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CITOTOXICIDADE E POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO OLEO DE ROMA E
ACIDO ELAGICO VISANDO APLICACAO TOPICA

Larissa Gindri Wenning'*; Francine Carla Cadona?; Camila Franco®

RESUMO

Os melasmas atingem 90% de incidéncia na populacdo, sendo controlados por
hidroquinona 2-5%, niacinamida 1-5%, acido kojico 1-4% e éacido azelaico 15-20%,
geralmente associados em formulagdes topicas. O acido elagico possui efeito clareador e
antioxidante e, é encontrado no éleo de roma, o qual contém polifendis antioxidantes e
inibidores da tirosinase, sendo alternativas terapéuticas. Entretanto, ha poucas
informacdes de seus empregos de forma isolada. O estudo da citotoxicidade e potencial
antioxidante do 6leo de roma e acido elagico em concentracdes topicas de 1-10% objetiva
futura aplicacdo em formulagdo topica. A citotoxicidade foi realizada por ensaio de
brometo de (3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tretrazolina em queratinécitos (HaCaT) e
melanomas humano e de camundongo (A375 e B16F10). Aplicaram-se tratamentos a 100%
(100 pM), 25%, 10%, 5% e 1% de ambos os compostos, meio de cultura Dulbeccos
Modified Eagles Medium, peréxido de hidrogénio 0,01%, dimetilsulfoxido 1% e éster de
metotrexato 0,01%. A atividade antioxidante foi avaliada por DCFH_DA e 6xido nitrico.
Em 24 horas, o 6leo de roma nas concentracdes de 10 a 5% reduziu a viabilidade das células
A375 e B16F10, em 72 horas o acido elagico foi citotoxico para as células HaCaT e, para
A375 e B16F10 tanto acido elagico quanto 6leo de roma foram citotoxicos em diferentes
concentracgdes. A producdo de espécies reativas de oxigénio ocorreu em melanomas com
especial destaque para o acido elagico. A geracdo de espécies reativas de nitrogénio foi
também observada nas trés linhagens, na maioria dos tratamentos, especialmente apo6s 72
horas. Conclui-se que acido elagico e o 6leo de roma sdo seguros aos queratindcitos e
eficazes no controle de melanomas por gerarem citotoxicidade e, geram espécies de oxigénio
em como espécies de nitrogénio, portanto agem por diferentes mecanismos que levam a
morte das células tumorais, podendo ser utilizados como antitumorais e antioxidantes via
topica.
Palavras-chave: Atdxico, Eficacia, Melasma, Seguro.

INTRODUCAO

A procura por cosméticos e procedimentos estéticos tem crescido de forma significativa,
devido & valorizagdo do autocuidado (Santos; Amorim; Rodrigues, 2021). Os melasmas se

destacam pela prevaléncia em 90% das mulheres em idade fértil (Silva; Moraes, 2022). Ocorre
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0 aumento de melanina na pele, manifestado por manchas amarronzadas e irregulares, cuja
origem esta relacionada a exposicdo da pele a luz solar, fontes de calor, alteracGes hormonais,
sendo predominante na face, em especial nas bochechas, témporas e nariz (Goncalves, 2021).

A melanina além de ser responsével pela cor da pele, pelos e cabelos, tem agédo
fotoprotetora, reduzindo a absorcdo da radiacdo ultravioleta (UV) (Macrini, 2004). Porém
guando em excessose deposita na pele e gera melasmas, que, fisiologicamente nao trazem dano,
mas esteticamente afetam a autoestima do individuo (Sanches, et al, 2024).

O controle dos melasmas baseia-se em tratamentos tépicos que reduzem as manchas e
evitam sua progressdo. Recomenda-se o uso diario de protetor solar com FPS > 30 e o
tratamento padrdo-ouro é a hidroquinona de 2-5%, que inibe a tirosinase e a formacéo de
melanina (SBCD, 2024). Sua eficacia pode ser potencializada por associa¢cdo com &cido
glicolico, corticosteroides ou acido retindico, embora esses tratamentos possam causar irritagéo,
vermelhidao, prurido, fotossensibilidade e s&o contraindicados na gestagédo (Mahajan et al.,
2022). Outros ativos sdo empregadados como niacinamida (vitamina B3) a 1-5% e; o acido
kojico de 1-4 e o &cido azelaico de 15-20%, mas estes ultimos apresentam alguns efeitos
adversos (irritagdes e dermatite de contato pigmentada paradoxal e; ardéncia, queimagao e
coceira na pele, respectivamente) (Portilho, Pacheco, 2016; Mahajan et al, 2022; Castro; Jesus;
Brum, 2023).

