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Resumo: Devido a crescente preocupacao com o estilo de vida sustentavel,
Brodutos de origem natural estdo ganhando mais espa¢co no mercado. Cosméticos a

ase de derivados vegetais recebem o nome de fitocosméticos e, para possibilitar
seu uso, é necessario garantir sua seguranga e eficacia. Em vista disso, o presente
trabalho avaliou a atividade antioxidante, citotoxica e cicatrizante in vitro dos
extratos de Stryphnodendron adstringens, Centella asiatica e HYPSKIN®. Foi
realizada a quantificacdo do Teor de Compostos Fendlicos Totais com a
metodologia do Folin-Ciocalteu e a atividade antioxidante foi determinada frente
aos radicais DPPH® e ABTS®*. Foram utilizadas as linhagens HDFa, HaCat e HepG2
para a citotoxicidade (MTT), e as linhagens HDFa e HaCat para a cicatrizacao. O
extrato HYPSKIN®, nas concentracoes testadas, ndo possui compostos fendlicos e
nao apresentou atividade antioxidante. O extrato de S. adstringens possui
44,23+0,68 ug de CFEAG/100 pg, apresentou um EC50 de 3,93 pug/mL frente ao
DPPH® e de 1,88 pg/mL equivalente a 1000 pM de Trolox frente ao ABTS®*. Os IC50
nas linhagens HaCat, HDFa e HepG2, foram de 0,7036+0,0312 mg/ml,
0,1974+0,0439 mg/mL e 0,1084+0,006 mg/mL, respectivamente. O extrato de C.
asiatica possui 4,36+0,42 pg de CFEAG/100 ucT:] de extrato, com o EC50 de 61,82
Mg/mL frente ao DPPH° e de 38,1 ug/mL equivalente a 1000 uM de Trolox frente ao
ABTS®*. Os IC50 nas linhagens HaCat, HDFa e HepG2 foram de 0,5590+0,1043
mg/mL, 0,4797+0,0367 mg/mL e 0,4675+0,0677 m?/ml, respectivamente. Os trés
extratos apresentaram atividade cicatrizante frente a linhagem HDFa.

Abstract: Due the increasing concern for sustainable lifestyle, products of natural
origin are gaining greater prominence in the market. Cosmetics based on plant
derivatives are referred to as phytocosmetics and, to enable their use, it is
necessary to guarantee their safety and efficacy. In this regard, the present study
evaluated the antioxidant, cytotoxic and the wound healing in vitro activities of
Stryphnodendron adstringens, Centella asiatica and HYPSKIN® extracts. The Total
Phenolic Compounds Content quantification was performed using the Folin-
Ciocalteu methodology and the antioxidant activity was determined with DPPH® and
ABTS®" radicals. The cell lines HDFa, HaCat and HepG2 were used for cytotoxicity
assay (MTT), whereas HDFa and HaCat cell lines were applied in the wound healing
assay. The HYPSKIN® extract, at the concentrations tested, doesn't contain
phenolic compounds and didn’t show antioxidant activity. The S. adstringens extract
contains 44.23+0.68 ug of CFEAG/100 p%, presenting an EC50 of 3.93 pg/mL for
DPPH® and 1.88 pg/mL equivalent to 1000 uM of Trolox for ABTS®*. The IC50 for
HaCat, HDFa and HepG2 were 0.1036+0.0312 mg/mL, 0.1974+0.0439 mg/mL and
0.1084+0.006 mg/mL, respectively. The C. asiatica extract contains 4.36+0.42 ug
of CFEAG/100 ug of extract, with EC50 of 61.82 pg/mL for DPPH® and 38.1 pg/mL
equivalent to 1000 uM of Trolox for ABTS®*. The IC50 for HaCat, HDFa and HepG2
were 0.5590+0.1043 mg/mL, 0.4797+0.0367 mg/mL and 0.4675+0.0677 mg/ml,
respectively. The three extracts demonstrated healing activity in HDFa cell line.
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Introdugdio

Fitocosméticos

A dependéncia humana da biodiversidade para a obtencado de alimentos, cosméticos e
materiais com a utilizacao de produtos naturais com propriedades terapéuticas é datada desde
a antiguidade (SOUZA et al., 2007). A crescente valorizacao de praticas sustentaveis pelos
consumidores tem incentivado a industria a investir no desenvolvimento de produtos que
conciliem dimensbdes econémicas, sociais e ambientais (FERRO et al., 2006). Nos ultimos anos,
o0 mercado de produtos naturais cresceu de 8 a 25%, enquanto o de produtos sintéticos
cresceu de 3 a 10% (MIGUEL, 2011). O Brasil, detentor de 15 a 20% da biodiversidade mundial,
favorece a preferéncia por produtos naturais, no qual a utilizacdo de plantas medicinais faz
parte da cultura brasileira devido sua acessibilidade e baixo custo (BRAGA E DA SILVA, 2021).
Na industria cosmética, o aumento da longevidade e a preocupacao com a qualidade de vida
tém impulsionado o uso de extratos vegetais e substancias ativas isoladas. Alguns exemplos
S30 O acai e 0 guarana, ricos em vitaminas e compostos bioativos, utilizados em produtos
antioxidantes e antienvelhecimento (DELFINO, 2024).

