisticamente superiores ao controle positivo - CP (p<0,05)).
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Os resultados obtidos demonstram que o extrato de Psidium guajava L. é capaz
de promover efeitos quimioprotetores nas trés linhagens celulares testadas, HepG2,
HaCat ¢ HDFa. Entretanto, no caso das células HepG2, o tratamento com
concentragdes baixas realizado previamente ao contato com o agente indutor de danos
oxidativos (peroxido de hidrogénio) foi mais significativo do que o tratamento
concomitante e com concentracdes elevadas. Por outro lado, para as células HaCat, o
resultado mais expressivo foi verificado no tratamento concomitante e em elevadas
concentragdes, que foi capaz de inibir 100% dos danos oxidativos, causados pelo
peroxido de hidrogénio, que promovem redu¢do na viabilidade celular.

No caso das células HDFa s6 foi avaliado o co-tratamento, sendo que o
tratamento com o extrato promoveu efeito quimioprotetor nas maiores concentragdes
testadas, enquanto que o extrato neutralizado promoveu efeito de quimioprevencao na
menor concentragao avaliada.

Apenas com estes resultados ndo ¢ possivel inferir o motivo destas diferencas e
nem a forma como o extrato promove este efeito quimioprotetor; porém, de maneira
simplista, este efeito deve ser atribuido a atividade antioxidante exibida por este
extrato, capaz, portanto, de neutralizar os efeitos oxidativos lesivos do peroxido de
hidrogénio.

Como continuidade destes estudos, os efeitos do extrato de Psidium guajava L.
na indugdo e prevencdo da apoptose celular foram avaliados como uma tentativa de
auxiliarem na elucidagdo do mecanismo de agdo deste extrato no efeito quimioprotetor.

Estes resultados estao descritos a seguir.

6.2.1.4. Avaliacio do potencial antimutagénico

Além da avaliagdo do efeito quimioprotetor, o potencial de inibicao de efeitos
mutagénicos também foi avaliado. Este ensaio teve por objetivo verificar se o extrato de
Psidium guajava L. seria capaz de evitar a ocorréncia de mutagdes no material genético
celular, quando células sdo expostas a agentes ambientais mutagénicos.

O ensaio foi realizado de maneira bastante semelhante ao teste de Ames para
estudo da mutagenicidade diferindo, apenas, na adicdo do agente mutagénico

concomitantemente ao tratamento com o extrato de Psidium guajava L.
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A porcentagem de inibicdo da mutagenicidade foi calculada através da seguinte

equacao:

ne revertentes CP — n® revertentes AMOSTRA
%InM = * 100
n® revertentes CP

Em que n° revertentes CP ¢ nimero de coldnias revertentes obtidas com o
tratamento do controle positivo (agente mutagénico); n° revertentes AMOSTRA ¢

numero de colonias revertentes obtidas com o tratamento da amostra.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 9.

Considerando que porcentagens de inibicdo da mutagenicidade inferiores a 25%
de inibi¢do ndo devem ser consideradas como efeito antimutagénico; entre 25 ¢ 45%, o
efeito antimutagénico ¢ considerado moderado e, acima de 40%, o efeito
antimutagénico ¢ considerado forte (NEGI et al., 2003; LIRA et al., 2008), foi possivel
constatar que o extrato promoveu efeito antimutagénico moderado apenas para o

tratamento da cepa TA100.
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Tabela 9. Atividade antimutagénica, sem ativacao metabolica, expressa pela média e
desvio padrao do numero de colonias revertentes por placa e a porcentagem de inibi¢cdo

da mutagenicidade (%InM) promovida pelo controle positivo.

TA 97a
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrao %InM
CN 117,33 28,04 -
1,595 +CP 830,00 226,12 5,68
3,19+ CP 949,33 164,21 -
6,38 + CP 737,33 186,60 16,21
12,76 + CP 753,33 44,06 14,39
25,52 +CP 954,66 255,36 -
CP 880,00 176,51 -
TA 98
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrao %InM
CN 20,33 2,31 -
15,66 + CP 1925,33 324,40 -
31,325 +CP 1532,67 87,00 -
62,65 +CP 1509,33 340,57 1,22
125,3 + CP 1416,00 159,80 7,33
250,6 + CP 1421,33 140,07 6,98
CP 1528,00 237,72 -
TA 100
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrio %InM
CN 129,00 17,10 -
7,83125 + CP 2024,00 11,31 5,24
15,6625 + CP 2296,00 441,23 -
31,325+ CP 1626,67 339,16 23,84
62,65 +CP 1781,33 275,43 16,60
125,3 + CP 1525,33 245,32 28,59
CP 2136,00 298,15 -
TA 102
Tratamentos (mg/placa) Média Desvio padrio %InM
CN 518,67 43,47 -
7,83125 + CP 2469,33 74,33 -
15,6625 + CP 2914,67 256,66 -
31,325+ CP 2761,33 212,58 -
62,65 + CP 2349,33 325,78 -
125,3 +CP 2557,33 1063,08 -
CP 1765,33 560,59 -

CN: controle negativo
CP: controle positivo

Apesar de em muitos tratamentos a porcentagem de inibicao da mutagenicidade
ter sido inferior a 25%, se associado ao efeito quimioprotetor verificado na prevengao
dos danos causados pelo peréxido de hidrogénio as células HepG2, HaCat e HDFa ¢

possivel que, em usos prolongados do extrato de Psidium guajava L., como na
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utilizacdo preventiva de um fitocosmético, resultados ainda mais promissores sejam
obtidos.

KITTIWANNACHOT et al. (2008) avaliaram o efeito antimutagénico, induzido
por radiagdo UVA e UVB, de extratos vegetais hidroetanolicos. Dentre os extratos
avaliados, estava o extrato das folhas de goiaba. Para isto, uma adaptagdo do teste de
Ames foi empregada. Os resultados demonstraram que o extrato foi capaz de inibir a
mutagdo produzida por estas radiacdes. Considerando que, como citado por
KITTIWANNACHOT et al. (2008), a penetracdo de radiacdo através da pele pode ser
capaz de causar mutagdes génicas, o que se acredita ser um primeiro passo para o
desenvolvimento de cancer, o extrato das folhas de goiabeira poderia agir como
quimioprotetor.

Este resultado, unido aos resultados obtidos no presente estudo, incentiva a
realizacdo de novos ensaios, visando a avaliagdo da prevencdo da mutagenicidade
promovida pela radiacdo ultravioleta com o uso do extrato da fruta de Psidium guajava
L.

