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RESUMO

A amora preta xavante (Rubus spp.) € uma fonte rica de bioativos como vitamina
A e C e polifendis, possuindo capacidade antioxidante e fator de proteg¢ao solar
relevantes. A capacidade de reduzir ou aumentar a melanogénese € interessante
em determinados cosméticos, e atualmente se tem uma tendéncia mundial na
industria cosmética e farmacéutica pela substituicado de testes in vivo pelos in
vitro, em virtude da demanda por produtos cruelty-free. Neste contexto, o
presente trabalho tem como objetivo avaliar a seguranga e eficacia do oleo de
semente da amora preta xavante, utilizando metodologias in vitro. O teste
escolhido para estudo foi a avaliagdo da sintese de melanina, onde testamos
duas metodologias, sendo a segunda uma complementagdo da primeira. A
primeira metodologia aplicada seguiu um método mais simples, baseado na
quantificacdo pela leitura em espectrofotometro do pellet resultante da
centrifugacdo das células tratadas com o 6leo de semente da amora preta
xavante e suas nanocapsulas. Na segunda metodologia tratamos
adicionalmente com tirosina estéril e utilizamos reveladores Bradford e Biureto
para a leitura, além de ler tanto o conteudo dos pellets, como dos sobrenadantes.
A segunda metodologia ndo apresentou resultados coerentes e, portanto, foram
considerados os resultados do primeiro método, onde o 6leo de semente da
amora preta xavante demonstrou um efeito significativo de aumento na sintese
de melanina, de 44,9%. O resultado representa o potencial da semente de amora
preta xavante como possivel ingrediente cosméticos, que possuam o objetivo de
amenizar ou tratar condiges de hipopigmentacao. E interessante a realizagdo
de novos estudos de maior complexidade para investigar sua eficacia mais
profundamente.

Palavras-chave: amora preta xavante, melanogénese, melanina, avaliagao da
eficacia, teste in vitro.



ABSTRACT

The Xavante blackberry (Rubus spp.) is a rich source of bioactives such as
vitamins A and C and polyphenols, with significant antioxidant capacity and sun
protection factor. The ability to reduce or increase melanogenesis is of interest in
certain cosmetics, and there is currently a global trend in the cosmetic and
pharmaceutical industry to replace in vivo tests with in vitro tests due to the
demand for cruelty-free products. In this context, the present study aims to
assess the safety and efficacy of Xavante blackberry seed oil using in vitro
methods. The chosen test for the study was the evaluation of melanin synthesis,
where we tested two methodologies, with the second being a complement to the
first. The first applied methodology followed a simpler method, based on
quantification through reading in a spectrophotometer of the pellet resulting from
the centrifugation of cells treated with black Xavante blackberry seed oil and its
nanocapsules. In the second methodology, we additionally treated with sterile
tyrosine and used Bradford and Biuret reagents for reading, as well as reading
both the pellet contents and supernatants. The second methodology did not yield
consistent results, so the results of the first method were considered. In the first
method, Xavante blackberry seed oil demonstrated a significant effect, increasing
melanin synthesis by 44.9%. This result indicates the potential of Xavante
blackberry seed as a possible cosmetic ingredient aimed at alleviating or treating
hypopigmentation conditions. Further, more complex studies are warranted to
investigate its efficacy more deeply.

Key words: Xavante blackberry, melanogenesis, melanin, efficacy evaluation, in
vitro assay.
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1 INTRODUGAO

A melanina € uma proteina naturalmente presente no organismo,
responsavel pela pigmentagcado da pele, cabelo e olhos, e que, em condi¢cbes
fisiologicas normais, apresenta o beneficio de fotoprotecdo contra raios
ultravioletas (UV), além de atuagdo no cérebro, agdo antioxidante e outras
fungbes. Entretanto, em condicbes de excesso de melanina no corpo ha a
hiperpigmentacdo e doencas de pele relacionadas, como sardas, manchas da
idade, melasma e melanoma (cancer), além de photoaging e outras
consequéncias. E no caso de hipopigmentagao, pode resultar de doengas como
o Vitiligo, uma condicdo de despigmentagao crbnica da pele, causada pela
destruigao seletiva de melandcitos, ou condi¢gdes agudas, por exemplo apos uma
lesdao na pele. Neste contexto, ha o interesse da industria cosmética pela busca
de potenciais produtos que interfiram na sintese de melanina (melanogénese),
seja para reduzir ou aumentar a sua sintese. [12-1°]

Ha uma demanda continua por produtos de origem natural, decorrente do
aumento do interesse da populagdo em produtos que n&o prejudiquem o meio
ambiente e a0 mesmo tempo proporcionem diferentes propriedades benéficas
para a saude ou estética. Neste contexto, € interessante a exploracdo de
ingredientes naturais para se utilizar como ativos em produtos cosméticos,
visando obter beneficios estéticos e para a saude. Para este trabalho, a amora
preta xavante (Rubus spp. L., Rosaceae) foi o objeto de estudo, que é um fruto
de baixo custo de implantacdo, manutencdo do pomar e nao requer tanto uso de
defensivos agricolas como outros, e por isso € considerada bem promissora.
Para a industria cosmética, é interessante por ser rica em compostos bioativos,
como vitaminas e polifenois, possuindo alta atividade antioxidante, demonstrada
in vitro e in vivo. Além disso, seu extrato pode apresentar atividade fotoprotetora
devido a presencga de cromoforos. '3 Com a nanotecnologia, muitas vezes é
possivel obter caracteristicas vantajosas como solubilidade, maior absorg¢ao pelo
organismo, aderéncia prolongada a pele, liberagdo controlada, maior
biodisponibilidade e biocompatibilidade, e prote¢cado do ativo contra degradacao,
especialmente por oxidacao, que € um obstaculo no uso de 6leos como matéria-
prima. Somando esses fatores é possivel melhorar a eficacia do produto, o que

justifica a avaliagao concomitante com as nanocapsulas do ativo neste trabalho.
[4-11]



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo analisar o efeito do 6leo de amora
preta xavante bruto e encapsulado sobre a sintese de melanina, para utilizacao

em produtos cosméticos.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o efeito do 6leo de amora preta xavante bruto e encapsulado sobre a
sintese de melanina;

b) Comparar os efeitos produzidos pelo 6leo bruto e pelo éleo encapsulado;

c) Analisar o potencial uso do 6leo de amora preta xavante como ativo em

produtos cosméticos, de acordo com os resultados obtidos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 NANOTECNOLOGIA E NANOCAPSULAS

A nanotecnologia € um ramo interdisciplinar que trata da obtencéo,
manipulacéo e estudo de materiais a nanoescala, entre 1 e 100 nm, escala de
atomos e moléculas. Para a Unido Europeia, nanoparticulas também podem ser
consideradas como “uma particula insoluvel ou biopersistente e fabricada de
forma voluntaria, com uma ou mais estruturas externas, ou com uma dimenséao
interna”. E uma area em constante crescimento, inclusive sendo mencionada
como a “‘moda” tecnoldgica do século 21. Surgiu em 1960, sendo mais
desenvolvida a partir de 1980. Sua aplicacdo se da em diferentes areas da
industria, como agricultura, diagnésticos, medicamentos, cosméticos, alimentos,
tintas, fibra optica, eletrénicos, biomarcacao, entre outras #-7.220-261 No Brasil, a
area é regulamentada pela ANVISA, especificamente pelo Comité Interno de
Nanotecnologia.