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, conhecido como barbatimao, € uma espécie
nativa do cerrado brasileiro rica em taninos, flavonoides, terpenos e alcaloides, na qual é
utilizada tradicionalmente como antisséptico, antimicrobiano e cicatrizante (SOUZA-MOREIRA
et al, 2018), com estudos que comprovam suas propriedades anti-inflamatoria,
antiulcerogénica, cicatrizante, antioxidante, antimutagénica e antiviral (RIBEIRO et al., 2022).
O barbatimao integra a Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS devido a
sua eficacia e baixa toxicidade, sendo usada em pomadas e cremes (PELLENZ et al., 2018).

Centella asiatica (L.) Urb

A Centella asiatica é uma planta tradicional na medicina ayurvédica para tratar asma,
Ulceras, eczemas e disturbios psicologicos, e € empregada empiricamente como antipirético,
diurético, antibacteriano, antiviral e cicatrizante (BYLKA et al., 2013). Na medicina
convencional, é usada em pomadas, comprimidos, solu¢des e preparos homeopaticos, tendo
como principais compostos ativos os triterpenos (acido asiatico, acido madecasico e
asiaticosideo) e os flavonoides, que estimulam a cicatrizacdo e reduzem a inflamacao por
meio do aumento de coldgeno e proliferacdo de fibroblastos (ARORA et al., 2018). E utilizada
em produtos como o Madecassol®, que demonstram eficacia na prevencao de estrias em
mulheres gravidas (BYLKA et al., 2013).

HYPSKIN

As algas marinhas tém ganhado destaque devido as suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatodrias, imunoestimulantes, antimicrobianas e antitumorais (AFONSO, 2021), sendo os
polifendis, flavonoides, carotenoides, acidos graxos poli-insaturados, acido félico e acido
ascorbico, os responsaveis por essas propriedades (ORTIZ-VIEDMA, 2021). O extrato
HYPSKIN®, desenvolvido pela ASSESSA, é obtido das algas das classes Rhodophyceae (algas
vermelhas) e Phaeophyceae (algas pardas), sendo um bioativo multifuncional
comprovadamente benéfico para a integridade, regeneracao e saude da pele (ASSESSA, 2021).
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Compostos Fenélicos

Os compostos fendlicos, originarios do metabolismo secundario das espécies vegetais, sao
constituidos pelos flavonoides, acidos fendlicos, taninos, fendis simples, ligninas e cumarinas
(ROCHA, 2021). Suas propriedades anti-inflamatodrias, antimicrobianas e antiproliferativas, tém
atraido a atencao cientifica, sendo potenciais aliados no combate de doencas cardiovasculares,
cancer e diabetes (RAHMAN et al.,, 2021). Na cosmética, destacam-se por melhorarem a
hidratacdo e elasticidade da pele, por serem coadjuvantes na fotoprotecao solar e suas
propriedades antienvelhecimento e antioxidantes (CHERUBIM et al., 2020). Os antioxidantes
sao responsaveis por retardarem ou inibirem a oxidagao nos organismos, sendo essenciais no
combate aos radicais livres, que, quando produzidos em excesso, podem causar estresse
oxidativo, doencas, envelhecimento precoce e podem danificar moléculas como lipidios,
proteinas e acidos nucleicos no reparo tecidual, dificultando a cicatrizagcdo (RAHMAN et al.,
20217).

E importante ressaltar que a quantidade de metabolitos secundarios pode variar conforme a
estacao do ano e as condicdes ambientais, como umidade, composicao do solo, temperatura e
estresse hidrico, afetando os niveis de compostos fendlicos (SANTOS et al., 2006). Portanto,
estudos continuos sobre as espécies sao essenciais para aprofundar o conhecimento sobre
sua constituicdo quimica e efeitos farmacoldgicos, possibilitando o desenvolvimento de
produtos (SOUZA-MOREIRA et al., 2018).

Cicatrizacdo

O processo de cicatrizacao envolve interacdes complexas e é dividido em inflamacao,
proliferacao e remodelacao. Na fase de inflamacao, células como mondcitos e neutrofilos sao
recrutadas, ativando a cascata de coagulacao com o recrutamento de fibrina, resultando em
sinais de calor, rubor e dor. Na fase proliferativa, fibroblastos produzem colageno e elastina
para sintetizar a matriz e promover a reepitelizacdo. Na fase de remodelagcao, o colageno
previamente produzido é organizado e depositado (SANTANA, 2021). Na industria cosmética,
ha uma constante busca por novos produtos com ativos cicatrizantes, como, por exemplo,
para o tratamento de estrias, que sao lesdes cutdneas na camada dérmica que resultam em
cicatrizes lineares visiveis devido ao rompimento das fibras colagenas e elasticas (PINHEIRO
E DE SOUZA, 2021).