Apesar de ter sido verificado efeito antimutagénico fraco (<25%) em algumas
dos tratamentos e moderado (>25%) com um dos tratamentos, resultados mais
promissores eram esperados. Esta expectativa foi baseada nos resultados de
quimioprevencdo e de atividade antioxidante satisfatorios obtidos, que foram
correlacionados com informagdes da literatura, que sugerem que compostos
antioxidantes sdo capazes de inibir mutagdes e cancer, justamente devido a capacidade
de sequestrar radicais livres ou de induzir enzimas antioxidantes (HOCHSTEIN e
ATALLAH, 1988).

Contudo, em outros estudos, como o realizado por NEGI et al. (2003) esta
correlacdo nao foi verificada. Estes autores avaliaram a atividade antioxidante e
antimutagénica de extratos vegetais de roma e notaram que o extrato mais antioxidante
exibiu o menor potencial antimutagénico, enquanto que o extrato menos antioxidante
apresentou maior potencial antimutagénico. Esta comparacdo de atividades demonstra
que, ndo apenas a atividade antioxidante ¢ suficiente para verificacdo de efeitos
antimutagénicos. NEGI et al. (2003) sugere que os diferentes efeitos antimutagénicos
foram devidos a variagdo na composi¢ao de polifendis e outros compostos bioativos.

Outro dado interessante encontrado na literatura ¢ proveniente do trabalho de
BALA e GROVER (1989). Estes autores avaliaram o potencial antimutagénico de

extratos citricos, assim como dos acidos citrico e ascorbico, em cepas de TA100, tendo
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a azida soddica como mutageno. Verificaram que, na concentragdo maxima testada, o
acido ascorbico foi capaz de inibir apenas 13,58% da mutagenicidade, enquanto que,
quando testado na mesma concentragdo, porém com pré-incubacao do mutdgeno com o
acido ascorbico, esta porcentagem de inibicao foi elevada para 73,08%. Possivelmente,
o resultado observado no presente estudo poderia ser melhorado realizando pré-
incubagdes dos mutdgenos com as diferentes massas do extrato de P. guajava L.

O é4cido ascorbico ja foi descrito em outros trabalhos como uma substancia
antimutagénica (SHAMBERGER, 1984; KADA et al., 1986). Talvez, esta seja uma das
substancias que compdem o extrato da goiaba capaz de oferecer o efeito
antimutagénico. KADA et al. (1986) ainda descreve o acido ascorbico como um
desmutageno, ou seja, uma substancia capaz de inibir a agdo de mutdgenos oxidantes,
como epodxidos € compostos nitro.

Nao sdo encontrados estudos na literatura sobre o efeito antimutagénico de
extratos da fruta de Psidium guajava L. Sao encontrados estudos realizados com outras
partes da planta, como folhas e galhos. O efeito antimutagénico em cepas de TA100 foi,
em 2013, descrito por KANG et al., que avaliou o extrato dos galhos de Psidium
guajava L. Estes autores verificaram o maximo de 78% de inibi¢cdo da mutagenicidade

em cepas de TA100, promovidas pela 2-antramina, com ativagdo metabdlica.

6.2.1.5. Analise da atividade antioxidante pelo método da enzima

superoxido dismutase (SOD-like activity)

Este ensaio ¢ utilizado para determinacdo da atividade antioxidante de
substancias. Primordialmente, ¢ um método empregado para a determinagdo da
atividade da enzima superdxido dismutase (SOD), uma das mais importantes enzimas
antioxidantes, capaz de transformar os ions superoxido em oxigénio molecular e
peréxido de hidrogénio, que ¢ convertido pela enzima catalase em oxigénio e agua
(UKEDA et al., 1999).

Desta forma, este ensaio permite a determinagdo da atividade também de
materiais semelhantes & SOD (SOD-like materials), ou seja, capazes de sequestrarem o
anion superdxido e de impedir a formagdo dos cristais de formazana de WST-1,
reduzindo a coloragdo observada e, portanto, a absorbancia da reagdo colorimétrica

(UKEDA et al., 1999).
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Através dos valores de absorbancia mensurados apos a reagao entre as diferentes
concentragdes do extrato de Psidium guajava L., solucdo de xantina oxidase (capaz de
gerar a formacdo de anions superoxido) e WST (sal transformado em cristal de
formazana colorido, soluvel em agua, apos reagdo com anions superoxido), foram
calculadas as porcentagens de inibi¢ao da formagao do cristal de formazana em relagao
as diferentes concentracdes do extrato.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 60. Como pode ser notado,
concentragdes crescentes do extrato promoveram porcentagens de inibicdo maiores do
cristal de formazana. Isto demonstra que o extrato de P. guajava L. é capaz de agir
como a importante enzima antioxidante, superdxido dismutase.

Além disso, foi possivel calcular, através do ajuste da curva a um modelo
polinomial, o valor do ICs. Foi constatado que a concentragao de extrato de P. guajava
L. necesséria para inibir a formacdo de 50% dos cristais de formazana de WST-1, ou
seja, para inibir a formagdo de 50% dos anions superoxido ¢ de 0,1904 + 0,0039

mg/mL.
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Figura 600. Porcentagem de inibicao da formacao dos cristais de formazana de WST-1

por diferentes concentragdes do extrato de Psidium guajava L.

Este valor ¢ ainda menor que o obtido para o ensaio com o radical DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl), em que 0,29056 mg/mL do extrato de Psidium guajava L.
foram requeridos para inibir 50% destes radicais livres em solu¢do (CHIARI et al.,

2012b).
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6.2.1.6. Analise da producio de colageno em células HDFa

Os fibroblastos sao uma linhagem celular que se encontra na derme, capazes de
produzir diferentes proteinas da matriz extracelular, como ¢ o caso do colageno. Estas
proteinas apresentam funcdo de oferecer sustentacdo e elasticidade a pele e estdo em
menor quantidade na pele envelhecida e danificada por fatores exdgenos, como o sol.

E sabido que a radiagdo proveniente do sol ¢ capaz de inibir a proliferagio
normal dos fibroblatos, além de estimular a expressao de metaloproteinases de matriz, o
que estimula a degradagdo do colageno. Estes efeitos tém sido considerados como os
responsaveis pela inducdo do envelhecimento precoce da pele pela radiagio UVB
(YAMAUCHI et al, 1988; CHUNG et al., 2001; MENTER et al., 2003;
WIROHADIDJOJO et al., 2012).