O uso de plantas e compostos naturais se destacam, sendo veiculados em formulagcbes
cosmeticas (Ferreira, 2019). Entre os bioativos, destaca-se o acido elagico (AE), encontrado no
6leo de roma (OR) e, presente em cosméticos com acdo clareadora e acdo antioxidante, como
em: Serum Intensive Elastin® — Peelline (acerola e romd) e, Peeling Enzimatico® — Lakma
(extrato de romd, niacinamida e nanoparticulas de acido kéjico) ou ainda, composicdes
contendo AE 1% + talasferas de vitamina C a 5% e niacinamida a 4% (acido elagico 30g -
Drogaria Minas-Brasil, 2025).

A roma é o fruto produzido pela Punica granatum L., romazeira e, sua composicao €
rica em polifendlicos, que possuem um potencial antioxidante (Valero-Mendonza et al.,2023).
Alguns compostos se destacam como o AE, um potente antioxidante, capaz de combater
radicais livres, potencializando o efeito da glutationa, protegendo da agédo dos raios solares e
inibindo a atividade da tirosinase (Websix, [s.d.]). Com o uso prolongado, pode diminuir a

producéo desta enzima e inibir a proliferacdo dos melandcitos (Lima; Felipe, 2017).

Portanto, o estudo do OR e do AE quanto a citotoxicidade e potencial antioxidante frente
a queratindcitos humanos (células HaCaT) e melanomas de humanos e camundongos (A375 e
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B16F10, respectivamente), considerando concentragdes entre 1-10%, referenciadas por Lima;
Felipe (2017) como sendo de uso terapéutico para combater melasmas, € o objetivo desta
pesquisa para futuras aplicacdes. A relevancia estd no desenvolvimento de formulacdo para
hipercromias a partir de um produto natural e isolado, com possibilidade de reducdo de custos
ao usuario, confirmacdo de eficécia e seguranca e, reducéo de efeitos adversos em relacéo a

formulagdes com ativos sintéticos e associagoes.

METODOLOGIA

MATERIAIS

Acido Elagico (90% pureza, PM = 302,19 g/mol, Active Pharmaceutica), Oleo de Roma
(Punica granatum L, 100% pureza, d = 0,916 g/mL, Mundo dos Oleos®), brometo de (3-4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenil tretrazolina (MTT, Invitrogen®), Meio de cultura Dulbeccos
Modified Eagles Medium (DMEM, Sigma Aldrich®), Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco®),
Penicilina-Streptomicina (Sigma Aldrich®), Dimetilsulféxido p.a. (DMSO, Synth®),
diclorofluoresceina  diacetato (DCFH_DA, Sigma Aldrich®), tampdo tris/HCI
(tris(hidroximetil)aminometano, Sigma Aldrich), etanol p.a. (Neon®), sulfanilamida (Sigma
Aldrich®), hidrocloreto de N-(1-naftil) etilenediamina (Sigma Aldrich®), acido fosférico p.a.
(Synth®), tripsina 0,05% de /edta-Na, (Sigma Aldrich®), tampéo fosfato (PBS, Laborclin®),
perdéxido de hidrogénio (H20,, Synth®), éster dietilico de metotrexato (EM, PM 510,55 g/mol,
grau de pureza de 70%).