Citotoxicidade

Mesmo que a utilizacao de espécies vegetais possa apresentar inumeras vantagens, é
necessario ter cautela em sua utilizacdo, pois as espécies podem proporcionam efeitos
adversos, como, por exemplo, a toxicidade, sendo uma preocupacao para a saude publica,
visto que, no Brasil, muitas espécies vegetais sao consumidas com pouca ou nenhuma
comprovacao cientifica, mostrando a importancia da realizacdo de novos estudos
ressaltando a necessidade de ensaios para garantir a seguranca e a efetividade (JUNIOR E
PINTO, 2005).

A industria cosmética tem substituido ensaios em animais por experimentos in vitro, como
os de cultivo celular, permitindo a analise do comportamento das células em ambientes
controlados (CHIARI, 2011). Assim, ao associar o conhecimento tradicional sobre espécies ve-
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getais medicinais com pesquisas cientificas, ha uma potencializacdo no desenvolvimento de
produtos, o que torna possivel garantir a segurancga e eficacia de um composto, estabelecendo
seus efeitos terapéuticos e adversos, além de padronizar sua composi¢ao, permitindo o uso
seguro pela populagao (MIGUEL, 2011). Em vista disso, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antioxidante, citotoxica e cicatrizante dos extratos de S. adstringens (Mart.)
Coville e de C. asiatica (L.) Urb., fornecidos pela empresa Schraiber, e o HYPSKIN®, fornecido
em parceria com a empresa ASSESSA.

Metodologia
Quantificacéo do Teor de Compostos Fenélicos

Para a quantificagcdo do Teor de Compostos Fendlicos, foi utilizada a metodologia que
emprega o reagente Folin-Ciocalteu, com modificacdes, na qual 0,5 mL da amostra de cada
extrato, ou do solvente (branco), foram adicionadas a 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu,
diluido em agua destilada (1:10) e deixados em repouso durante 8 minutos, ao abrigo de luz.
Apds esse tempo, foram adicionados 2 mL de carbonato de sédio (4%) e deixados em
repouso por 2 horas, também ao abrigo de luz. A leitura da absorbancia foi feita a 740 nm, em
espectrofotdmetro. Foi feita uma curva analitica de acido galico nas concentragcdes variando
de 10 a 100 pg/mL (SINGLETON, 1965) e o teor de compostos fendlicos totais foi calculado a
partir da equacao da reta da curva analitica do acido galico. Os resultados foram expressos
em ug de compostos fendlicos equivalentes ao acido galico em 100 pg ou 100 mg de extrato.
A concentracao do extrato de S. adstringens utilizada foi de 10 ug/mL, a do extrato de C.
asiatica de 150 pug/mLe a do HYPSKIN® de 10 mg/mL.

Avdliagdo da atividade antioxidante
Ensaio do radical DPPH®

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada frente a captura do radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH®°), utilizando a metodologia da EMBRAPA com modificagdes (RUFINO et
al, 2007).

A solucao do radical DPPH®° foi preparada na concentragao de 0,024 mg/mL em alcool
metilico para a construcao de uma curva analitica em concentracdes de 10 uM a 60 pM. Em
seguida, ao abrigo de luz, uma aliquota de 0,1 mL das diferentes concentragdes das amostras
foi transferida para um tubo de ensaio junto a 3,9 mL da solucao do radical DPPH®, sendo
homogeneizados e colocados, em repouso, durante 30 minutos. Apds esse tempo, foi
realizada a leitura das absorbéancias por meio de espectrofotometria no comprimento de onda
de 515 nm (RUFINO et al., 2007). As concentracdes do extrato de S. adstringens foram de 1a
6 ug/mL, do extrato de C. asiatica de 5 a 120 pg/mL e do HYPSKIN® de 1 a 10 mg/mL. Para o
calculo do EC50 utilizou-se a equacao da reta obtida a partir das absorbancias medidas,
substituindo o valor de "y" pela absorbancia correspondente a 50% da concentracao do
radical DPPH®.
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Ensaio do radical ABTS°+