Desta forma, fibroblastos da linhagem HDFa foram escolhidos para este estudo,
com o intuito de verificar o efeito do tratamento com o extrato de Psidium guajava L.
na inducdo da producdo de coldgeno, como uma alternativa a melhoria do aspecto da
pele envelhecida, inclusive pelo sol, em que hé caréncia destas fibras.

A curva analitica utilizada para a determinacdo das concentracdes de colageno

tipo I produzidas pelos fibroblastos esta apresentada na Figura 61.

37 y = 0,00448x + 0,09313

R=0,9916
3,04 n

2,5

Absorbéncia (550 nm)

T T T T T T T T T T T T
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Concentragdo de colageno (ug/mL)

Figura 611. Curva analitica da concentracao de coldgeno (ng/mL) versus a absorbancia

(550 nm).
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O tratamento, mais uma vez, foi realizado com o extrato e com o extrato
neutralizado de Psidium guajava L., na tentativa de identificar algum prejuizo as
atividades do extrato devido ao processo de neutralizagdo.

Tanto o tratamento com o extrato quanto com o extrato neutralizado
promoveram incremento na concentracao de colageno produzido pelas células HDFa
(Figuras 62 e 63), o que indica o extrato de Psidium guajava L. como uma alternativa
para inducdo da biossintese de coldgeno na derme. Para ambos os tratamentos, a
inducdo foi marcante em concentracdes superiores a 10 mg/mL, mas, no caso do extrato
ndo neutralizado, diferenca estatisticamente significativa ja foi observada desde o

tratamento a 5 mg/mL.

acdo de colageno (pg/mL)

Concentr:

Figura 62. Producdo de colageno em células HDFa apods tratamento com extrato de
Psidium guajava L. (andlise estatistica dos tratamentos em relagdo ao controle negativo

- CN) (*" letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05)).
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Figura 63. Produ¢do de colageno em células HDFa apos tratamento com extrato
neutralizado de Psidium guajava L. (andlise estatistica dos tratamentos em relacdo ao

controle negativo - CN) (*" letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05)).

Também foi avaliado o perfil de produgdo de colageno por estes fibroblastos
tratados com diferentes concentracdes do perdxido de hidrogénio (Figura 64). Apesar de
ter sido notada redug@o na concentragdo de colageno produzida em relagdo ao controle
negativo, os valores ndo se mostraram significativamente diferentes, de acordo com a
analise estatistica. Isto provavelmente ocorreu devido ao desvio padrio elevado

observado entre as repeti¢cdes do experimento.
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Figura 64. Produgdo de colageno em células HDFa apds tratamento com peréxido de
hidrogénio (andlise estatistica dos tratamentos em relagdo ao controle negativo - CN) (*

letras iguais indicam valores estatisticamente iguais (p<0,05)).

6.2.2. Estudos de eficacia in vivo

6.2.2.1 Analises histopatologicas

As Figuras de 65 a 69 sdo imagens representativas das biopsias coradas com

Tricromio de Masson.
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Figura 65. Fotomicrografia de corte histologico corado com tricromio de Masson de

bidpsia de pele sem tratamento (controle negativo) (aumento de 200 vezes).

Figura 66. Fotomicrografia de corte histolégico corado com tricromio de Masson de

biopsia de pele tratada com o creme base (aumento de 200 vezes).
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Figura 67. Fotomicrografia de corte histologico corado com tricromio de Masson de

bidpsia de pele tratada com o fitocosmético (aumento de 200 vezes).

b ' A‘—-JA -

Figura 68. Fotomicrografia de corte histolégico corado com tricromio de Masson de

bidpsia de pele tratada com creme contendo 5% de peroxido de hidrogénio (aumento de

200 vezes).
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Figura 69. Fotomicrografia de corte histologico corado com tricromio de Masson de
bidpsia de pele tratada alternadamente com fitocosmético e creme contendo 5% de

perdxido de hidrogénio (aumento de 200 vezes).

A andlise das fotomicrografias revelam resultados bastante semelhantes aos
verificados na coloragdo com hematoxilina-eosina, em relagdo a espessura da epiderme,
presenga de células inflamatorias e vasos sanguineos, confirmando os resultados
anteriormente descritos. Contudo, o interesse na analise com este tipo de coloragdo ¢ a
verificagdo das fibras colagenas, identificadas nas bidpsias pela coloragdao azul intenso.

O resultado mais marcante observado ¢ a rarefacdo das fibras coldgenas no
tratamento com o creme contendo 5% de peroxido de hidrogénio (Figura 68) e a
redugdo desta rarefagdo, quando o tratamento com o creme contendo peroxido de
hidrogénio ¢ alternado com o tratamento com o fitocosmético (Figura 69). Isto
demonstra a capacidade de preven¢ao dos efeitos deletérios do perdxido de hidrogénio,
nas fibras colagenas da derme, por meio da ag¢ao do extrato.

Nesse sentido, também pode ser notado que entre o controle negativo (biopsias
sem tratamento), o tratamento com o creme base e com o fitocosmético, hd pouca
diferenca em relacdo a densidade de fibras coldgenas. Visualmente, é possivel inferir

que, talvez, o fitocosmético tenha promovido estimulo a biossintese destas fibras devido
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a presenga de menos espagos vazios na bidpsia, o que indicaria maior densidade de
fibras; contudo, na analise estereométrica, este resultado nao se confirmou.

Mais uma vez, a analise foi realizada com o auxilio da régua quadriculada, com
a contagem das estruturas existentes sob os 100 pontos de intersec¢do da régua
(estereometria) e os resultados desta contagem estdo apresentados nas Figuras 70 ¢ 71.

A estereometria das laminas coradas com tricromio de Masson revelou que,
apesar das variacdes existentes entre os animais, de maneira geral, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre a porcentagem de fibras colagenas verificadas nas
areas de pele que ndo receberam tratamento, nas tratadas com o creme base ¢ tratadas
com o fitocosmético (Figura 69). Entretanto, ¢ possivel notar uma tendéncia de aumento
na porcentagem de fibras colagenas nas areas tratadas com o fitocosmético, o que fica
claro no animal 1.

Contudo, o resultado mais expressivo e de grande importancia verificado foi
que, claramente, o peroxido de hidrogénio promoveu rarefacdo das fibras coldgenas e

este efeito foi evitado no tratamento alternado com o fitocosmético.
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Figura 70. Porcentagem de fibras coldgenas verificadas nas bidpsias de pele sem

tratamento (Controle negativo), tratadas com o creme base, com o fitocosmético, com o

peroxido de hidrogénio (H,O,) e alternadas entre o fitocosmético e o perdxido de

idrogénio, em cada um dos animais avaliados (**“¢ letras diferentes indicam valores
hid , d d liados (** letras diferent d 1

estatisticamente diferentes (p<0,05)).