METODOS
Ensaio de viabilidade celular por MTT

As células HaCaT (ATCC® PCS-200-011TN), B16F10 (ATCC®CRL-6475) e A375
(ATCC® CRL-1619) foram cultivadas em meio de cultura DMEM com alta glicose,
suplementado com 10% de SFB, 1% de penicilina e estreptomicina e mantidas em atmosfera
de 5% de CO2/95% de O, a 37°C em garrafas de cultivo. Apos crescimento foram mantidas em
placas de 96 pocos contendo (2.10* células/poco para 24h e 5.10* células/pogo para 72h) por
24h antes da aplicacdo dos tratamentos. Posterior a incubacdo, os tratamentos preparados
utilizando: 0,666 g de AE, 500 pL de DMSO (1%) e gsp 50 mL de DMEM, perfazendo a
solugdo-mée (100 uM, 100%) e foram diluidos a 25%, 10%, 5% e 1%; além dos controles
DMEM, H20 a 0,01%, DMSO a 1% e éster de metotrexato (EM) a 0,01% (1,74 uM), sendo

incubado em estufa por 24 e 72h. O OR foi preparado da mesma forma, considerando d = 0,916
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g/mL, portanto 727 pL em 500 pL de DMSO e gsp 50 mL de DMEM, seguido das mesmas
diluicdes e incubagéo.

No dia da analise foi realizada a remocao de todo o contetdo dos pocos e a solucdo de MTT
a5 mg mL* foi adicionada e incubada por 3h. A seguir, os cristais de formazan formados por
clivagem do tetrazolium foram dissolvidos em DMSO e a absorbancia seré lida em 570 nm
(Anthos 2010 Instrulab, Software Adapt). A viabilidade celular foi calculada usando a Equacao
1: Viabilidade Celular (%) = (AbSamostra/ ADScontrote) X 100,
onde: Absamostra € @ absorbancia das células tratadas com diferentes concentragfes de AE e OR;
Abscontrole € @ absorbancia das células tratadas com o controle, ou seja, incubadas com meio de
cultura DMEM. Os resultados foram expressos como média £ desvio padréo (DP) e analisadas
por analise de variancia — fator Unico, seguido de Tukey em programa Excel (p<0.05 de

significancia).

Ensaio da atividade antioxidante por DCFH_DA:

Apbs 24h, os tratamentos foram aplicados permanecendo 24h em estufa e, apds esse
periodo, 50 pL do sobrenadante foram removidos para uma placa preta de 96 pogos
juntamente com 65 pL de tampé&o Tris/HCI (tris(hidroximetil) aminometano) a 10 mM pH
7,4; e 10 uL de DCFH-DA a 1 mM previamente diluida 1:10 em etanol, sendo novamente
incubada por 1h a temperatura ambiente e protegida da luz. A seguir foi realizada a leitura

da fluorescéncia por espectrofluorimetro a 488/525 nm (Synergy HTX reader, BioTek®).

Ensaio da atividade antioxidante por NO:

Apbs 24h da aplicacdo dos tratamentos e incubacdo em estufa, foram pipetados 100 pL
de sobrenadante para uma placa de 96 pogos transparente, adicionados a 100 pL do reagente
de Griess (0,23 g de sulfanilamida, 0,012 g de N-(1-naftil) etilenediamina dihidrocloreto e
10 mL de &cido fosférico, preparado sob agitacdo magnética e aquecimento a 40°C),
deixado a temperatura ambiente por 15 minutos e realizado a leitura a 540 nm no
espectrofotometro (Synergy HTX reader, BioTek®) (Choi et al., 2012).

Os resultados dos ensaios em cultura celular foram expressos como média * desvio
padrdo (DP, n=3) e foram analisados por analise de variancia fator Gnico (ANOVA),

seguido Tukey em Excel (p<0.05 de significancia).

RESULTADOS E DISCUSSAO
RESULTADO DE VIABILIDADE CELULAR POR MTT
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O ensaio de viabilidade celular realizado por método colorimétrico de MTT, sendo
considerados citotoxicos quando reduzem a viabilidade celular abaixo de 75% (Oliveira et al.,

2018), conforme resultados apresentados na Figura 1.

A. Resultado de MTT apds 24h de exposicdo B. Resultado de MTT apds 72h de exposicdo
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Figura 1. Resultado de viabilidade celular por MTT em 24 horas (A) e 72h (B).
Diferencas estatisticas foram consideras para p<0,05 e descritas no texto. ANOVA fator Unico
e Tukey/24h: HaCaT: F = 23,05, Feritico = 2,08, p = 1,53.10%!, HSD = 0,61; A375: F = 71,88, Feritico =
2,08, p=5,76.10"8, HSD = 0,25; B16F10: F = 328,67, Fritico = 2,08, p=5,12.10%", HSD = 0,17. ANOVA
fator Ginico e Tukey/72h: HaCaT: F = 7,39, Feritico = 2,08, p = 5,21.10%, HSD = 0,85; A375: F = 161,99,
Feritico = 2,08, p = 9,02.10%%, HSD = 0,19; B16F10: F = 45,42, Feritico = 2,08, p = 2,58.10°%°, HSD = 0,23.