Para a obtencao da solucao do radical livre do ABTS®* (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico)), foram adicionados 5 mL da solucao estoque do radical ABTS®* (7 mM),
preparada na concentracao de 3,84 mg/mL, em agua destilada, junto a 88 uL da solugao de
persulfato de potassio (140 mM), preparada na concentracao de 37,84 mg/mL, em agua
destilada. Essa solucao foi deixada em repouso, em temperatura ambiente e ao abrigo de luz,
por 16 horas. Apos esse tempo, a solucado do radical livre foi solubilizada em &lcool etilico
absoluto até a obtencao de uma absorbancia de 0,7 + 0,05, a 734 nm no espectrofotdmetro.
Em seguida, 30 pL das solugdes das amostras em diferentes concentragées foram
adicionadas a 3 mL do radical ABTS®* recém obtido. Foi feita uma pausa de 6 minutos e as
absorbancias das amostras foram lidas a 734 nm. O Trolox foi utilizado como padrao para o
experimento, sendo construida uma curva com concentragdes variando de 100 a 2.000 uM. O
ensaio foi realizado em triplicata com cinco concentracdes diferentes, variando de 0,25 a 4
pMg/mL para o S. adstringens, de 5 a 80 pg/mL para a C. asiatica e de 2 a 10 mg/mL para o
HYPSKIN®. O calculo da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox do extrato foi realizado
pela equacao da reta, sendo o “y" substituido pelo valor da absorbancia encontrada na
concentracao de 1000 pM de Trolox. Em seguida, o resultado encontrado foi dividido por
1000, obtendo-se o valor em mg, sendo expresso em UM Trolox/mg do extrato.

Avdlia¢ao da Citotoxicidade
Ensaio com o corante MTT

O ensaio colorimétrico do corante Metiltetrazolium, MTT, foi realizado de acordo com as
normas da ISO (2009) com modificacdes, utilizando as células de fibroblastos humanos
(HDFa), queratinécitos humanos (HaCat) e hepatocarcinoma humano (HepG2).

Em uma microplaca de 96 pocos foram semeados 100 uL de suspensao celular na
concentracdo de 1x10° células/mL, sendo incubada na estufa a 37 °C com atmosfera
umidificada e 5% de CO, por 24 horas. Em seguida, foram adicionados os tratamentos das
amostras em diferentes concentragées e o0s controles negativo (meio DMEM a 5%) e o
positivo (DMSO a 10%), sendo a microplaca incubada por mais 24 horas na estufa. No ultimo
dia, foram adicionados 100 uL da solucao de MTT (1 mg/mL em PBS) em cada poco, ficando
em repouso, na estufa, por 2 horas. Apds esse tempo, a solugao de MTT foi descartada e
foram adicionados 100 uL de alcool isopropilico para completa solubilizacao dos cristais de
formazana. As absorbancias foram avaliadas em espectrofotometro com leitor de
microplacas. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em triplicatas independentes.

As concentracdes foram ajustadas por meio de ensaios pilotos e dos resultados dos ensaios
de atividade antioxidante, sendo de 0,0125 a 0,4 mg/mL para o extrato de S. adstringens e de
0,03125 a 1 mg/mL para a C. asiatica. Com o uso do programa GraphPad Prism (versao 5.01),
por meio de uma curva de regressao nao linear, utilizando a concentragao (log) versus a
porcentagem de células viaveis, foram calculadas as concentracoes que inibem 50% (IC50) e
30% (IC30) da viabilidade celular, que correspondem ao valor maximo aceito para a
concentracao nao ser considerada citotéxica. Os valores da viabilidade celular foram
relatados como média + desvio padrao (DP).
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Ensaio de cicatrizagdo

O ensaio de cicatrizagao foi realizado pela metodologia descrita por Walter e
colaboradores, com modificacoes (WALTER et al, 2010).

Em uma placa de 24 pocos, foram adicionados 500 pL de uma solucao de colageno Tipo 1,
em uma concentragao de 0,2 mg/mL, sendo incubada pelo periodo de 2 horas, a 37 °C, na
estufa. Apds esse tempo, a solucao foi retirada e os pocos foram lavados com 500 uL de PBS.
Na sequéncia, foi adicionado 1 mL de suspensao celular, em uma concentragdo de 1.10°
células/mL, sendo colocada novamente na estufa incubadora e deixada, em repouso, até a
monocamada celular atingir a confluéncia necessaria. Na sequéncia, foi realizado um risco
centralizado com o auxilio de uma ponteira de 100 uL para obter o "“arranhao” na
monocamada celular. O meio foi retirado e os poc¢os foram lavados com 500 pL de PBS,
sendo entdo adicionado 1 mL dos tratamentos e do controle negativo (DMEM 10%). A
concentracao utilizada dos ativos no ensaio foi estipulada de acordo com o ensaio de
citotoxicidade, a partir do calculo do IC90.

Foram estipulados horarios para realizar os registros do fechamento do “arranhdo” até o
fechamento completo do controle negativo: para a linhagem celular HDFa, no intervalo de 48h
e, para a linhagem celular HaCat, no intervalo de 96h. Para a analise das imagens, foi utilizado
o software Imaged, sendo definidas trés coordenadas y no eixo vertical da imagem, uma na
parte superior, uma na parte inferior e uma na parte média do arranhao, para que a medicao
ocorresse sempre no mesmo ponto. Os experimentos foram conduzidos em triplicata.

