RESSALVA

Atendendo solicitacao da autora, o texto
completo desta Dissertacéao sera
disponibilizado somente a partir de
25/03/2023.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” - UNESP
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Bruna Santa Rosa da Silva

Avaliacdo da seguranca e eficacia in vitro do extrato hidroalcéolico liofilizado

da casca de jabuticaba (Plinia jaboticaba)

Araraquara

2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” - UNESP
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Bruna Santa Rosa da Silva

Avaliagdo da seguranca e eficacia in vitro do extrato hidroalcéolico liofilizado

da casca de jabuticaba (Plinia jaboticaba)

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Vera Lucia Borges Isaac

Araraquara

2021



S696a

Silva, Bruna Santa Rosa da.

Avaliacio da seguranca e eficdcia in vitre do extrato hidroalcdalico

liofilizado da casca de jabuticaba (Plinia jaboticaba) / Bruna Santa Rosa da
Silva. - Araraquara: [S.n.], 2021.
105 1. il

Dissertacio (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista. “ldlio de
Mesquita Filho". Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pds-
Graduacdo em  Ciéncias Farmacéuticas. Area de Pesquisa e
Desenvolvimento de Firmacos e Medicamentos.

Orientadora: Vera Lucia Borges [saac.

1. labuticaba. 2. Atividade antioxidante. 3. Citatoxicidada. 4. Atividade

antimicrobiana. 5. Producdo de colageno. 6. Cicatrizacdo. L Isaac, Vera Lucia
Borges, arent. IL Titulo.

Diretoria do Servigo Técnico de Biblioteca e Documentacdo - Faculdade de Ciénclas FarmacButicas

UNESP - Campus de Araraquara

CAPES: 33004030078P6
Esta ficha ndo pode ser modificada



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA fi\

unesp G i

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA DISSERTACAQ: Avaliagiio da seguranca e eficacia in vitro do extrato hidroalcéolico liofilizado
da casca de jabuticaba (Plinia jaboticaba)

AUTORA: BRUNA SANTA ROSA DA SILVA
ORIENTADORA: VERA LUCIA BORGES ISAAC

Aprovada como parte das exigéncias para obtencao do Titulo de Mestra em CIENCIAS
FARMACEUTICAS, 4rea: Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos pela Comissao
Examinadora:

Profa. Dra. VERA LUCIA BORGES ISAAC (Participacao Virtual)
Departamento de Farmacos e Medicamentos / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - Araraquara

Profa. Dra. MARIA JOSE VIEIRA FONSECA (Participagao Virtual)
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP

Prof. Dr. MARCOS ANTONIO CORREA (Participagao Virtual)
Departamento de Farmacos e Medicamentos / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - Araraquara

Araraquara, 25 de margo de 2021

Facudade du Clincas 7 - Cargus 2w A
ROOOVIA ARARACUAIGA - JAL. Km 1, 14800203
Mtz www2 Kt ereag brUpoe JONIP L 45000 9% o




Dedicat6ria

A Deus, por sempre me orientar nas minhas tomadas de deciséo.

A minha mae, Cida, pelo esforco e dedicacdo para
me guiar nesta caminhada, além de compreenséao
em todos 0s momentos e por me ensinar a nunca

desistir dos meus sonhos.

Dedico este trabalho a minha avé materna, vo Nica,
“In Memorian”, pois sem ela este trabalho e, muitos

dos meus sonhos, ndo se realizariam.

Ao Bruno, meu namorado, por ter
acompanhado cada passo desta nova

jornada, com todo amor e muita paciéncia.



Agradecimentos

A Prof.2 Dr.2 Vera Lucia Borges Isaac, pela orientacdo neste trabalho, pelos
ensinamentos, correcdes e pela sua paciéncia. Por sua disposicdo em ajudar, pelo
aprendizado e por ter compartilhado comigo todas as dificuldades desde meu

primeiro ano na faculdade.

As professoras Dr2 Regina Maria Barreto Cicarelli e Dr2 Rosemeire Cristina
Linhari Rodrigues por terem disponibilizado equipamentos e material de fundamental

importancia nesse trabalho.
Ao professor Dr. Marcos Antonio Corréa pelas valiosas dicas.
A Eduarda Soler por me acompanhar e colaborar nos dias de experimento.
Ao Sitio do Belo pelo fornecimento das cascas da jabuticaba.

A GELITA, em especial, a Marcia Costola do Prado pela doac&o do colageno

Verisol®, muito importante para realizacdo de alguns ensaios.

A técnica do laboratério de Cosmetologia, llza Yogui, por sempre estar

disposta a ajudar durante o dia a dia no laboratdrio.

A todos os alunos do Laboratério de Cosmetologia pelos conhecimentos e

prontiddo em ajudar.
A todos os funcionarios da faculdade sempre disponiveis.
A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas pela oportunidade.

A CAPES, pela bolsa concedida.



“Tudo vem dos sonhos. Primeiro sonhamos, depois
fazemos”.

Monteiro Lobato



Resumo

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

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

antimicrobiana, producao de colageno, cicatrizacao.



Abstract

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

collagen production in vitro.

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

collagen production, healing.
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1. INTRODUCAO

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

portifolio de vendas.

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

moda.

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

parametros.

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

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

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

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

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

Observando estes aspectos, o enfoque deste trabalho foi avaliar os beneficios
cosmeéticos que o extrato da casca da jabuticaba possui, sendo abordada a extracao
de ativos de cascas obtidas de residuos industriais, avaliacdo de marcadores
fitoquimicos padrdes para a espécie, avaliagdo da citotoxicidade, atividade
antimicrobiana, avaliacdo da producédo de colageno, entre outros ensaios in vitro.
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2. CONCLUSAO

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

outras frutas pertencentes a mesma familia.

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

chegue a corrente sanguinea e seja processado no figado.

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

prevencéao de diversas disfuncdes de pele.

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

e no fotoenvelhecimento.

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

para pesquisas futuras.
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