As vantagens da nanotecnologia envolvem as propriedades quimicas,
fisico-quimicas e comportamentais desses materiais, que proporcionam
diferentes possibilidades as quais ndo s&o alcangadas com materiais maiores
[27] As caracteristicas desejaveis desses componentes incluem solubilidade,
maior absorgdo pelo organismo, aderéncia prolongada a pele, liberagao
controlada, protecéo do ativo contra degradagao (por oxidagao, por exemplo),
melhor eficacia, maior biodisponibilidade, biocompatibilidade. Tais fatores
permitem inclusive utilizar menores concentragdes dos ativos para produzir seus
efeitos. Dependendo da area de aplicagdo também ha outras caracteristicas,
como a possibilidade de direcionar um farmaco ou cosmético para tecidos alvos
especificos (0 que reduz efeitos secundarios adicionalmente), modificagdes
estéticas mais atraentes em alimentos, modificacido sensorial de cosméticos e
assim por diante [#-11.26.28],

Embora sejam diversas as vantagens fornecidas pela nanotecnologia,
como ja mencionado, a comunidade cientifica mantém preocupagdes acerca de
seu potencial téxico a longo prazo, seja para os seres vivos ou para 0 meio
ambiente. Tal preocupagdo se da especialmente pela capacidade das
nanoparticulas de gerar espécies reativos de oxigénio (EROs), as quais causam

diversos efeitos toxicos, como citotoxicidade, genotoxicidade, efeitos
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imunoldgicos, entre outros [7:20:21.29] - A exposicao pode ser pelas vias inalatoria,
oral e dérmica, e sua facil absorgcao € o principal fator para seu risco, ndo s6 no
que tange a entrada da substancia no organismo, mas também a sua distribuicao
pelos diferentes tecidos do nosso corpo apds a entrada, incluindo o sistema
nervoso. Além de que, ha a exposig¢ao acidental por trabalhadores ou poluicdo
do ar, ndo havendo muitas vezes um controle do nivel de exposicdo #8201 Sua
toxicidade foi demonstrada como dose-dependente e ainda estdo sendo
pesquisados os riscos e sua probabilidade de ocorréncia 292!, DeLouise (2012)
demonstra em seu trabalho que, em condicdes normais de uso em uma pele
saudavel, a penetragdo das nanoparticulas de ZnO (6xido de zinco) e TiO2
(diéxido de titdnio), que sao nanoparticulas empregadas em cosméticos e
protetores solares para protecdo contra a radiagcao ultravioleta (UV) ndo sao
relevantes. Ja em uma revisao recente realizada por Balkrischna et al. (2021),
0s autores reunem evidéncias desses danos ao organismo pelas nanoparticulas,
incluindo ZnO, TiO2 e Ag. Porém, conforme surgem novos estudos essas visdes
podem mudar, como no caso do TiO2, onde foi constatado pelo Scientific
Committee on Consumer Safety (SCCS) da Comissdo Europeia que é
improvavel que esta nanoparticula realmente cause os efeitos relatados 2% E
vale destacar, que a toxicidade ira depender do tipo de material que esta
trabalhando e o tipo de nanoparticula.

Da unido entre nanotecnologia e cosmetologia, nasceram o0s
nanocosmeéticos, que podem ser definidos como “formulagdes cosméticas que
envolvam tecnologias que veiculem ativos ou outros ingredientes
nanoestruturados e que apresentem propriedades superiores quanto ao seu
desempenho em comparagdo com produtos convencionais” 12731, Essa area
dentro da industria de cosméticos surge apos o langamento de um creme para o
rosto da L’'Oréal em 1993, o qual continha nanocapsulas que transportavam a
vitamina E, com finalidade anti-aging. No Brasil, o primeiro nanocosmético foi
desenvolvido em 2005 pela O Boticario, chamado Nanoserum, um creme anti-
sinais ['%27]. Os nanocosméticos ja sdo empregados em diferentes setores, como
perfumes, shampoos, protetores solares, formulagbes anti-aging, cuidados
capilares e hidratantes #832.33]. Um dos maiores interesses € nos produtos para
pele facial e corporal, especialmente para as finalidades anti-aging e
fotoprotecgao 10311, Devido as caracteristicas das nanoparticulas, como tamanho,

formato, caracteristicas de superficie, propriedades fisico-quimicas e
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composigao, elas possuem uma maior capacidade de penetragdo no estrato
cdérneo da pele, o qual funciona como uma barreira cutanea altamente lipofilica,
como € detalhado no proximo topico. A nanoestruturagdo também permite o
controle da liberagcéo do ativo, a protegao contra degradagao (especialmente a
oxidacdo de compostos lipofilicos), estabilidade, distribuicdo otimizada, exige
menores concentracbes de ativo pela sua ampla absorcdo, reducdo da
toxicidade (pela distribuicdo localizada e concentragdes menores) entre outros
fatores ja mencionados anteriormente [4,5.8,10,27,31,32,34,33]

Ha varios modelos de veiculos nanoestruturados que podem ser
utilizados, nanoemulsoes, lipossomas, niossomas, nanoesferas, nanocapsulas,
solid-lipid nanoparticulas (SLNs), fulereno, cubosomos, entre outros, como

ilustra a Figura 1 [456:8.9.11.30,32,34,35]
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Figura 1: Representagédo grafica dos tipos de nanoparticulas e suas classificagbes. (Fonte:
SALVIONI et al. 2021)

As nanocapsulas sao nanoparticulas poliméricas, assim como as
nanoesferas. Segundo Vieira (2017), as nanocapsulas sao “sistemas vesiculares

em que a substancia ativa é confinada em uma cavidade preenchida por um
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nucleo geralmente oleoso, sendo este revestido por uma membrana polimérica”.
O ativo pode estar adsorvido na superficie ou dissolvido no nucleo e os polimeros
podem ser sintéticos ou naturais. Caracteristicas destacantes dessas estruturas
s30 a biodegradabilidade e biocompatibilidade apresentada [1126:30.35 Polimeros
biodegradaveis sao preferiveis também pela capacidade de serem eliminados
pelo organismo naturalmente, evitando acumulo nos tecidos e citotoxicidade 01,
Diferentes polimeros podem ser empregados, sejam sintéticos ou naturais,
sendo comumente empregado a familia de poliésteres, que inclui o poli-acido
latico (PLA), a poli e-caprolactona (PCL) e o poli-acido latico-co-glicolico (PLGA),
e alguns polimeros naturais estudados sédo a quitosana, o alginato e a gelatina
[511.30 Os sintéticos podem apresentar certas vantagens como alta pureza e
reprodutibilidade '], ao passo que os naturais sdo interessantes devido a
seguranga e eco-friendly Pl. Santos (2012) aponta como caracteristicas e

propriedades especiais a serem consideradas para escolha do polimero:

“(i) capacidade de formar estruturas (matrizes ou
membranas) microporosas semipermeaveis; (ii)
intumescéncia (expansao) quando em contacto
com a agua; (iii) capacidade de complexagao

com os activos; (iv) bioadeséo.”