Resultados e discusséo
Quantificagdo do teor de compostos fenélicos totais

Para a quantificagdo do teor de compostos fendlicos totais do HYPSKIN®, na concentracdo
de 10 mg/mL, nao apresentou valores de compostos fendlicos equivalentes ao acido galico.
Para o extrato do S. adstringens, em 10 pg/mL, foi obtido um valor de 44,23 + 0,68 pg de
compostos fendlicos equivalentes ao acido galico/100 ug do extrato. Para o extrato da C.
asidtica, em 150 pg/mL, foi obtido um valor de 4,36 * 0,42 pg de compostos fendlicos
equivalentes ao acido galico/100 ug do extrato.

Atividade Antioxidante do radical DPPH®

O extrato HYPSKIN®, nas concentracbes testadas, apresentou linearidade nas absorbancias,
mostrando ndo haver atividade antioxidante nestas condicbées. Para o extrato de S.
adstringens, o valor de EC50 encontrado foi de 3,93 pg/mL. E, para o extrato de C. asiatica, o
valor de EC50 encontrado foi de 61,82 ug/mL.

Atividade Antioxidante do radical ABTS°+

O extrato HYPSKIN®, nas concentragdes testadas, apresentou linearidade nas absorbancias,
mostrando nao haver atividade antioxidante nestas condicées. Para o extrato de S.
adstringens foi encontrado o valor de 1,88 pg/mL equivalentes a 1.000 uM de Trolox. E, para o
extrato do C. asidtica, foi encontrado o valor de 38,1 ug/mL equivalentes a 1.000 uM de Trolox.
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Os resultados da atividade antioxidante encontrados com o extrato de S. adstringens foram
semelhantes aos de Silva (2018), com valores do EC50 igual a 5,88 = 0,19 pg/mL para o
radical DPPH® e de 2,01 + 0,36 ug/mL para o radical ABTS®+. Ribeiro et al (2015) testou uma
outra espécie do género Stryphnodendron, por meio da metodologia do radical DPPH® e
obteve valores de EC50 de 6,3 pug/mL. Para o extrato de C. asidtica, Rahman e colaboradores
(2013) testaram os extratos etandlico 100%, etandlico 50% e o extrato aquoso frente ao
DPPH®, obtendo valores de EC50 de 40,4 + 0,7 ug/mL, de 63,4 + 1,7 pg/mLe de 56,3 + 0,6
pg/mL, respectivamente, ressaltando que o modo de extragdo também interfere nos valores
dos metabdlitos secundarios e, por consequéncia, em sua atividade. Em relacdo ao extrato
HYPSKIN®, os presentes resultados corroboram com os encontrados por Ahn et al. (2004),
que nao obtiveram valores satisfatorios da atividade antioxidante frente ao radical DPPH® em
algas pardas da espécie Scytosiphon lomentaria; porém. Fujimoto e Kaneda (1980) estudaram
21 espécies de algas marinhas, das quais cerca de 60% apresentaram atividade antioxidante,
diferencas que podem ser atribuidas ao tipo de extracao dos extratos, a fatores ambientais e
de estresse enfrentados pelas espécies, ao método de coleta e, principalmente, as variagdes
intrinsecas entre as espécies analisadas.

A correlacao entre compostos fendlicos e atividade antioxidante se torna possivel, uma vez
que os extratos de S. adstringens e de C. asiatica apresentaram teor de compostos fenodlicos
em sua composicdo e uma boa acdo antioxidante, e o extrato do HYPSKIN®, que nao
apresentou compostos fendlicos, nao apresentou atividade antioxidante.

Avdliagdo da citotoxicidade
Ensaio com o corante MTT

Os valores de IC50 e IC30 obtidos no ensaio com o corante MTT realizados com as
linhagens celulares HaCat, HDFa e HepG2 estao descritos na Tabela 1, sendo expressos com
a média de 3 ensaios independentes * desvio padrao (DP).

Tabela 1- Valores de IC50 e IC30 (mg/mL) obtidos nos ensaiosde citotoxicidade nas linhagens HaCat, HDFa e
HepG2 por meio da metodologia que emprega o corante MTT

C. asiatica

S. adstringens

ICs0 (mg/mL) HaCat
IC30 (mg/mL) HaCat
ICso (mg/mL) HDFa
IC30 (mg/mL) HDFa
ICs0 (mg/mL) HepG2

IC3 (mg/mL) HepG2

0,5590 = 0,1043
0,3267 = 0,1435
0,4797 +0,0367
0,2401 + 0,0247
0,4675 +0,0677

0,2134 £0,0479

0,1036 +0.,0312
0,0515+0,0123
0,1974 +0,0439
0,1005 + 0,0324
0,1084 = 0,006

0,0553 £0,0015

Fonte: Autores, 2022
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As curvas de viabilidade celular estao representadas na Figuras 1, sendo os resultados
expressos com a média de 3 ensaios independentes + desvio padrao (DP).