Fonte: autora prépria

Em queratindcitos apos 24h de exposicdo, AE e OR ndo afetaram a viabilidade celular
nas concentracOes testadas, portanto, demonstra seguranca de uso. Houve a reducdo de
viabilidade somente pelo H2O2, uma vez que esse composto € um agente oxidante que
desencadeia estresse oxidativo intracelular, promovendo danos as biomoléculas, interrupcéo da
progressao do ciclo celular e, consequentemente, a morte celular (Heo; Kim; Kang, 2020).

A exposicdo de melanomas aos tratamentos apds 24h, ambas as linhagens, observou-se
o controle de proliferacéo celular com OR 10 e 5% e, ainda se confirma a acdo do H>O2 e 0 EM
ambos a 0,01%. Ainda, OR 1% reduziu a viabilidade de B16F10, sendo essa linhagem mais
sensivel. Ndo se observou eficacia do AE frente aos melanomas nas 24h.

O EM ¢é um antimetabdlito, antifolato, que bloqueia enzimas essenciais para a sintese
de DNA e RNA, resultando no efeito citotoxico para o tratamento do cancer (Kozminski et al.,

2020; Hanoodi; Mittal, 2025; Cronstein, 1997). Ainda, estudos com células JAR (carcinoma
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corneocelular) demostraram que a exposi¢do ao EM de 0,1-2,5 pug/mL gerou apoptose apos 48h
(Chen et al., 2009).

Ja nas 72h, os queratindcitos sofreram citotoxicidade por AE 10 e 5% (61,1-54,4%,
respectivamente), H.O2 0,01% e EM 0,01%. Considerando que o AE é um polifenol e estudos
clinicos com polifendis, como o resveratrol, demonstraram a permanéncia cutanea do ativo em
janela de poucas horas (que ndo excede 8h) sobre a pele humana quando aplicado em
nanoemulsdo a 2% (Nastiti et al., 2020). Este tempo de permanéncia sobre a pele nao é
suficiente para induzir respostas citotoxicas em células normais, pois ha outros fatores
fisiol6gicos como &rea de aplicacdo e a temperatura da pele que podem influenciar a absorcéo,
evaporacdo e distribuicdo cutanea do farmaco (Pensado et al., 2025). Confirma-se, portanto, as
observacdes por MTT, onde AE ndo teve acdo citotoxica frente as células HaCaT em 24h de
exposicao, tendo citotoxicidade somente apds 72h, a 10 e 5% nos experimentos in vitro, o que
ndo aconteceria supostamente in vivo.

Zago et al., (2025) relatou que, 0 AE em concentragdes superiores a 39 uM ¢ apds 72h
de tratamento, afetou a viabilidade das células NOK (queratindcitos orais normais). Nas
linhagens A375 e B16F10, a citotoxicidade foi observada em 72h, com AE (25-1% e 10-1%)
e OR (100-1% e 25-5%), respectivamente, o que pode ser explicado pela sobrecarga lipidica
que dificulta a permeacéo celular (Rohrl et al., 2020). Para o OR, apesar da auséncia de estudos
em queratindcitos, Zare et al., (2020), analisou células KYSE-30 (células de cancer esofagico)
tratadas com OR em diferentes concentracdes por 24, 48 e 72 h, com reducdo significativa da
proliferacdo celular em todas as concentragdes, com maior efeito citotoxico em 2000 pg/mL.

Além disso, observou-se que 0 DMSO 1% reduziu a viabilidade em A375 em 72h,
embora previamente descrito como seguro até esta concentracdo em MCF-7 (Franco, 2015),
indicando maior sensibilidade desta linhagem.