Para o preparo das nanocapsulas, o método escolhido ira depender do
ativo utilizado, do polimero empregado, da finalidade e da duracgéo terapéutica
desejada, mas pode-se dividir simplificadamente os métodos em polimerizagéo
de monbmeros ou no uso de polimeros pré-formados, também chamada de
nanoprecipitagdo. A polimerizacdo é menos utilizada devido aos seus riscos
toxicos por producdo de residuos e por poder gerar polimeros néao
biodegradaveis [11.23323536.371  Entre os métodos utilizados estdo: deposigdo
interfacial do polimero pré-formado, emulsificagdo-difusao, dupla emulsificacao,
emulsificagdo-coacervagao, revestimento de polimero e automontagem ['"l. A
deposicao interfacial foi uma das primeiras técnicas desenvolvidas, descrita por
Fessi e colaboradores (1989), como cita a autora Vieira (2017), e € ainda uma
das técnicas mais utilizadas para a nanoencapsulagdo. O método se baseia
numa “emulsificagdo espontanea da fase interna orgénica contendo o polimero
dissolvido na fase externa aquosa” 13°l. A técnica consiste em misturar uma fase
organica (oleosa) com uma fase aquosa, ocorrendo a precipitacdo do polimero

na interface pela diminuicdo da solubilidade, ao passo que a energia no meio
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favorece a formacdo de nanogotas de Oleo, servindo de nucleo para a
precipitacao do polimero. O solvente é depois removido sobre pressao reduzida
e a agua evaporada. A fase organica contém um solvente organico, 6leo,
tensoativo hidrofébico e polimeros insoluveis no 6leo e na agua. Ja a fase
aquosa contém tensoativos hidrofilicos [, Para a fase aquosa, sao
mencionados os tensoativos poloxamer 188 e o polissorbato 80 (Tween 80), ja
para a fase organica mencionam fosfolipidios, como as lecitinas, e os ésteres de
sorbitano ("'l A nanoprecipitagdo gera nanocapsulas de tamanho em torno de
200 a 500 nm [23:37],

A caracterizacdo das nanocapsulas é feita normalmente pela analise
morfoldgica, distribuicdo do tamanho das particulas, determinagdo do potencial
zeta, pH, pela concentragao de ativo associado e pela cinética de liberagao do
ativo 623361 Essas informagbes também podem ser utilizadas para avaliar a
estabilidade dos sistemas 6371 A analise morfolégica é realizada por
microscopia, mas devido ao seu tamanho e complexidade ha certa dificuldade
em avaliar detalhadamente 1. A microscopia eletronica de transmissao (MET),
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a microscopia de forga atdbmica
(MFA) sao técnicas amplamente empregadas para a analise morfoldgica [6:11:36],
A analise pode oferecer dados sobre a estrutura, espessura da parede e
porosidade do polimero [®l. A distribuicdo do tamanho das particulas ou indice de
polidispersao (IPD) demonstra a uniformidade das particulas em suspensao e é
um parametro importante para analisar posteriormente a sedimentacgéao (a fim de
avaliar a estabilidade da composigao) e pela sua relagdo com a biodistribuicédo e
absorgdo pelo organismo 6112336 Este parametro pode ser avaliado por
diferentes métodos, sendo o mais comum a espectroscopia de correlagcao
fotdnica, também chamada de espalhamento de luz dindmico 11361 Um IPD
maior que 0.5 indica uma distribuicdo ampla de tamanho, enquanto que IPD
entre 0.1 e 0.25 indica uma estreita distribuicdo, o que seria o desejavel por
garantir a homogeneidade do sistema 637l O potencial zeta representa o
potencial (carga) de superficie das nanocapsulas, o que € util para avaliar a
estabilidade da particula e outros fatores dependendo da finalidade do
composto. E influenciado pela composicdo da nanocapsulas e do meio de
dispersao e pode ser mensurado por eletroforese, sendo que valores maiores
que 30 mV e menores que -30 mV promovem maior estabilidade por

apresentarem grandes forgas repulsivas, evitando a agregagao das particulas
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[6,11.23.36] O pH é relevante especialmente para estudar a estabilidade do sistema,
considerando que alteragdes de pH podem indicar degradagéo do polimero 231,
A concentracdo do ativo encapsulado é demonstrada como porcentagem de
eficiéncia de encapsulamento, calculada pela diferenca entre o total de
substancia ativa utilizado e a quantidade livre na suspensdo, determinada apds
separagao de fases por ultrafiltragdo-centrifugacédo. Pode ainda ser determinada

por cromatografia de exclusdo por tamanho, filtrag&o tangencial ou dialise 623291,

2.2 APELE

A pele, parte do sistema tegumentar, € reconhecida como o maior érgao
do organismo humano, sendo uma estrutura complexa composta pelas camadas
da epiderme (porcao epitelial de origem ectodérmica), a derme (uma porcéo
conjuntiva de origem mesodérmica) e a hipoderme, que ndo € exatamente parte
da pele, mas na verdade um tecido conjuntivo frouxo que serve para unir a pele
com os orgaos adjacentes. A pele ainda pode ser diferenciada em espessa,
presente nas regides da palma da mao, planta dos pés e algumas articulagoes,
e a fina, que protege o restante do corpo #5381,

Possui multiplas funcdes, que incluem a protecdo contra desidratagao e
atrito, comunicagdo com o sistema nervoso central através das terminagdes
nervosas, termorregulagdo do corpo pela atuacdo de vasos sanguineos,
glandulas e tecido adiposo, termorregulagao e excregao de substancias pelas
glandulas sudoriparas, protecdo contra os raios ultravioletas pela agdo da
melanina, formacdo de vitamina D3, protegdo contra a invasdo de
microrganismos pela acao de células do sistema imune, além de ser a primeira
barreira do organismo tanto contra microrganismos como contra agressoes
fisicas e quimicas 438, Justamente por sua fungdo de barreira, ha a dificuldade
de penetragdo de substancias desejadas, como ativos cosméticos ou de
finalidade terapéutica, justificando a relevancia de se estudar novos veiculos que
possibilitem uma maior penetracéo de ativos nas camadas mais internas da pele
[4,5]_

A epiderme é a camada de maior interesse para ativos cosméticos
usualmente. Ela é formada por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado
e é composta majoritariamente por queratindcitos, mas também apresenta

melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel. Possui espessura e
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estrutura variada, a depender da regido corporal, fator que deve ser considerado
na escolha da formulagdo cosmética/medicamentosa. A epiderme pode
apresentar cinco camadas diferentes: basal, espinhosa, granulosa, lucida e
cornea. A camada basal se conecta com a membrana basal que separa a
epiderme da derme e € composta por células prismaticas ou cuboides, basdfilas,
além de ser rica em células tronco. Pode ser denominada também como
germinativa e apresenta intensa atividade mitética, atuando na renovagéo da
epiderme junto da camada espinhosa. A camada espinhosa se constitui de
células cuboides ou ligeiramente achatadas, de nucleo central e citoplasma com
curtas expansdes que contém feixes de filamentos de queratina. Também possui
células-tronco de queratindcitos e € onde ocorre uma parte das mitoses. A
camada granulosa possui de 3 a 5 fileiras de células poligonais achatadas,
nucleo central e citoplasma cheio de granulos baséfilos denominados como
granulos de querato-hialina, os quais contém uma proteina rica em histidina
fosforilada e proteinas contendo cistina. Possui ainda os granulos lamelares, que
contribuem para a formacao de barreira da pele e impermeabilidade a agua,
evitando a desidratagdo do organismo, por se fundirem com a membrana
plasmatica e expulsar o conteudo para o espaco intercelular, que é onde o
material lipidico se deposita. A camada lucida € formada por uma fina camada
de células achatadas, eosindfilas e translucidas, e € mais visivel na pele
espessa. Ja a camada cornea (stratum corneum), se constitui de células
achatadas, mortas e sem nucleo, com citoplasma cheio de queratina, e é a
camada mais externa da epiderme, servindo como a primeira barreira contra
agressdes externas e penetragdo de substancias por sua alta lipofilicidade,
espessura e composi¢cdo. Na pele fina € comum a auséncia das camadas

granulosa e licida e possuir uma camada cornea reduzida 4,538,391,
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Lipid matrix