Figura 1- Curva de viabilidade celular de C. asiatica e S. adstringens nas linhagens HaCat, HDFa e HepG2
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Souza (2007) encontrou valores proximos aos relatados no presente trabalho para S.
adstringens, a partir da analise em células de macrofagos da linhagem J774, apresentando
valores de citotoxicidade na concentracao de 0,156 mg/mL. Pellenz e colaboradores (2018)
utilizaram linhagens de queratindcitos (HaCat) e fibroblastos (HFF- 1), constatando que nas
concentragcées de 0,012 mg/mL, 0,099 a 0,49 mg/mL houve uma agao protetora nos
queratinécitos, e nas concentracées de 0,099 a 0,99 mg/mL nao houve efeito citotoxico. An e
colaboradores (2012) verificaram a acao protetora dose-dependente que o extrato de C.
asiatica induz contra radiagcao UVB, sendo que, em baixas doses, o extrato leva a proliferacao
celular, e, em altas doses, pode gerar morte celular.

Avdlia¢ao da Cicatrizagdo

Os ensaios para a avaliagao do processo de cicatrizagao foram realizados com as linhagens
celulares HDFa e HaCat. Para o extrato de C. asidtica e S. adstringens, as concentracdes foram
definidas a partir do calculo do IC90 dos ensaios de citotoxicidade, sendo elas,
respectivamente 0,1 mg/mL e 0,02 mg/mL. Para o HYPSKIN®, a concentracao foi fornecida pela
empresa, sendo 10 mg/mL. Os resultados estao expressos em unidade arbitraria (UA), junto a
média e o desvio padrao de cada tratamento. Foram determinadas as porcentagens do
fechamento do arranhao nos tempos estipulados, estando expressos na Figura 2 para a HDFa e
na Figura 3 para a HaCat.
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Figura 2 - Valores do fechamento do arranhao dos extratos testados em comparacédo ao controle negativo na
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linhagem celular HDFa
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1h 8h 16h 24h 36h 18h

B Controle B C. asiatica S. adstringens HYPSKIN

Fonte: Autores, 2022

Figura 3 - Valores do fechamento do arranhao dos extratos testados em comparag¢ao ao controle negativo na

RRANHAD (%

FECHAMENTO DO Af

A partir da analise dos resultados, € possivel perceber que, para a linhagem HDFa, todos os
extratos apresentaram um fechamento completo dentro de 36 horas de tratamento, enquanto o
controle apresentou 79,5% de fechamento nesse periodo, sendo completo apés 48 horas. Ja
para a linhagem HaCat, & possivel perceber que nenhum dos trés extratos apresentou
diferencas significativas do fechamento do arranhdo em relagdo ao controle negativo, sendo
que os quatro tratamentos apresentaram o fechamento de 100% no tempo de 96 horas. Estao
representadas na Figura 4 as imagens referentes ao ensaio realizado com a linhagem celular

linhagem celular HaCat.

Tempo de fechamento do arranhao

16h 24h 18h 96h

Fonte: Autores, 2022

HDFa para o controle negativo e os trés extratos.

Revista Brasileira Multidisciplinar- Brazilian Journal Multidisciplinary



Avaliagdo in vitro da atividade...

Figura 4 - Imagens do fechamento do “arranhao” no ensaio de cicatrizagao do controle negativo, C. asidtica, S.
adstringens e HYPSKIN® na linhagem HDFa.

24h 36h

Controle

S. adstringens

C. asiatica

HYPSKIN®

.... |

Fonte: Autores, 2022

Para os resultados encontrados no ensaio in vitro de cicatrizagao, Pellenz e colaboradores
(2019) analisaram em duas concentracoes diferentes o extrato de S. adstringens, constatando
que ambas promoveram um aumento na taxa de migracdo de fibroblastos. Alguns autores
constatam que o possivel mecanismo pelo qual S. adstringens estimula a proliferagao celular
esta relacionado ao teor de tanino de sua casca (Trevisan et al., 2020).

Em relacao a cicatrizagao obtida com o extrato de C. asiatica, Ribeiro (2016) constatou uma
aceleragao no processo de reepitelizacdo e migragcao de queratindcitos in vitro e, também, na
aceleracao da cicatrizagao em feridas induzidas em ratos, a partir da formulagdo de um gel
contendo o extrato com polissacarideos sulfatados da alga marinha C. crenulata, tendo relagao
direta com os resultados obtidos pela acdo do extrato de HYPSKIN®, no ensaio de cicatrizacéo,
com as células HDFa.
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Além disso, é possivel relacionar os valores encontrados entre os compostos fendlicos e a
atividade antioxidante dos extratos de C. asiatica e de S. adstringens com a agao cicatrizante,
ja que os antioxidantes inibem a formacao de radicais livres, diminuindo o dano tecidual
causado por eles (PACE, 2006); porém, isso ndo é uma regra, uma vez que o extrato HYPSKIN®
nao possui compostos fendlicos em sua composicao e nao apresentou atividade antioxidante
frente aos radicais testados, mas demonstrou ser responsavel por causar uma aceleragao no
fechamento do arranhao, em fibroblastos.