Este resultado fica ainda mais claro quando se observa o grafico da Figura 71,

em que esta apresentada a média de todos os animais para cada tratamento.
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Figura 71. Porcentagem média de fibras colagenas verificadas nas bidpsias de pele sem
tratamento (Controle negativo), tratadas com o creme base, com o fitocosmético, com o
peroxido de hidrogénio (H,O,) e alternadas entre o fitocosmético e o perdxido de

hidrogénio (*" letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05)).

Diversas hipoteses podem ser sugeridas para explicar o efeito de reducdo da
rarefacdo das fibras colagenas, causado pelo perdxido de hidrogénio. Uma delas poderia
ser o fato de o extrato de Psidium guajava L., por ser antioxidante, ter neutralizado o
efeito oxidativo do peroxido de hidrogénio, impedindo a degradacdo das fibras de
colageno ja existentes na derme (HAWKINS e DAVIES, 1997). Outra possibilidade
seria o fato de o extrato de Psidium guajava L. ser capaz de estimular a biossintese de
colageno, como sugerido através dos resultados do animal 1 e das fotomicrografias,
verificado nos resultados da quantificacdo da biossintese de coldgeno em células HDFa
tratadas com o extrato e quantificado na estereometria das laminas coradas com
hematoxilina-eosina. Neste caso, apesar de ocorrer a degradagdo do colageno pelo
peroxido de hidrogénio, simultaneamente pode ter havido estimulo a sua biossintese,
fazendo com que a rarefagdo das fibras ndo fosse observada. Ainda ¢ possivel que os
dois mecanismos tenham ocorrido simultaneamente.

Unindo os resultados da andlise histopatologica das bidpsias de pele tratadas
com creme contendo 5% de perdxido de hidrogénio com os resultados do tratamento
das células HDFa, ¢ possivel sugerir que o peroxido de hidrogénio ndao promova

influéncias diretas na producao do coldgeno mas, sim, na sua degradagdo apds sua
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biossintese. Estudos demonstram que espécies oxidantes sdo capazes de degradar o
colageno (HAWKINS e DAVIES, 1997). Desta forma, provavelmente, o tratamento de
apenas 24 horas realizado nas células HDFa ndo tenha sido suficiente para promover

este efeito de degradagao das fibras.

6.3. Estudos das respostas celulares frente ao tratamento com o extrato de Psidium

guajava L.

6.3.1. Avaliacao do perfil de producao de TGF-p1

“Citocinas sdo moléculas proteicas, glicosiladas ou ndo, que enviam diversos
sinais estimulatorios, modulatorios ou mesmo inibitorios para as diferentes células do
sistema imunoldgico. Tém fun¢do autdcrina agindo na préopria célula produtora,
paracrina atuando em células préximas e enddcrina quando sua agdo é a distancia”
(VARELLA ¢ FORTE, 2001).

Neste trabalho foi avaliada a expressao de citocinas TGF-f1 em células HepG2 e
HaCat.

O TGF-B ou Tranforming Growth Factor B € uma citocina com diversas
fungdes, capaz de regular uma variedade de eventos em células e tecidos. Dentre os
eventos regulados por TGF- B podem ser citados: proliferacao, diferenciagdo e migragao
celular, angiogénese, inflamagdo e resposta imune, eventos estes que sdo regulados de
maneiras diferenciadas dependendo das células alvo que estdo sob seu controle
(DERYNCK, 1994; HAN et al., 2013).

Esta citocina apresenta trés isoformas, sendo que o TGF-B1 ¢ a predominante na
maioria dos tecidos, inclusive na pele (HAN et al., 2013).

Nas células predominantes na pele, queratindcitos e fibroblastos, o TGF-  exibe
efeitos diversos. Nos queratinocitos promove inibicdo da proliferacdao, enquanto que,
nos fibroblastos, o efeito promovido ¢ o estimulo a proliferacio (DERYNCK, 1994;
HAN et al., 2013).

Nas células epiteliais, portanto em queratindcitos, o TGF-f3 promove o bloqueio
na fase G1 do ciclo celular, promovendo inibi¢do do crescimento, como foi comprovado
por HANNON e BEACH (1994) em cé¢lulas HaCat (DERYNCK, 1994).

Em fibroblastos, o TGF-f induz a expressdo de fatores de crescimento

endogenos, como o PDGF (platelet-derived growth factor) e o EGF (epidermal growth
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factor). Desta forma, induz a sintese de proteinas de matriz celular, como ¢ o caso do
colageno (DERYNCK, 1994).

E sabido também que o TGF-p promove influéncias sobre células do sistema
imunologico, como linfocitos, macréfagos e células dendriticas, sendo que este fato tem
recebido atenc¢dao por ser uma forma de permitir o estudo de doengas em modelos
experimentais (LETTERIO e ROBERTS, 1998).

No presente estudo, uma curva analitica foi preparada, a partir do mesmo
procedimento realizado no tratamento das células, para verificagdo da absorbancia
emitida por diferentes concentra¢des de TGF-B1 (Figura 72).

A regressdo linear da curva obtida demonstrou que o valor de R foi superior a
0,99 e que, através da equacdo y = 0,0002x + 0,0906 ¢ possivel calcular a concentragdo
de TGF-B1 produzida pelas células HepG2 e HaCat apos tratamento com o extrato de P.
guajava L.

] y=0,0002x + 0,0906
144 R=0,99

Absorbancia (450 nm)

0,0 . r . r . r . r
0 2000 4000 6000 8000

Concentragdo de TGF-B1 (pg/mL)

Figura 622. Curva analitica da absorbancia a 450 nm versus a concentracdo de TGF-p1

(pg/mL).

Os resultados obtidos demonstraram que, no tratamento das células HepG2, em
concentragdes nao citotoxicas (5 mg/mL) do extrato de Psidium guajava L., a expressao
da citocina foi estatisticamente igual a expressdo basal (CN- controle negativo), mas
que, quando houve o aumento destas concentragdes, atingindo concentragdes que

promovem de 50% ou mais de redugao da viabilidade celular, a concentracdo de TGF-
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B1 diminuiu, igualando-se a concentragdo produzida no tratamento com concentragdes

citotoxicas (ICso) de peroxido de hidrogénio (CP) (Figura 73).
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Figura 633. Expressdo de TGF-B1 em células HepG?2 tratadas com o extrato de P.

guajava L (*" letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05)).