Ja a derme, é um tecido conjuntivo que serve para conectar a epiderme

com a hipoderme e sua espessura varia de acordo com a regiao. E a hipoderme

€ o tecido subcutaneo, que se constitui por tecido conjuntivo frouxo e une a

derme aos 6rgaos subjacentes 381,

Os melanécitos sao as células responsaveis pela sintese de melanina no

organismo e estao localizados na juncdo da derme com a epiderme ou na

camada basal da epiderme. Sao células de citoplasma globoso com

prolongamentos que transferem os granulos de melanina para as células das

camadas basal e espinhosa pelas reentrancias destas. A melanina é uma

proteina naturalmente presente no organismo, sendo uma das principais

responsaveis pela pigmentacido da pele, cabelo e olhos, junto do caroteno,

quantidade de capilares na derme e a cor do sangue nesses capilares. Seu tipo,

quantidade e distribuicdo sdo regulados por fatores genéticos, ambientais e

enddcrinos P8l Além da pigmentagéo da pele, tem como principal fungéo atuar

na protegéo da pele contra luz visivel e raios UV ['314.15] Sua sintese é chamada

de melanogénese e ocorre nos melandcitos, mais especificamente nos

melanossomos, que sao vesiculas formadas no complexo de Golgi. A sintese se

inicia com a oxidagdo da L-tirosina em dopaquinona pela Tirosinase. A

dopaquinona por sua vez serve de substrato para a sintese de eumelanina e

feomelanina, conforme ilustrado na Figura 3. Devido a primeira etapa da sintese

ser a etapa limitante, ja que as demais reagdes ocorrem espontaneamente em

pH fisiologico, a tirosinase € a enzima mais relevante e essencial para a
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melanogénese e, portanto, € um dos principais alvos para estudo de ativos

cosméticos e terapéuticos que visem interferir na melanogénese [12.13.16.38],
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Figura 3: representacao grafica da rota sintética da melanina (Fonte: PILLAIYAR et al. 2017)
Obs.: Tyr: tyrosinase; DQ: dopaquinone; L-Dopa: L-3:4-dihydroxyphenylalanine; DHICA: 5,6-
dihydroxyindole-2 carboxylic acid; DHI: 5,6-dihydroxyindole; ICAQ: indole-2-carboxylic acid-5,6-
quinone; 1Q: indole-5,6-quinone; HBTA: 5-hydroxy-1,4- benzothiazinylalanine).

Em condigdes fisiolégicas normais, a melanina apresenta os beneficios
de fotoprotecdo contra raios ultravioletas (UV), atuagcdo no cérebro, acéo
antioxidante e outras funcées. Entretanto, pode haver condicbes de excesso de
melanina no corpo, onde ha a hiperpigmentac&o e doengas de pele relacionadas,
como sardas, manchas da idade, melasma e melanoma (cancer), ou condigdes
de redugado/auséncia de melanina, que resulta em hipopigmentagédo, a qual
também esta ligada com determinados disturbios na pele. Neste contexto,
considerando ainda como essas alteragdes prejudicam a autoestima do
individuo afetado, ha o interesse da industria cosmética pela busca de potenciais
produtos que interfiram na sintese de melanina (melanogénese) [14.1518],

Entre os disturbios com hiperpigmentacéo da pele, estdo: melanose difusa
congénita, anomalia pigmentar reticulada, hipermelanose nevoide linear e
espiralada, melasma, doenca de Addison e a dermatite de berloque e
fitofotodermatite. A melanose difusa congénita é genética e de heranga

recessiva, que se caracteriza por hiperpigmentacéo difusa progressiva e pode
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aparecer durante ou logo apos o nascimento. A anomalia pigmentar reticulada
inclui diferentes disfungdes cutédneas hiperpigmentantes, com padréao reticulado,
retiforme ou em forma de rede de pesca, e que ocorrem pelo aumento de
melanina sem ser por alteragbes poés-inflamatérias ou condi¢gdes que expdem
reticulagcado secundaria ao fendbmeno vascular. A hipermelanose nevoide linear e
espiralada se caracteriza por riscas multiplas lineares, hiperpigmentadas e
espirais, compostas de pequenas maculas homogéneas bronzeadas a marrons.
O melasma, um dos disturbios hiperpigmentantes mais comuns, se caracteriza
por ser uma hiperpigmentagao localizada na face, normalmente simétrica, que
ocorre em mulheres. A doenga de Addison se trata de uma hipofungao do cortex
da suprarrenal e pode haver como manifestacdo clinica inicial a
hiperpigmentacao da pele, que € generalizada, mas com maior intensidade em
regides mais expostas ao sol. A dermatite de berloque e fitofotodermatite se da
por manchas hiperpigmentadas causadas por 6leo de bergamota contendo
furocumarina, que pode ser encontrado em perfumes 40,

Ja no caso da hipopigmentacao, podemos citar: despigmentagao quimica,
hipomelanose gutata idiopatica, hipopigmentacdo macular progressiva,
albinismo, piebaldismo e vitiligo. A despigmentacdo quimica €& causada por
agentes quimicos como hidroquinonas e fendis e a manifestagao se assemelha
ao vitiligo. A hipomelanose gutata idiopatica ndo possui causa conhecida e
produz maculas brancas nitidamente circunscritas, principalmente nas pernas e
antebracos. A hipopigmentagdo macular progressiva também nao possui
etiologia conhecida e se da por maculas hipopigmentadas no tronco central. O
albinismo € uma alteracdo genética herdada, que resulta em perda de
pigmentagao na pele, cabelo e olhos, e pode ser ocular ou oculocutaneo. A
sintese de melanina quando se tratar de albinismo oculocutaneo tirosinase-
positivo. O piebaldismo também é uma condi¢do genética, onde ha manchas
hipopigmentadas irregulares, presentes desde o nascimento, e podem estar
associadas com uma mancha despigmentada que se origina a partir de uma area
despigmentada no centro da testa. E por fim, o vitiligo, alteragdo pigmentante
que vem ganhando destaque nos ultimos anos, se trata de uma mancha
adquirida e desfigurante, completamente despigmentada. Em lesbes mais
estabelecidas, ha a destituicdo total de melandcitos, o que dificulta a

possibilidade de tratamento. E mesmo em regides que ainda estdo
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hipopigmentadas, mas ndo despigmentadas por completo, ha poucos
melandcitos dopa-positivos 40,

Tanto a hipo como a hiperpigmentagao podem decorrer de alteragdes
pos-inflamatdérias ou por doengas sistémicas e cutaneas. Alguns processos
inflamatérios que podem alterar a pigmentacdo da pele sdo dermatoses,
erupgoes fixas por medicamentos, liquen plano, queratose liquenoide benigna e
o eritema multiforme. O tipo e nivel de alteragado pigmentante ira depender do
processo inflamatério e das caracteristicas do individuo, como fatores genéticos.
A alteragdo pigmentar na pele pode ser também um sintoma secundario a
determinadas doencgas, como micoses, sarcoidose, doencga de Darier, doenca de
Paget e doenga de Bowen 40411,

Considerando que a sintese de melanina ocorre nos melandcitos,
presentes nas camadas mais internas da epiderme, € imprescindivel que os
ativos consigam alcangar essas camadas para que possam alterar a sintese.
Pelo estrato corneo ser uma camada que normalmente serve de barreira e limita
a entrada de substancias externas na pele, se faz necessario o aprimoramento
das férmulas cosméticas de modo que os ativos possam alcancgar as camadas
mais profundas. Um dos métodos de interesse, € o uso da nanotecnologia. Como
ja mencionado anteriormente, as nanoparticulas irdo contribuir com outros
fatores, ndo apenas com a absorgdo da substancia de interesse, por isso é
considerado vantajoso. A eficacia da penetragdo com uso da nanoparticula ira
depender de suas propriedades fisico-quimicas, tais quais: equilibrio 6leo-agua,
tamanho, formato, deformabilidade e cargas de superficie. No geral, quando ha
maior carater lipofiico e menores tamanhos de particula, a absorcdo é
aumentada 739 Vale destacar ainda a variabilidade individual como um
interferente no perfil de absorcao de substancias, que pode ser exemplificada
pela idade, tipo de pele (oleosa, seca, mista), espessura da pele, fluxo sanguineo

na regido de aplicagado, hidratagdo, pH, presenca de lesdes cutaneas etc 4.