Conclusao

Apds a analise dos resultados obtidos, pode-se concluir que o extrato HYPSKIN®, nas
concentracdes testadas, nao apresentou atividade antioxidante frente aos radicais testados e
nao possui compostos fendlicos em sua composi¢cao; porém, quando submetido aos ensaios
de cicatrizagao in vitro, apresentou resultados relevantes com a linhagem celular HDFa, sendo
um indicativo da atividade cicatrizante.

Em relacao aos resultados dos extratos de C. asiatica e de S. adstringens, ambos possuem
uma o6tima atividade antioxidante e acao cicatrizante frente a linhagem celular HDFa, sendo que
a concentracao utilizada respeita os limites de citotoxicidade, tornando os extratos alvos de
interesse para ensaios complementares, afim de garantir seu uso de modo correto e seguro
para o desenvolvimento de produtos.
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	Avaliação in vitro da atividade antioxidante, citotóxica e cicatrizante de extratos de origem natural
	Rafaela Baldassari Silvestre¹; Fernanda Borges de Almeida¹; Mariana da Silva Martins¹; Daniel Weingart Barreto²; Vera Isaac¹ ¹Universidade Estadual Paulista (UNESP) ²Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)
	Palavras-chave Antioxidante; Citotoxicidade; Cicatrização;  in vitro;  Extratos naturais  Keywords  Antioxidant; Cytotoxicity;  Wound healing;  in vitro;  Natural extracts
	Resumo: Devido à crescente preocupação com o estilo de vida sustentável, produtos de origem natural estão ganhando mais espaço no mercado. Cosméticos a base de derivados vegetais recebem o nome de fitocosméticos e, para possibilitar seu uso, é necessário garantir sua segurança e eficácia. Em vista disso, o presente trabalho avaliou a atividade antioxidante, citotóxica e cicatrizante in vitro dos extratos de Stryphnodendron adstringens, Centella asiatica e HYPSKIN®. Foi realizada a quantificação do Teor de Compostos Fenólicos Totais com a metodologia do Folin-Ciocalteu e a atividade antioxidante foi determinada frente aos radicais DPPHº e ABTSº+. Foram utilizadas as linhagens HDFa, HaCat e HepG2 para a citotoxicidade (MTT), e as linhagens HDFa e HaCat para a cicatrização. O extrato HYPSKIN®, nas concentrações testadas, não possui compostos fenólicos e não apresentou atividade antioxidante. O extrato de S. adstringens possui 44,23±0,68 μg de CFEAG/100 μg, apresentou um EC50 de 3,93 μg/mL frente ao DPPHº e de 1,88 μg/mL equivalente a 1000 μM de Trolox frente ao ABTSº+. Os IC50 nas linhagens HaCat, HDFa e HepG2, foram de 0,1036±0,0312 mg/ml, 0,1974±0,0439 mg/mL e 0,1084±0,006 mg/mL, respectivamente. O extrato de C. asiatica possui 4,36±0,42 μg de CFEAG/100 μg de extrato, com o EC50 de 61,82 μg/mL frente ao DPPHº e de 38,1 μg/mL equivalente a 1000 μM de Trolox frente ao ABTSº+. Os IC50 nas linhagens HaCat, HDFa e HepG2 foram de 0,5590±0,1043 mg/mL, 0,4797±0,0367 mg/mL e 0,4675±0,0677 mg/ml, respectivamente. Os três extratos apresentaram atividade cicatrizante frente à linhagem HDFa.
	Abstract: Due the increasing concern for sustainable lifestyle, products of natural origin are gaining greater prominence in the market. Cosmetics based on plant derivatives are referred to as phytocosmetics and, to enable their use, it is necessary to guarantee their safety and efficacy. In this regard, the present study evaluated the antioxidant, cytotoxic and the wound healing in vitro activities of Stryphnodendron adstringens, Centella asiatica and HYPSKIN® extracts. The Total Phenolic Compounds Content quantification was performed using the Folin-Ciocalteu methodology and the antioxidant activity was determined with DPPHº and ABTSº+ radicals. The cell lines HDFa, HaCat and HepG2 were used for cytotoxicity assay (MTT), whereas HDFa and HaCat cell lines were applied in the wound healing assay. The HYPSKIN® extract, at the concentrations tested, doesn’t contain phenolic compounds and didn’t show antioxidant activity. The S. adstringens extract contains 44.23±0.68 μg of CFEAG/100 μg, presenting an EC50 of 3.93 μg/mL for DPPHº and 1.88 μg/mL equivalent to 1000 μM of Trolox for ABTSº+. The IC50 for HaCat, HDFa and HepG2 were 0.1036±0.0312 mg/mL, 0.1974±0.0439 mg/mL and 0.1084±0.006 mg/mL, respectively. The C. asiatica extract contains 4.36±0.42 μg of CFEAG/100 μg of extract, with EC50 of 61.82 μg/mL for DPPHº and 38.1 μg/mL equivalent to 1000 μM of Trolox for ABTSº+. The IC50 for HaCat, HDFa and HepG2 were 0.5590±0.1043 mg/mL, 0.4797±0.0367 mg/mL and 0.4675±0.0677 mg/ml, respectively. The three extracts demonstrated healing activity in HDFa cell line.
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	As curvas de viabilidade celular estão representadas na Figuras 1, sendo os resultados expressos com a média de 3 ensaios independentes ± desvio padrão (DP).
	Souza (2007) encontrou valores próximos aos relatados no presente trabalho para S. adstringens, a partir da análise em células de macrófagos da linhagem J774, apresentando valores de citotoxicidade na concentração de 0,156 mg/mL. Pellenz e colaboradores (2018) utilizaram linhagens de queratinócitos (HaCat) e fibroblastos (HFF- 1), constatando que nas concentrações de 0,012 mg/mL, 0,099 a 0,49 mg/mL houve uma ação protetora nos queratinócitos, e nas concentrações de 0,099 a 0,99 mg/mL não houve efeito citotóxico. An e colaboradores (2012) verificaram a ação protetora dose-dependente que o extrato de C. asiatica induz contra radiação UVB, sendo que, em baixas doses, o extrato leva à proliferação celular, e, em altas doses, pode gerar morte celular.