A literatura cientifica é escassa quanto a avaliacfes do OR e, especialmente do AE,
quanto ao potencial antineoplasico em ensaios de culturas celulares. Esses achados reforcam
que AE e OR a 10 e 5% possuem seguranca em células normais e potencial antineoplasico em
melanomas, sendo candidatos promissores para aplicacdo em formulagfes tOpicas nestas

concentragdes, conforme Lima e Felipe (2017).

RESULTADO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR DCFH_DA

A avaliacdo do potencial antioxidante dos compostos, foi realizada pelos ensaios

DCFH_DA conforme Figura 2, sendo considerado que fluorescéncias superiores a 100%
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indicam a producdo de EROs (Kim; Xue, 2020). Quando EROs séo produzidas pelas células e

suas concentragdes se elevam no meio, geram estresse oxidativo que, desencadeiam condicGes

patoldgicas que levam a progressao tumoral (Mazzuco,2018).

A. Resultado de DCFH_DAapds 24h de exposicdo B. Resultado de DCFH_DA apés 72h de exposicdo

*%  FF kkX k% X FE X * * EE *

250,00 250,00
200,00 £ 200,00

150,00 9 150,00

= pigimnininillh = nogannamng

Fluorescéncia ()

T e o ge g

¢-'A‘ G@P ‘,,m @'P cg'.0 g ‘\Q“'PQ‘ Q-» o 0@«?0@ (;y Cgf ,.6: q&o P @3‘!\
§ & & o o 7

v 0* S & é" ¥ o“' S

Tratamentos Tratamentos

mHaCal mA375 mBlEFLD B HaCaT mA375 mB1GF1D

Figura 2. Resultado de ensaio antioxidante por DCFH_DA em 24 horas (A) e 72h (B). Diferencas
estatisticas foram consideras para p<0,05 e descritas no texto. ANOVA fator Gnico e Tukey/24h:
HaCaT: F =9,34, Feritico = 2,08, p = 4,93.10%, HSD = 0; A375: F = 23,75, Feritico = 2,08, p = 1,04.10%,
HSD = 0; B16F10: F = 26,60, Feritico = 2,08, p = 2,52.10"*2, HSD = 0. ANOVA fator Unico e Tukey/72h:
HaCaT: F = 13,45, Faritico = 2,08, p = 9,13.10%, HSD = 0; A375: F = 13,91, Feritico = 2,08, p = 6,27.10°
9 HSD = 0; B16F10: F = 37,66, Fcritico = 2,08, p = 2,98.10*, HSD = 0.

Fonte: autora propria

EROs sdo radicais livres de oxigénio que, em baixas concentracfes, participam de
processos fisioldgicos, mas em excesso induzem estresse oxidativo e diversas patologias
(Santos; Andrade, 2022). Abrantes (2025) relata que células tumorais apresentam niveis basais
mais elevados de EROs devido ao microambiente tumoral, enquanto células normais contam
com sistemas antioxidantes mais eficientes, permitindo maior resisténcia a elevactes de EROs
intracelular (Gupta et al., 2012). Pode-se observar pelos resultados experimentais que esse
perfil foi reproduzido, onde HaCaT ndo produziu EROs em 24h ou 72h, entretanto, 0s
melanomas tiveram elevacao da producdo de EROs em ambos 0s tempos.

Como podemos observar, tanto AE quanto OR promovem a produgdo de EROs em 24h
de exposicdo, entretanto, ap6s 72h, somente 0 AE mantém esse comportamento. O OR é
descrito por possuir compostos polifendlicos, incluindo o AE, que exercem uma potente acao
antioxidante e contribuem para reducdo do estresse oxidativo (Martins, 2024). J4 o AE por estar

livre, apresentou a producdo de EROs e promoveu o estresse oxidativo (Eghbali et al., 2021).
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A producéo excessiva de EROs danifica lipidios, proteinas, glicidios e DNA, além de
induzir disfungdo mitocondrial e apoptose (Luo et al., 2021). Em cultivo in vitro, esses efeitos
tendem a ser intensificados pela menor presencga de antioxidantes e maior concentragdao de O:
(Kalyanaraman et al., 2012). De acordo com Nakai; Tsuruta (2021) polifendis como 0s
presentes no OR atuam em células tumorais, capturando EROs, suprimindo a proliferacdo
celular e induzindo a apoptose. A apoptose induzida por polifendis € modulada por Klotho
(fator antienvelhecimento), que apresenta carater seletivo, levando a morte de células tumorais,
e preservando os queratindcitos. Assim, o OR apresentou potencial antioxidante superior ao AE

isolado, sobretudo em exposi¢des prolongadas.