2.3 CULTIVO CELULAR

A cultura de células € uma o6tima alternativa ética e econdmica para
substituir o uso de animais na pesquisa, apesar de apresentar certas

desvantagens considerando que nao reproduz com tanta fidelidade o tecido
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humano, por estar em condigdes diferentes do organismo, sejam nutricionais,
hormonais ou dimensionais 2. A cultura de células pode ser em monocamada
(bidimensional) ou tridimensional, além das co-culturas, porém este trabalho foca
no modelo bidimensional, que foi a empregada. Existem diversos fatores que
podem influenciar no crescimento celular, entre eles a morfologia, a expressao
proteica, a adaptacdo a cultura, as condicdes ambientais, e ainda a
disponibilidade de nutrientes e substratos 3. H4 3 tipos principais de culturas de
células: a cultura primaria, a continua ou imortalizada e a de células
transformadas. A cultura primaria é obtida pela fragmentagdo de um tecido por
dissociagdo mecanica ou enzimatica e mantém as caracteristicas do tecido de
origem. E interessante para estudar o comportamento de determinada célula in
vitro, porém seu tempo de vida € mais curto. A cultura continua ou imortalizada
€ aquela obtida ap6s algumas passagens, pois se tornam predominantes as
células capazes de sobreviver e bem adaptadas ao meio, o que faz com que se
proliferem mais rapidamente. A linhagem imortalizada apresenta algumas
caracteristicas do tecido de origem e sao altamente proliferativas, podendo se
dividir varias vezes. A vantagem é justamente a capacidade de serem mantidas
por longos periodos e por isso € muito utilizada na pesquisa, como na produg¢ao
de farmacos e vacinas. Ja as células transformadas, sdo as com caracteristicas
tumorais e, portanto, sdo genética e morfologicamente diferentes do tecido
original, especialmente na divisdo celular que ocasiona na proliferacéo
descontrolada. As células podem ainda ser divididas em aderentes e nao
aderentes (em suspensdo), de acordo com a necessidade de
adesao/ancoragem. As aderentes se originam de tecidos duros e dependem de
uma superficie de contato para se aderirem e proliferarem. Para tanto, as
garrafas de cultivo devem possuir uma carga negativa, que ird mediar a adesao
e as células formardo uma monocamada celular no fundo da garrafa. As células
nao aderentes ficam suspensas no meio, derivando de tecidos que nao
necessitam de adesé&o para sua proliferagdo e sobrevivéncia 42431,

As células sao cultivadas em garrafas contendo meios nutritivos, que
possibilitem seu crescimento, proliferagdo e sobrevivéncia, juntamente do
controle de parametros fisico-quimicos como temperatura, pH, oxigénio, gas
carbdnico (CO2) e umidade. Esse meio € normalmente suplementado e deve ser
sempre renovado, para evitar tanto a escassez de nutrientes como a

contaminagédo 3. Sua composigdo consiste de sais inorganicos, vitaminas,
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aminodacidos essenciais e ndao essenciais, proteinas, glicose, antibidticos e um
indicador de pH, além das especificidades de acordo com cada linhagem, que
podem requerer suplementos como tampdes HEPES e bicarbonato de sédio,
entre outros. Ha diferentes meios que podem ser empregados no cultivo celular,
mas os usualmente recomendados e utilizados sdo o RPMI 1640 e o Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM). O pH do meio de cultura deve ser entre 7,4-
7,7, 0 que pode ser averiguado com o uso de um indicador como o vermelho de
fenol. Também costuma ter umidificagdo com CO2 a 5%, para a formacao do
acido carbbnico (H2COs3) através das reagbes de tamponamento do sistema
bicarbonato. O meio completo é aquele que possui soro, rico em fatores de
crescimento que induzem a proliferagcao, e fatores de adesdo. Os soros mais
utilizados sdo o de bezerro bovino (BCS) e fetal bovino (SFB 3. O SFB ¢é
universalmente utilizado como suplementacdo para meios de cultivo de
fibroblastos, isso pode se dar por ser obtido com menor dificuldade, apresentar
grandes concentracbes de fatores de crescimento e baixa concentragdo de
gamaglobulinas, quando comparado aos demais soros animais. E usualmente
empregado em concentragdes de 5 a 20% no meio 4. O estudo de ISAAC et al.
avaliou a viabilidade do soro humano como alternativa para o SFB, tendo em
vista as complicagdes imunologicas do mesmo, e puderam constatar que seria
uma alternativa em especial para a aplicagao clinica. Porém, no que tange a
pesquisa, ndo é necessaria a substituicao.

Apds cultivadas, as células devem passar por um processo de renovagao,
o qual consiste em transferir as células para uma nova garrafa e, se necessario,
descartar uma quantidade. Isto porque ao atingir certo numero de células
(confluéncia) que impossibilite o crescimento, elas se inibem e morrem #2431,
Para as células ndao aderentes, basta retira-las e adicionar novo meio completo.
Porém no caso das aderentes, € necessario passar por uma dissociacdo do
fundo da garrafa, onde as células estdo aderidas, que pode ser por agao
mecanica ou enzimatica. A mecanica € através de um dispositivo semelhante a
um rodo, enquanto que a enzimatica é pelo uso de proteases que digerem as
proteinas de adesao. A protease mais comum € a tripsina, que hidrolisa cadeias
polipeptidicas nos radicais lisil-arginil formando terminagées de clivagem, éster
e amida, impedindo a ligagao dos receptores da superficie celular. Porém, nao
se pode deixar muito tempo a célula na presenga da tripsina para nao haver lise

celular 2, A confluéncia pode ser observada em microscopio éptico invertido
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com contraste de fase normalmente. Enquanto as células n&o estdo confluentes
suficiente (80-90% para aderentes e 1x10° a 1x10% células/ mL para em
suspensao), pode-se apenas fazer a troca do meio. A quantidade de passagens
também é importante a se monitorar devido as alteragdes génicas que modificam
o fendtipo celular, o que prejudica a reprodutibilidade de resultados 431,

Durante o cultivo celular, é importante manter as boas praticas
laboratoriais no sentido de prevenir contaminagdes, as quais podem ser
biolégicas, quimicas ou cruzadas. As bioldgicas incluem bactérias, fungos e
virus. Entre as quimicas estdo as endotoxinas das bactérias gram negativas,
detergentes residuais, radicais livres, metais pesados e fixadores residuais. E a
cruzada é a contaminagao entre diferentes linhagens celulares. A agua utilizada
para o meio também € importante ser de alta pureza, para evitar contaminacdes
quimicas e biolégicas 431,

Para este trabalho, foram utilizadas células de melanoma humano
imortalizadas, por possuirem alta proliferacdo e facilidade para sobreviver,

comparada a cultura de melandcitos comuns.