De maneira interessante, quando o tratamento foi realizado com o extrato

neutralizado, os resultados foram divergentes do anterior. No tratamento das células

HepG2, em concentracdes ndo citotoxicas (5 mg/mL) do extrato neutralizado de

Psidium guajava L. a expressdo da citocina foi estatisticamente inferior a expressao

basal (CN- controle negativo) e igual ao CP mas, quando houve o aumento destas

concentragdes, atingindo concentragdes que promovem de 50% ou mais de reducao da

viabilidade celular, a concentragdo de TGF-B1 aumentou, igualando-se novamente a

concentragdo produzida no CN (Figura 74).
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Figura 644. Expressio de TGF-Bl em células HepG2 tratadas com o extrato

neutralizado de P. guajava L (*" letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes

(p<0,05)).

No caso do tratamento das células HaCat (Figuras 75 e 76), os resultados foram
muito semelhantes aos obtidos nos tratamentos das células HepG2. A concentragdo ndo
citotoxica do extrato (5 mg/mL) manteve a expressao basal da citocina, que diminuiu
com o aumento da concentragcdo de extrato (25 ¢ 30 mg/mL), tornando-se citotdxica,
assim como no tratamento com o peréxido de hidrogénio (CP) e reduzindo os niveis de

expressao desta citocina.
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Figura 75. Expressao de TGF-f1 em células HaCat tratadas com o extrato de P.

guajava L (*" letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05)).
Contudo, no tratamento das células HaCat com o extrato neutralizado (Figura

76), o perfil foi diferenciado, demonstrando que a neutralizagdo do extrato promoveu

altera¢des em seu comportamento, em relagdo a expressao de citocinas.
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Figura 76. Expressdao de TGF-B1 em células HaCat tratadas com o extrato neutralizado

de P. guajava L (a’b letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05)).

Apesar de dados da literatura demonstrarem que o TGF-B1 esta correlacionado
com a proliferacdo de queratindcitos (inibicdo) e de fibroblastos (estimulagdo), no
presente estudo ndo foi possivel encontrar uma correlagdo entre a expressao de TGF- B1
e o estimulo causado a producdo de coldgeno promovido pelo extrato de Psidium
guajava L., que foi verificado no tratamento das células HDFa seguida de coloragdo
com o corante vermelho Sirius, porque a producdo basal (CN) de TGF- Bl ndo foi
ultrapassada (superexpressdao) com nenhum dos tratamentos realizados neste estudo, ou
seja, foram mantidas em concentracao igual ou menor ao controle negativo e, portanto,
ndo promoveriam diferenca significativa a proliferagdo de fibroblastos ou sintese de
coladgeno, em relagao ao controle negativo.

Além disso, neste mesmo experimento realizado com as células HDFa para
verificacdo do estimulo a produgdo de coldgeno, nao foi notada diferenga significativa
entre efeito promovido pelo tratamento com o extrato neutralizado e com o extrato ndo
neutralizado. J& no estudo da expressao de TGF- B1, os tratamentos com o extrato
neutralizado e ndo neutralizado promoveram respostas diferenciadas; portanto, mais um
indicativo de que a expressao de TGF- Bl ndo estd correlacionada ao estimulo a

producao de colageno pelo extrato de P. guajava L.
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O que se pode inferir com estes resultados ¢ que a subexpressao de TGF-B1,
verificada no CP (tratamento com peroxido de hidrogénio), pode ter promovido a
reducdo na proliferagdo dos fibroblastos e, portanto, da biossintese de colageno,
verificado nos tratamentos in vivo, porque, como ja afirmado, esta citocina estimula a
proliferacao de fibroblastos e, estando em concentragdes inferiores as basais, este
estimulo seria prejudicado.

Entretanto, o mesmo aconteceu com o tratamento com concentracdes ndo-
citotoxicas do extrato neutralizado, ou seja, houve reducdo na expressdo de TGF- B1
com concentragdes deste extrato que ndo promovem morte celular (5 mg/mL) e que,
portanto, sdo concentragdes proximas a concentragao utilizada no fitocosmético. Desta
forma, estes resultados permitem sugerir que, o efeito de redugdo da rarefacao das fibras
colagenas, verificadas no tratamento alternado com o creme contendo o peroxido de
hidrogénio e o fitocosmético, pode ter ocorrido devido a reacdo quimica de
neutralizagdo desta substincia oxidante (perdxido de hidrogénio) com o composto
antioxidante (extrato de Psidium guajava L.) e ndo devido a um estimulo de
proliferacdo dos fibroblastos, ja que a concentragdo de TGF- 1 ndo foi aumentada com
o tratamento com extrato.

Ainda, comparando os resultados obtidos nos ensaios realizados neste trabalho
entre os tratamentos com o extrato e com o extrato neutralizado, na maioria das vezes,
ndo foi verificada diferenca significativa entre eles. Entretanto, o perfil de expressao de
TGF- B1 apresenta uma vantagem do extrato ndo neutralizado, que ndo promove
redugdo na expressao desta citocina em concentragdes nao citotoxicas, sugerindo que,
talvez seja mais promissor o uso do extrato ndo-neutralizado do que do extrato
neutralizado.

Em relacdo a utiliza¢do destes dados como parametro de andlise de irritagdo in
vitro, os resultados ndo puderam ser correlacionados com os resultados obtidos in vivo.
Para obter resultados mais claros a este respeito, seria interessante unir dados de
expressdo de outras citocinas, como o INF-y, uma citocina pro-inflamatoria,

diferentemente da TGF-B1 que exibe efeitos anti-inflamatorios.
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6.3.2. Analise do perfil de despolarizacio de membrana mitocondrial

(indicativo de apoptose)

A apoptose ¢ uma forma altamente regulada de morte celular programada,
observada em resposta a numerosos estimulos (BRAS et al., 2005). E caracterizada por
alteragdes no citoesqueleto que induzem contragdo celular, sem perda de integridade da
membrana e sem resposta inflamatoria (YASUHARA et al., 2003). Pode ser dividida
em trés fases: de iniciagdo, efetora e de degradacdo. A fase de iniciagdo ¢ altamente
dependente do tipo de estimulo apoptdtico recebido pela célula (por exemplo, estresse
oxidativo, erros no DNA, desbalanco i6nico e presenga de citocinas). A primeira fase
pode influenciar a eficacia das fases seguintes (efetora e de degradacdo) (SUN et al.,
2005). A fase efetora ¢ constituida da ativacdo de proteases, nucleases ¢ de outros
intermediarios participantes. As caracteristicas ultraestruturais tipicas da apoptose, tais
como diminui¢ao do volume celular, condensagao da cromatina, cariorrexe € eventuais
brotamentos nas membranas formando corpos apoptdticos, sdo resultantes dos eventos
ocorridos nas fases efetora e de degradagdao (HAIL et al., 2006).