	Avaliação da Cicatrização
	Os ensaios para a avaliação do processo de cicatrização foram realizados com as linhagens celulares HDFa e HaCat. Para o extrato de C. asiática e S. adstringens, as concentrações foram definidas a partir do cálculo do IC90 dos ensaios de citotoxicidade, sendo elas, respectivamente 0,1 mg/mL e 0,02 mg/mL. Para o HYPSKIN®, a concentração foi fornecida pela empresa, sendo 10 mg/mL. Os resultados estão expressos em unidade arbitrária (UA), junto à média e o desvio padrão de cada tratamento. Foram determinadas as porcentagens do fechamento do arranhão nos tempos estipulados, estando expressos na Figura 2 para a HDFa e na Figura 3 para a HaCat.
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	A partir da análise dos resultados, é possível perceber que, para a linhagem HDFa, todos os extratos apresentaram um fechamento completo dentro de 36 horas de tratamento, enquanto o controle apresentou 79,5% de fechamento nesse período, sendo completo após 48 horas. Já para a linhagem HaCat, é possível perceber que nenhum dos três extratos apresentou diferenças significativas do fechamento do arranhão em relação ao controle negativo, sendo que os quatro tratamentos apresentaram o fechamento de 100% no tempo de 96 horas. Estão representadas na Figura 4 as imagens referentes ao ensaio realizado com a linhagem celular HDFa para o controle negativo e os três extratos.
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	Para os resultados encontrados no ensaio in vitro de cicatrização, Pellenz e colaboradores (2019) analisaram em duas concentrações diferentes o extrato de S. adstringens, constatando que ambas promoveram um aumento na taxa de migração de fibroblastos. Alguns autores constatam que o possível mecanismo pelo qual S. adstringens estimula a proliferação celular está relacionado ao teor de tanino de sua casca (Trevisan et al., 2020).     Em relação à cicatrização obtida com o extrato de C. asiatica, Ribeiro (2016) constatou uma aceleração no processo de reepitelização e migração de queratinócitos in vitro e, também, na aceleração da cicatrização em feridas induzidas em ratos, a partir da formulação de um gel contendo o extrato com polissacarídeos sulfatados da alga marinha C. crenulata, tendo relação direta com os resultados obtidos pela ação do extrato de HYPSKIN®, no ensaio de cicatrização, com as células HDFa.
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	Além disso, é possível relacionar os valores encontrados entre os compostos fenólicos e a atividade antioxidante dos extratos de C. asiatica e de S. adstringens com a ação cicatrizante, já que os antioxidantes inibem a formação de radicais livres, diminuindo o dano tecidual causado por eles (PACE, 2006); porém, isso não é uma regra, uma vez que o extrato HYPSKIN® não possui compostos fenólicos em sua composição e não apresentou atividade antioxidante frente aos radicais testados, mas demonstrou ser responsável por causar uma aceleração no fechamento do arranhão, em fibroblastos.

	Conclusão
	Após a análise dos resultados obtidos, pode-se concluir que o extrato HYPSKIN®, nas concentrações testadas, não apresentou atividade antioxidante frente aos radicais testados e não possui compostos fenólicos em sua composição; porém, quando submetido aos ensaios de cicatrização in vitro, apresentou resultados relevantes com a linhagem celular HDFa, sendo um indicativo da atividade cicatrizante.     Em relação aos resultados dos extratos de C. asiatica e de S. adstringens, ambos possuem uma ótima atividade antioxidante e ação cicatrizante frente à linhagem celular HDFa, sendo que a concentração utilizada respeita os limites de citotoxicidade, tornando os extratos alvos de interesse para ensaios complementares, afim de garantir seu uso de modo correto e seguro para o desenvolvimento de produtos.
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