2.4 ENSAIOS DE SEGURANCA E EFICACIA

A avaliagao da seguranca e eficacia de um produto e/ou seus ingredientes
faz parte da fase pré-clinica de seu desenvolvimento. Sao testes essenciais para
avaliar o potencial e a aptiddao do composto a prosseguir com o desenvolvimento
e realizar testes clinicos. Tais ensaios podem ser realizados in silico, in chemico,
in vitro, in vivo em animais e, posteriormente, os clinicos (in vivo em seres
humanos). Atualmente ha uma grande regulamentacgao a respeito destes testes,
incluindo os tipos de testes que podem ser realizados, validados ou nao, além
da atencao especial em relagcdo aos testes em animais, os quais foram em
grande parte substituidos por testes in vitro devido a uma demanda de produtos
cruelty free. Para a avaliar a seguranga de um cosmético, podem ser realizados
testes de irritacdo/corrosdo ocular e cutanea, fototoxicidade, sensibilizacéo
cuténea, genotoxicidade e absorgdo e permeacgdo cutanea 9. Ensaios de
viabilidade celular e citotoxicidade s&o muito empregados para avaliar a
toxicidade dos ativos ou produtos, podendo estar incluso nas avaliagdes

mencionadas ou realizados separadamente. E importante salientar a tendéncia
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do ramo para a completa substituicao de testes in vivo, ndo somente em animais,
mas também em humanos, que vem sendo motivada desde a conceitualizagcao
do programa 3Rs, na década de 60. O nome vem de seus 3 principais objetivos:
Reduction (Redugédo), Refinement (Refinamento) e Replacement (substituicao).
O programa é caracterizado basicamente por: reduzir a quantidade de animais
utilizados na pesquisa, reduzir o sofrimento destes e também a busca por
métodos que substituam os testes in vivo [*6l. Tendo isto em vista, é notavel a
relevancia da utilizagao e desenvolvimento de testes in vitro.

Os testes in vitro podem ser realizados utilizando-se culturas em
monocamadas ou em modelos 3D. As células de fibroblasto humano ou
queratinécitos sao usualmente empregadas para os ensaios. Os fibroblastos
dérmicos humanos sado células fusiformes com longas prolongacoes
citoplasmaticas, responsaveis pela estrutura e resiliéncia dérmica, além de
relevantes no processo de regeneragao celular. Também & mencionado sua
capacidade de estimular a proliferagado de queratindcitos e reduzir alguns sinais
de envelhecimento da pele /1. A viabilidade celular € comumente realizada para
analisar a proliferagcado celular, a citotoxicidade dos ativos e produtos, ou como
um controle interno durante outros ensaios 8. Um dos métodos mais utilizados
€ o0 método descrito por Mosmann (1983), um método colorimétrico baseado na
redugdo do sal de tetrazdlio MTT (3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide) pelas células metabolicamente ativas. Outros sais de
tetrazolio que podem ser utilizados sdo o XTT, MTS e WST-1, porém estes
possuem carga negativa e sdo normalmente utilizados junto de um intermediario
aceitador de elétrons. A reducdo dos sais de tetrazélio é teorizada na literatura
como sendo por enzimas mitocondriais, como a succinato desidrogenase, as
quais reduziriam os anéis de tetrazélio a formazan, de coloragdo roxa. Com a
morte celular, ou seja, auséncia de respiragao celular, ndo ha a redugao dos sais
de tetrazolio e consequentemente ndo ha a coloracdo roxa resultante. A
quantidade de formazan pode ser medida por espectrofotometria com um leitor
de microplacas, com leitura em comprimento de onda de 570nm, e € diretamente
proporcional a viabilidade celular. A concentracdo do MTT e o tempo de
incubagdo também afetam na intensidade do resultado. Como o formazan
formado € insoluvel em agua, é necessaria a solubilizacdo do produto, feita
normalmente com DMSO (dimetil sulféxido) 47511, Qutros métodos que podem

ser empregados para avaliar a viabilidade celular sdo a redugao de resazurina,
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medicao de ATP, teste de proteases marcadores de viabilidade e viabilidade em
tempo real. A resazurina € uma molécula que serve como marcador redox e &
reduzida a resorufina pelas células. Este método possui a vantagem de ser
barato e mais sensivel que a redugdo de tetrazolio, porém possui muitos
interferentes. A deteccdo de proteases marcadoras de viabilidade celular se
baseia, como o nome sugere, analisa a presenca de proteases seletivamente
presentes e ativas em células vivas. O substrato fluorogénico (GF-AFC)
penetra as células, onde é clivado e gera um sinal fluorescente proporcional a
viabilidade celular. Uma vantagem do método é nao ser tdxico para as células,
0 que permite inclusive a multiplexagdo com outros testes, ja que a cultura celular
permanece viavel apds o teste e permite realizacdo de outros ensaios
sequencialmente. O ensaio de medi¢ao de ATP é um teste bioluminescente que
utiliza luciferase. E o ensaio mais rapido e mais sensivel disponivel. Ja o ensaio
em tempo real, mais recente, também utiliza luciferase, junto de um pro-
substrato, o qual é reduzido pelas células metabolicamente ativas a um substrato
que se difunde pelo meio de cultura e € utilizado pela luciferase para gerar um
sinal luminescente. E um ensaio que também pode ser utilizado para
multiplexagcdo e possui a caracteristica de permitir a monitoragdo de eventos
citotéxicos recentes, porém € limitado pela eventual deplegao do pro-substrato
pelas células ativas 451, A citotoxicidade também pode ser avaliada por métodos
que analisam a ruptura da integridade da membrana, como o Trypan Blue o
Neutral Red. O Trypan Blue se baseia na penetragdo deste composto,
normalmente impermeavel, em células mortas que possuem a membrana
citoplasmatica danificada, as corando. Apresenta vantagens como a percepgao
se € célula morta ou detritos manchados, variagao entre operadores e tempo e
trabalho na medicdo de varias amostras. Ja o Neutral Red, € um corante
catibnico fraco capaz de se difundir pela membrana citoplasmatica normal,
sendo diretamente proporcional ao nimero de células vivas [48:50.51],

A avaliagdo da eficacia de cosméticos depende da caracteristica
desejavel do produto a se obter, como anti-aging, fotoprotecado, hidratacao,
cicatrizacao, etc. No caso desse tipo de avaliacao é mais interessante o uso de
modelos tridimensionais de cultura celular, devido a maior semelhanga com o
nativo, essencial pela interagdo do ativo com o tecido. Um ensaio de eficacia
muito utilizado é a atividade antioxidante dos ativos e produtos cosméticos, um

ensaio in vitro importante que pode indicar informagdes sobre as caracteristicas
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anti-aging e de clareamento de pele por exemplo do composto . Diversos tipos
de ensaios quimicos podem ser empregados para a analise da atividade
antioxidante, como DPPH, ABTS, hidroxil, thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), ferric antioxidant power reduction (FRAP), cupric ion reducing
antioxidant capacity (CUPRAC), phosphomolybdenum (PM). S&o métodos
normalmente baratos, uteis e de alto rendimento. Cada um deles apresenta
determinada limitagao e, portanto, a escolha do método deve ser de acordo com
a necessidade e disposi¢cao do avaliador. DPPH, ABTS e hidroxil sdo testes de
eliminacdo de radicais, baseando-se nas conversdes desses compostos na
presenga de antioxidantes; (3-Carotene-linoleate model system e TBARS séo
testes de peroxidacgao lipidica; e FRAP, CUPRAC e PM sao testes de poder

redutivo. Ensaios baseados em células e enzimas também podem ser utilizados
[52]