Assim, quando ocorrem danos no DNA, mecanismos bioquimicos capazes de
reparar tais lesdes sdo desencadeados nas células. Para que tal processo ocorra, €
necessario que a célula pare o ciclo celular, a fim de ndo perpetuar a mutagao, acione o
sistema de reparo e, caso ocorram falhas nesses processos, promova a morte da célula
(MARTINEZ et al., 2006).

Ha duas vias principais de regulacdo da apoptose: 1) apoptose mediada por
receptores de morte (TNF, TNFR1, TRAMP, TRAIL e de Fas) presentes na membrana
plasmatica, denominada via extrinseca e 2) apoptose mediada pela mitocondria e
denominada via intrinseca (HAJRA e LIU, 2004; HAIL et al., 2006). Ambas as vias sao
reguladas por caspases, que pertencem a familia de diversas proteinas com fungao de
cisteino-proteases. As caspases estdo presentes constitutivamente na maioria das células
de mamiferos e se localizam no citosol como proenzimas e, quando ativadas, sofrem
clivagem em cisteinas localizadas proximas aos residuos de acido aspartico (GARRIDO
e KROEMER, 2004; LAUNA et al., 2005; HAIL et al., 2006). Ja foram caracterizadas
mais de doze isoformas de caspases e, aproximadamente, dois ter¢os destas enzimas
apresentam fun¢ao no processo de apoptose. Dois tipos de caspases atuam nas vias de
sinalizagdo para apoptose € sdo denominadas de iniciadoras (caspases 8, 9 e 10) e

efetoras ou executoras (caspases 3, 6 ¢ 7) (THORNBERRY e LAZEBNIK, 1998).
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Estudos relatados na literatura demonstram que farmacos e compostos naturais
podem inibir sinais de apoptose induzidos por peréxido de hidrogénio (CHANG et al.,
2003), bem como diminuir a expressao de marcadores de apoptose como p53, bcl-2 e
caspases em tecido epitelial submetido a irradiagdo ultravioleta (KIM et al., 2005) ou do
estresse oxidativo promovido pelo tabaco (BAGCHI et al., 2002). O tratamento de
queratindcitos com fiarmacos suprime a apoptose induzida por radiacdo ultravioleta,
impedindo a diferencia¢do, aumentando a viabilidade celular ou aumentando o potencial
proliferativo de queratindcitos (LEWIS et al., 2003).

Dessa forma, no presente estudo, foi avaliada a capacidade do extrato de P.
guajava L. proteger as células dos processos apoptoticos frente a indugdo de apoptose
pelo tratamento com peréxido de hidrogénio. Como concentragdo indutora da apoptose,
pelo perdxido de hidrogénio, foram utilizadas as concentracdes determinadas no estudo
de citotoxicidade, sendo entdo utilizada a concentragdo capaz de reduzir 50% da
viabilidade celular de cada uma das linhagens (ICsp). As concentragdes escolhidas do
extrato foram: uma nao citotoxica para todas as linhagens celulares avaliadas (5 mg/mL)
e a concentracdo do ICsy também determinada pelo estudo de citotoxidade. A
capacidade destas concentragdes do extrato em induzirem a apoptose foi avaliada, além
destas concentragdes combinadas ao peroxido de hidrogénio, para verificar se ha algum
efeito de prevencao da apoptose induzida por esta substincia.

Para este estudo, foi considerada uma caracteristica apoptotica dos vertebrados
superiores, que ¢ a redu¢do do potencial transmembrana mitocondrial (KROEMER et
al., 1997), que pode ser avaliado através da citometria de fluxo, com a utilizagdo de
sondas  fluorescentes, como sondas 5,5°,6,6’-tetraclorol,1°,3,3’-iodeto  de
tetraetilbenzimidazolcarbocianina (JC-1) (COSSARIZZA et al., 1993; KULKARNI et
al., 1998).

O JC-1 ¢ um fluorocromo lipofilico usado para avaliar o estado do potencial de
membrana. A emissdao do espectro de fluorescéncia do JC-1 ¢ dependente de sua
concentragdo que, por sua vez, ¢ determinada pelo estado do potencial de membrana.
JC-1 pode existir em dois estados, na forma de agregados ou mondmeros, cada qual
com um diferente espectro de emissdo. JC-1 forma mondmeros em baixas
concentracdes do corante e forma agregados em altas concentragdes. Quando células
vivas sao incubadas com JC-1, ha penetracdo na membrana plasmatica das células como
mondmeros. A entrada do JC-1 na mitocOndria ¢ controlada pelo potencial de

membrana. O potencial de membrana da mitocondria saudavel ¢ polarizado e JC-1
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rapidamente ocupa essa mitocondria. Isso aumenta o gradiente de concentragdo de JC-1
levando a formacao de agregados dentro da mitocondria. Agregados JC-1 apresentam
um espectro vermelho, resultando em maiores niveis de emissdo de fluorescéncia
vermelha (BD™ MitoScreen, BD Biosciences).

JC-1 ndo se acumula na mitocondria com potencial de membrana despolarizado
e permanece no citoplasma como monomero. Estes monomeros ndo t€ém o espectro
vermelho e, consequentemente, tem baixa fluorescéncia. A formagao dos agregados de
JC-1 ¢ reversivel. Portanto, na mitocondria sofrendo uma transi¢do do potencial de
membrana polarizado para despolarizado (devido a apoptose ou outros eventos
fisiologicos), o JC-1 sai da mitocondria para o citoplasma como monomero, resultando
em diminuicdo da fluorescéncia vermelha (BD™ MitoScreen, BD Biosciences).

Desta forma, foram obtidos os seguintes resultados:
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Figura 77. Perfil de emissdo de fluorescéncia por células HepG2 tratadas com o corante

JC-1.
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Figura 78. Perfil de emissao de fluorescéncia por células HaCat tratadas com o corante

JC-1.
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Figura 79. Perfil de emissao de fluorescéncia por células HDFa tratadas com o corante

JC-1.