RESULTADO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR NO

O oxido nitrico (NO) é uma molécula que atua como sinalizadora, produzida
principalmente por macréfagos ativados, regula funcdes fisioldgicas do corpo, como a resposta
imune e 0 metabolismo e, participa de rea¢des formando espécies reativas de nitrogénio (ERNs)
(Souza et al., 2007; Sharp et al., 2016).

As ERNs quando séo produzidas em baixas a médias concentra¢des (50-300 nM) séo
considerados agentes pré-angiogénicos e pré-tumorais, favorecendo a progressdo neoplasica,
contudo, em concentraces mais elevadas (>1 M) exercem efeito anti-tumoral promovendo
danos devido a reacdes com lipidios, proteinas e acidos nucleicos, gerando modificacdes como
nitrosilagdo, nitratacdo de tirosinas e danos oxidativos ao DNA que resultam em alteracdes
enzimaticas, disfuncdo mitocondrial e ativacdo de vias inflamatérias e pro-apoptoticas,
provocando estresse nitrosativo, levando a morte celular por apoptose (Xu et al., 2002; Pacher;
Beckman; Liaudet, 2007; Tejero, Shiva, Gladwin, 2019; Franco et al., 2022).

Os resultados experimentais sdo apresentados na Figura 3.

A. Resultado do NO apds 24h de exposicao B. Resultado de NO apds 72h de exposigdo
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Figura 3. Resultado de ensaio antioxidante por NO em 24 horas (A) e 72h (B). Diferencas estatisticas
foram consideras para p<0,05 e descritas no texto. ANOVA fator Unico e Tukey/24h: HaCaT: F =879,66,
Feritico = 2,08, p = 5,72.10%, HSD = 160,90; A375: F = 2863,02, Feritico = 2,08, p = 3,95.10%, HSD =
265,80; B16F10: F = 2496,78, Fariico = 2,08, p = 2,68.10°%°, HSD = 304,80. ANOVA fator (nico e
Tukey/72h: HaCaT: F = 233,63, Feritico = 2,08, p = 5,79.10%°, HSD = 83,80; A375: F = 80,24, Feritico =
2,08, p=1,31.108, HSD = 54,60; B16F10: F = 449,58, Feritico = 2,08, p = 6,59.10%°, HSD = 137,60

Fonte: autora propria

Pode-se inferir que tanto 0 AE quanto o OR sdo protetores ao cancer, quando avaliados
pelos ensaios de DCFH_DA e NO, agindo por mecanismos diferentes. Ainda, segundo Brétas
(2018), em média 0 OR contem de em torno de 40% do AE e, por o OR ser um blend de
fendlicos, este parece ser melhor antioxidante que o AE.

A utilizacdo de compostos que apresentam propriedades antineoplasicas combinadas
com acgdo antioxidante pode diminuir tanto a ocorréncia quanto a intensidade dos danos
oxidativos provocados por EROs e ERNs, além de auxiliar na supressdo do crescimento tumoral
(Franco et al., 2022).

CONCLUSAO

Conclui-se que o AE e 0 OR sdo seguros para queratindcitos e eficazes no controle de
melanomas nas concentracdes de 5% a 10%. O OR demonstrou possuir maior potencial
antioxidante que o AE, considerando a producéo de EROs enquanto, o AE estimulou a producéo

de ERNs, confirmando o potencial antineoplasico.

A capacidade antioxidante superior do OR possivelmente se da pela presenca de
diferentes polifendis, incluindo cerca de 40% de AE. Portanto, confirma-se o potencial emprego
de AE e OR em formulacdes topicas de 5 a 10% para futura avaliacdo de estabilidade e
aplicacdo no tratamento de melasmas.

Este trabalho de acesso aberto esta licenciado sob Creative Commons - Atribuicdo (CC BY
4.0).
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