2.4.1 Sintese de melanina

Um outro ensaio de eficacia interessante para cosméticos € a avaliagao
da sintese de melanina, que foi o ensaio realizado neste trabalho. A sintese da
melanina pode ser mensurada nas culturas celulares pelo conteudo de melanina
formado ou pela atividade da enzima tirosinase. Podem ser utilizadas técnicas
de espectrofotometria e degradagdo quimica seguida de HPLC (CLAE -
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e ESR (espectroscopia), sendo a
espectrofotometria o método mais utilizado e gera resultados confidveis se
executado adequadamente. Para avaliar o conteudo de melanina, pode ser
considerado o conteudo de melanina por célula ou por cultura/area, mas o
conteudo por cultura/area é considerado a melhor opg¢ao, ja que in vivo o efeito
do conteudo de melanina é determinado por area, considerando que pode haver
crescimento celular sem mudar a sintese de melanina por célula. Em
comparagao com a medi¢cao do conteudo de melanina, a avaliagéo da atividade
da tirosinase nao € tao sensivel, pois apesar de a enzima ter um papel
fundamental na sintese da melanina, outros fatores como enzimas auxiliares,
alguns ions metalicos como cobre e ferro, e também fatores genéticos,
contribuem para a sintese. Adicionalmente, deve ser considerado a fase de
crescimento celular da cultura ao analisar a melanogénese, pois dependendo da

fase e do tipo de célula, a sintese pode naturalmente aumentar ou decair,
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independentemente do tratamento, destacando-se a importancia da comparacao

com o controle nos experimentos. [18.53

2.5 AMORA PRETA XAVANTE

A amora preta faz parte da familia Rosaceae e é classificada no género
Rubus, o qual possui cerca de 740 espécies. Sao varias as cultivares produzidas
atualmente, mas as mais utilizadas provém do programa de melhoramento
genético da Embrapa Clima Temperado, como a Tupy, Guarani e Xavante. O
maior produtor no Brasil € o Rio Grande do Sul, em consequéncia de suas
caracteristicas climaticas adequadas, mas outras regides do sul e sudeste
também apresentam boa producgao. O cultivo da amora preta é interessante pois
possui baixo custo de implantagdo e manutengao do pomar, ndo exige muito uso
de agrotdxicos e possui um retorno rapido. 35455561

O fruto é rico em compostos bioativos como vitamina A, B e C, polifendis,
pigmentos, minerais, entre outros, os quais resultam em seus significantes
efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios, antimicrobianos, antineoplasicos, etc.,
demonstrados in vitro e in vivo. Seus compostos fendlicos sdo os principais
responsaveis por sua acao antioxidante. Entre os compostos fendlicos estao
inclusos os flavonoides, os taninos, os acidos fendlicos e estilbenos, que sao
metabdlitos secundarios com agao protetora ao organismo. As antocianinas
também estéo inclusas nesses compostos, sendo pigmentos com varios efeitos
benéficos a saude. Também é comum na amora preta a presencga de acido
elagico, um constituinte fendlico da fruta que possui fungdes antimutagénica e
anticancerigena. [3.5455,56]

Uma forma de utilizar a amora € usando seu 6leo, o qual possui alto teor
de &acidos graxos poliinsaturados, tocoferdis, tocotriendis, fitoesterois e
carotendides, que podem ser benéficos para a saude, além de ser um 6leo
comestivel. Em cosméticos, é possivel a encapsulagéo do 6leo para obter uma
permeacgéo cutanea mais efetiva. 2l Sua extragdo pode ser feita de varias
formas: prensagem a quente ou a frio, extragbes por solvente, entre outras. A
extracdo com solvente é a menos interessante, pelo tempo e trabalho requerido,

havendo ainda residuos no dleo. A extragao com liquido pressurizado é uma
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melhor opg¢do. Para tal, € amplamente utilizado o CO2 supercritico como
solvente. Propano também é uma alternativa.l?

Por se apresentar como um fruto repleto de beneficios para a saude e
com grande potencial como ativo cosmético por suas propriedades antioxidantes
especialmente, a amora preta xavante foi o fruto escolhido para o presente
trabalho, a fim de avaliar se seu 6leo possui efeitos sobre a sintese de melanina,

caracteristica ainda nao estudada.



22

3 MATERIAIS E METODOS

Para a avaliagdo da melanogénese, fizemos dois tipos de metodologias
diferentes, sendo uma basica e a outra uma adaptacdo na tentativa de

aperfeicoar o método e os resultados.

3.1 PRIMEIRO METODO

As células de melanoma humano A375 foram plaqueadas em placa de 12
pocos e incubadas por 24h em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Apds
a incubagao, as células foram tratadas com meio suplementado (ou completo,
meio RPMI 1640, 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico) e solugdes
estoques de o6leo de amora obtido por extracdo com CO2 supercritico,
nanocapsulas do 6leo de amora. As solugdes para os tratamentos foram antes
preparadas em eppendorfs, nas concentragdes de 100, 150 e 200 pg/mL de
ativo, e delas foram transferidos 100 pL para os respectivos pocgos.

Concentragao Oleo de Amora Nano do 6leo de Amora
200 pL da amostra 200 pL da amostra
100 + +

1800 pL de meio completo 1800 pL de meio completo

300 uL da amostra 300 uL da amostra
150 + +
1700 uL de meio completo 1700 uL de meio completo

400 yL da amostra
200 + CONTROLE
1600 pL de meio completo

Tabela 1: representagao simplificada das concentragdes de amostras e solugdes de tratamento

utilizados na placa.

A placa com o tratamento foi incubada em estufa com atmosfera de 5%
de CO2 a 37°C por 72 horas. Adicionou-se 1 mL de NaOH a 1M em cada pogo
para lise das células, a placa foi colada na estufa a 60°C por 1 hora e apds esse
tempo, cada pogo foi homogeneizado na prépria placa e depois transferido para
um tubo Falcon, seguindo com centrifugacdo a 4000 RPM por 10 min. O pellet

foi ressuspendido por agcdo mecanica através da micropipeta de 1 mL apds 3
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dias na geladeira, pela dificuldade em ressuspender com RPMI e auxilio de
vortex no dia, e foi transferido para uma placa de 96 pocos para fazer a leitura
de absorbancia. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro na Central Analitica,

no comprimento de onda de 405 nm.

3.2 SEGUNDO METODO

As células de melanoma humano A375 foram plaqueadas em placa de 12
pocos e incubadas por 24h em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C,
assim como no primeiro método. Apds as 24h, foram tratadas com 0,2 mM de
Tirosina estéril, meio suplementado (composto por meio RPMI 1640, 20% de
soro fetal bovino e 1% de antibittico) e solugbes estoques estéreis de dleo de
amora e nanocapsulas do 6leo de amora. A Tirosina foi adicionada no meio
suplementado e essa composi¢cado foi entdo transferida para os pogos. A
concentracgédo foi unica, de 100 ug/mL de ativo, ou seja, adicionou-se 200 uL de
ativo e 1800 uL de meio suplementado com tirosina. A placa com o tratamento
foi incubada em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por 72 horas.