Através dos graficos apresentados nas Figuras 77, 78 e 79 e com o auxilio do
software do equipamento FACSDiva, as populagdes presentes em cada quadrante de

interesse foram determinadas (Tabelas 10 a 12). Células que emitiram fluorescéncia
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com comprimento de onda detectado no quadrante Q2 foram consideradas células
vidveis, células que emitiram fluorescéncia detectada no quadrante Q4 foram
consideradas células apoptoticas e células que emitiram fluorescéncia detectada nos
quadrantes Q1 e Q3 foram denominadas de células de populacdo distinta, sendo que
podem representar células necrosadas ou debris celulares.

Nos tratamentos realizados em culturas de células HepG2 (Tabela 10), foi
possivel notar que o tratamento concomitante com perdxido de hidrogénio e a
concentragdo do ICsy de extrato de Psidium guajava L. (ICsy Ext./ H,0O,) promoveu
discreto aumento na porcentagem de células normais em relagdo ao tratamento apenas
com o peroxido de hidrogénio (H,O;) (de 40 para 47,9%) reduzindo, também, a
porcentagem de células em apoptose (47,3 para 43,8).

No caso do tratamento com concentracdo nao citotoxica de extrato de Psidium
guajava L., juntamente com o peroxido de hidrogénio (Ext. ndo citotox./H,O,), este
efeito ndo foi observado, havendo, inclusive, aumento de 5% na populagdo de células
em apoptose.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados de quimioprevencao, em que
os tratamentos das células HepG2 com extrato de Psidium guajava L.
concomitantemente com o peroxido de hidrogénio ndo promoveram prevengdo da
apoptose. Resultados expressivos de quimioprevencdo foram verificados no pré-
tratamento das células HepG2, sendo que, provavelmente, se a taxa de apoptose destas
células fosse verificada apos tratamento prévio com o extrato de P. guajava L., poderia

ser observada a redu¢do na populagdo apoptotica.

Tabela 10. Porcentagem de células HepG2 (normais, em apoptose ou populacio

distinta) apds tratamentos com peroxido de hidrogénio e extrato de Psidium guajava L.

Células em Populacio
HepG2 C€lulas normais apoptose distinta
CN 74,3 17,1 8,6
H,0, 40 47,3 12,7
1Csy Ext. 35,7 31,6 32,7
1C59 Ext./ H,0, 47,9 43,8 8,3
Ext._ndo citotox. 50,6 32,6 16,8
Ext._nao citotox./H,0; 32,3 52,3 15,4
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No tratamento das células HaCat (Tabela 11), o tratamento concomitante da
concentragdo de ICsy do extrato associada com o peréxido de hidrogénio (ICso Ext. /
H,0,) nitidamente promoveu prevengao da morte celular mediada por dano produzido
por perdxido de hidrogénio. Isto porque, apds o tratamento apenas com o peroxido de
hidrogénio (H,0O,), foi detectada uma populacdo com 25,7% de células normais
(vidveis) que passou a ser de 56,1% com o tratamento concomitante com o extrato,
demonstrando redugdo de, aproximadamente, 50% na morte celular. A populagdo de
células distintas, que pode ser representada por debris celulares e células necroéticas, foi
alterada de 48,3% para 6,2%. Entretanto, a populagdo de células em apoptose foi maior
no tratamento concomitante do peréxido com o extrato (37,7%) do que s6 com o
peroxido de hidrogénio (26%).

Este dado pode auxiliar a elucidar o mecanismo de morte celular provocada pelo
perdxido de hidrogénio em células HepG2 e HaCat. Nas células HepG2 pode ser
verificado que, a concentracdo de perdxido de hidrogénio que deveria reduzir 50% da
viabilidade celular, promove a determinacdo de uma populagdo de 47,3% de células
apoptoticas, sugerindo que o mecanismo principal de morte celular seja a apoptose. No
caso das células HaCat, pode ser verificado que uma populacdo em torno de 50%
(48,3%) de uma populagdo celular distinta, que pode ser representada por células
necroticas ou debris celulares, indicando, provavelmente, que o peroxido de hidrogénio,
em cé¢lulas HaCat, ndo provoca a morte celular por apoptose mas, sim, por necrose.

No caso do tratamento concomitante das células HaCat com concentragdes nao
citotoxicas de extrato e com o peroxido de hidrogénio, ndo foi verificado aumento na
viabilidade celular em relag@o ao tratamento com o peréxido de hidrogénio apenas.

Mais uma vez estes resultados corroboram com o estudo de quimioprevencao.
Na avaliagdo da quimioprevencdo, a concentragdo de 25 mg/mL (definida como a
concentracdo do ICsy nos estudos de citotoxicidade) promoveram duplicagao da
viabilidade celular em relacdo ao controle positivo (peréxido de hidrogénio), assim

como verificado nos estudos de apoptose.
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Tabela 11. Porcentagem de células HaCat (normais, em apoptose ou populagao distinta)

apos tratamentos com peroxido de hidrogénio e extrato de Psidium guajava L.

Células em Populacao
HaCat C€lulas normais apoptose distinta
CN 75,2 22,6 2,2
H,0, 25,7 26 48,3
ICsy Ext. 50,4 35,1 14,5
ICsy Ext. / H,0, 56,1 37,7 6,2
Ext._ndo citotox. 60,1 31,7 8.2
Ext._ndo citotox./ H,O; 31,5 23,1 454

No caso do tratamento das células HDFa (Tabela 12), como era de se esperar, o
peréxido de hidrogénio (H,O,) promoveu aumento na porcentagem de células em
apoptose em rela¢do ao controle negativo (CN), mas os tratamentos concomitantes com
o extrato ndo foram capazes de reduzir esta porcentagem. Contudo, o que pode ser
verificado ¢ uma reducdo da populacdo distinta de células, indicando que o extrato, em
concentragoes elevadas (ICsy do estudo de citotoxicidade = 25 mg/mL), pode reduzir a
populagdo de células necroticas. Comparando com os resultados de quimioprevencao, as
concentragdes mais elevadas testadas (40 e 50 mg/mL) foram capazes de reduzir a
porcentagem de células mortas com o tratamento concomitante com o extrato de
Psidium guajava L.