O conteudo dos pocos foi transferido para tubos Falcon, os quais foram
centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos. Para a leitura, utilizou-se 2
metodologias de revelagdo para complementar, Biureto (sulfato de cobre) e
Bradford. Em uma placa de 96 pogos, foram pipetados 150 uL de amostra + 150
ML de reativo nos pogos (utilizamos apenas 30 pogos). No caso, pela falta de
certeza se a melanina estava precipitando, foi realizado também o teste com o
pellet + sobrenadante, além de somente com o pellet (ressuspenso no reativo),

resultando na placa da seguinte maneira:

Bradford + sobrenadante [ A|NA|[C|C|C|(C|B|B

Biureto + sobrenadante [A|[NA|[C|C|C|(C|B|B

Bradford + pellet A|NA|C

Biureto + pellet A[NA|C

Figura 4: ilustragado da disposi¢do do contelido na placa de 96 pogos para leitura. *C: controle;
B: branco; A: 6leo de amora; NA: nanocapsula do 6leo de amora. Obs: ndo foram ilustrados os
96 pogos, mas apenas 0s que utilizamos.
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Em seguida, levamos a placa para leitura no espectrofotébmetro, lendo em
3 comprimentos de onda diferentes: 570 nm, 540 nm (comprimento de onda do
complexo formado com biureto) e 620 nm. O comprimento de onda para o
complexo formado com o reativo de Bradford seria de 595 nm, mas como nao

havia este valor no equipamento, utilizamos os de 570 e 620 nm.
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Para o primeiro método, obtivemos os seguintes resultados, apresentados

abaixo na Tabela 2 e na Figura 5:

Concentragao (ug/mL)

Porcentagem de melanina comparada ao controle

(100%)

Oleo de Amora Nano Amora
100 144.9% 116%
150 118.6% 112.9%
200 64.4% -

Tabela 2: porcentagens do conteido de melanina obtidos apds os tratamentos em diferentes

concentragoes e leitura em 405 nm.

0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

0.38
0.37
0.36
0.35
0.34
0.33
0.32
0.31

0.3
0.29
0.28

Controle Amora

(A)

Controle Amora
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(B)
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1

0.05

Controle Amora

(C)

Figura 5: Graficos da absorbancia obtida pela leitura das concentragdes de 100 uL (A), 150 uL
(B) e 200 pL (C) pelo primeiro método. No eixo y estdo os valores de absorbancia encontradas

€ 0 eixo x diz qual a amostra.

Para o segundo método, obtivemos os seguintes resultados:

, Nanocapsulas
Oleo de amora
de amora
Sobrenadante + pellet com Biureto 90.4% 95.2%
Pellet com Biureto 57.1% 70.1%

Tabela 3: porcentagens do conteldo de melanina obtidos apds os tratamentos, revelados com

Biureto e lidos em 540 nm.

, Nanocapsulas
Oleo de amora
de amora
Sobrenadante + pellet com
99.3% 101.1%
Bradford
Pellet com Bradford 165.1% 95.4%

Tabela 4: porcentagens do conteldo de melanina obtidos apds os tratamentos, revelados com

Bradford e lidos em 570 nm.
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, Nanocapsulas
Oleo de amora
de amora
Sobrenadante + pellet com
97.4% 103.0%
Bradford
Pellet com Bradford 363.4% 142.4%

Tabela 5: porcentagens do conteudo de melanina obtidos apds os tratamentos, revelados com

Bradford e lidos em 620 nm.

Como é possivel observar nos dados apresentados na Tabela 2 e na
Figura 5, o 6leo de amora na concentragdo de 100 pg/mL proporcionou um
aumento significativo na sintese de melanina, de 44,9%. Ainda n&o ha tantos
dados em relagao aos efeitos na melanogénese por este 6leo, porém os dados
encontrados demonstram o potencial deste ativo no tratamento de disturbios por
hipopigmentagéo, sendo necessarios mais estudos acerca. Ja as nanocapsulas
apresentaram um aumento de 16% apenas, valor considerado baixo, porém é
esperado que haja um menor aumento na sintese do que o 6leo bruto, ja que o
ativo esta protegido nas nanocapsulas. Entretanto, a vantagem da aplicagao de
nanocapsulas em cosméticos reside justamente na protegao do ativo, aumento
da absorcao cutdnea, entre outras caracteristicas. Portanto, sua utilidade
depende do ativo e do tipo de produto que se deseja obter, sendo possivel um
ajuste de dose. Neste caso, seria interessante realizar comparagdes no tecido
dérmico, como testes in vitro com tecnologia 3D, para avaliar a intensidade e
duracdo do efeito apds a aplicagdo, além da estabilidade e integridade do
produto.

Nota-se que em concentragcdes de 150 e 200 ug/mL passa a haver um
decréscimo na melanogénese, demonstrando a citotoxicidade a partir destas
concentragbes. Considerando juntamente o custo de produgdo, ndo seria
interessante exigir concentragdes maiores do O6leo para produzir efeitos
significativos, mas & importante ressaltar os limites de seguranca do ativo.

Em relacdo aos métodos de revelacdo Bradford e Biureto, ambos os
meétodos quantificam proteinas totais, porém diferem entre si na sensibilidade,
sendo que o Bradford € mais sensivel. A desvantagem do uso desses

reveladores é justamente por quantificar todas as proteinas e nao apenas a
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melanina, mas ainda sao utilizados. Na realizacdo do método, foram obtidas
absorbéancias muito altas (>1), o que é justificado pelo fato de quantificarem as
proteinas totais. Mas por conta destes valores altos, o método perde a
confiabilidade e, portanto, os resultados foram desconsiderados e a metodologia
foi tida como inadequada para avaliagdo da melanogénese.

Considerando os problemas de ambos métodos, foi considerado que uma
boa opgado a se testar seria utilizar o primeiro método, porém tratando
adicionalmente com tirosina estéril e o meio suplementado com 20% de SFB

para maior estimulo das células, e sem utilizar reveladores.
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5 CONCLUSOES

A amora preta xavante (Rubus spp. L., Rosaceae) apresenta grande
potencial para aplicagao em produtos cosmeéticos, especialmente os que buscam
um claim de produtos mais naturais e menos agressivos ao organismo € ao meio
ambiente. Isto se da pela sua rica composicao de vitaminas e polifendis, entre
outros compostos, os quais resultam em diversos efeitos benéficos para a saude,
como agao antioxidante por exemplo. Tendo isto em vista, € adequada a
realizacdo de outros testes para avaliar outros possiveis efeitos ainda nao
explorados deste fruto, que no caso do presente trabalho foi a interferéncia na
sintese de melanina. Visando avaliar o efeito do éleo da semente da amora preta
xavante, realizamos testes baseados no cultivo celular 2D e quantificagdao do
conteudo de melanina por espectrofotometria apds os tratamentos com o dleo
bruto e encapsulado. Os resultados apresentaram um aumento significativo da
sintese de melanina, caracterizando o 6leo como possivel estimulante da
melanogénese, o0 que poderia ajudar nas diversas condi¢gdes hipopigmentantes.
Apesar de nao ter sido possivel no presente trabalho, seria interessante
reproduzir os testes a fim de aumentar a confiabilidade dos resultados.
Entretanto, o trabalho conseguiu demonstrar o potencial do 6leo de semente da
amora preta xavante como potencial ingrediente em produtos cosméticos que

objetivam aumentar a melanogénese.
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