Estes resultados também auxiliam na elucidagao do estimulo de morte produzido
pelo peroxido de hidrogénio nas células HDFa. A concentragdo de perdxido de
hidrogénio que promove redu¢do de 50% da viabilidade destas células (ICsp = 7,5 mM)

promoveu a inducao do estimulo apoptdtico em 51,5% das células tratadas.
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Tabela 12. Porcentagem de células HDFa (normais, em apoptose ou populagao distinta)

apos tratamentos com peroxido de hidrogénio e extrato de Psidium guajava L.

Células normais Células em Populacio
HDFa apoptose distinta
CN 39,2 23,7 37,1
H,0, 33,4 51,5 15,1
ICs¢ Ext. 16,1 70,7 13,2
ICs¢ Ext./ H,0O, 11,3 83,6 5,1
Ext._nio citotox. 50,5 40,3 9,2
Ext. nio citotox./H,0, 28.6 58,1 13,3

Diversos efeitos benéficos do uso do extrato de Psidium guajava L. para a
prevencao do envelhecimento cutidneo e, até mesmo, para a melhoria do aspecto das
peles fotoenvelhecidas foram descritos neste trabalho. Em diversos momentos, este
composto ativo foi comparado aos derivados da vitamina A, cujos efeitos benéficos para
a pele sdo indiscutiveis. Assim, a vantagem em utilizar este extrato vegetal em
substituicdo ao uso dos derivados da vitamina A estd, principalmente, na maior
seguranca oferecida pelo extrato de Psidium guajava L.

De acordo com os estudos realizados, o extrato de Psidium guajava L. s6 €
citotoxico em concentragdes bastante elevadas, com uma margem de seguranca
satisfatoria se comparado a sua concentragdo ativa. Nas concentragdes sugeridas para
efeito cosmético, o extrato vegetal ndo ¢ mutagénico e ndo causou irritacdo dérmica,
ocular e nem mesmo comedogenicidade, quando aplicado em coelhos. Em
contrapartida, a vitamina A e seus derivados ¢ reconhecidamente teratogénica, podendo
causar malformagoes fetais se gestantes utilizarem estas substancias (NAU et al., 1994).

Reconhecendo os efeitos benéficos dos derivados da vitamina A e, considerando
que seu uso deve ser realizado com cautela, a ANVISA emitiu parecer técnico
indicando as regras para uso destas substancias e classificando os produtos que os
contém como grau de risco 2 (PARECER TECNICO n° 4, 2010).

Considerando os efeitos benéficos que podem ser obtidos com o uso topico do
extrato de Psidium guajava L. incorporado a um fitocosmético, nosso grupo de pesquisa
pretende continuar o estudo deste composto ativo por meio do estudo clinico a ser
realizado em voluntarios. Estes estudos, além de serem uteis para a comprovacao do
potencial nado-irritante do fitocosmético, auxiliardo na comprovagao de efeitos como a

melhoria no aspecto da pele envelhecida, o aumento na elasticidade e no preenchimento
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de rugas, o clareamento de maculas formadas devido ao processo de
fotoenvelhecimento. Outra opgdo seria, ainda, um estudo de longa durag¢do, comparando
a progressao no envelhecimento da pele de individuos tratados apenas com cosméticos
hidratantes com a pele de individuos tratados com o fitocosmético proposto neste
trabalho.

As andlises serdo realizadas por metodologias ndo-invasivas, utilizando
equipamentos como o Cutometer”, além de estudos subjetivos, baseados na opinido dos
proprios voluntarios.

Além deste estudo em humanos, que ja estd previsto, estdo em andamento outras
analises de atividade antioxidante, como o estudo que utiliza eritrocitos humanos, ¢ a
identificacdo da composi¢ao fitoquimica do extrato de Psidium guajava L. em parceria

com a Faculdade de Farmacia da Universidade de Valéncia, Espanha.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho sugeriu o uso do extrato de Psidium guajava L. como uma
alternativa segura e efetiva, com grande parte de seus efeitos fisiologicos, celulares e
moleculares descritos, para a prevencao e amenizagao dos efeitos do envelhecimento da
pele.

O extrato de Psidium guajava L. apresenta elevada margem de seguranca
quando sua concentragdo ativa ¢ comparada a citotoxica. Nas concentracdes sugeridas
para efeito cosmético, o extrato vegetal ndo ¢ mutagénico e ndo causou irritagdo
dérmica, ocular e nem mesmo comedogenicidade, nas condigdes em que foi avaliado.

Além disso, os resultados obtidos demonstram que o extrato de Psidium guajava
L. é capaz de promover efeitos quimioprotetores, principalmente em células HaCat, em
que aproximadamente 100% dos danos oxidativos causados pelo peroxido de
hidrogénio foram prevenidos. Também, é capaz de estimular a sintese de coldgeno e
prevenir a rarefacdo destas fibras causada pelo peroxido de hidrogénio.

Esta pesquisa também estimula o uso da goiaba para usos diversos do
convencional, no setor alimenticio, visando a exploracao dos seus beneficios a satide da
populagdo, baseados, principalmente, no seu potencial antioxidante. Também contribui,
de alguma forma, para o desenvolvimento econdmico de agricultores que atuam no
cultivo da goiaba, oferecendo uma alternativa ao uso alimenticio desta fruta,

possibilitando o aumento no valor agregado do produto obtido a partir dela.
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ANEXO 1

Protocolo CEUA/FCF/CAr n° 08/2012

Pesquisador: BRUNA GALDORFINI CHIARI

Orientador: ProffDr® Vera Lucia Borges Isaac

Projeto: Avaliacao de efeitos fisiologicos, celulares e moleculares de ativo
cosmético vegetal e formulacao

Experimento: Estudo de efeitos fisiologicos causados por fitocosmético contendo
extrato de Psidium guajava L.

Parecer n° 17/2012 — Comissio de Etica no Uso de Animais

A Comissao de Etica no Uso de Animais, em reunido do dia 18
de maio de 2012, verificou que o protocolo para uso de animais na pesquisa:
“Avaliacao de efeitos fisiologicos, celulares e moleculares de ativo cosmético vegetal
e formulacao”, apresentado pela pés-graduanda Bruna Galdorfini Chiari, sob
orientagao da ProffDr® Vera Lucia Borges Isaac, do Departamento de Farmacos e
Medicamentos desta Faculdade, esta estruturado dentro dos principios éticos na
experimentagdo animal do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal - CONCEA, manifestando-se FAVORAVEL & sua execugao.

O relatorio final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
DEZEMBRO de 2012, em formulario préprio para esse fim.

Araraquara, 06 de junho de 2012.
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Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA

Bruna Galdovfini Chiowi




