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RESUMO

A exposicdo a radiacdo UV é um dos principais fatores externos responsaveis pela
hiperpigmentacédo e envelhecimento cuténeo, alteracdes que afetam social e psicologicamente
a pessoa acometida. Tal fato tem estimulado a pesquisa por novos agentes, principalmente
baseados em produtos naturais. Nesse sentido, a espécie Calycophyllum spruceanum, utilizada
popularmente na forma de cataplasma como antiinflamatorio, agente de rejuvenescimento e
como tratamento em infec¢Ges da pela causadas por fungos, apresenta-se como interessante
objeto de estudo para esse fim. Assim, este trabalho objetivou avaliar o efeito de extratos
hidroetantlicos das cascas de C. spruceanum sobre enzimas de aplicacdo cosmética
(tirosinase, elastase, colagenase e hialuronidase). Inicialmente, foram obtidos trés extratos
hidroetandlicos, extrato fluido (EHF), extrato seco em liofilizador (EHL) e extrato seco por
aspersdo (EHSA), a partir dos quais foram realizados ensaios de atividade antioxidante,
inibicdo enzimatica in vitro e citotoxicidade. Posteriormente, uma formulagdo semi-solida
(creme) foi manipulada para incorporacdo dos extratos para averiguar se as atividades de
sequestro de radicais DPPH, inibicdo de tirosinase, quelante de ferro, hemolise e pH
permaneciam estaveis ou se a incorporacdo dos ativos a formulacdo poderia modificar as
atividades encontradas no extratos testados isoladamente. As formulac6es foram testasdas em
comparagdo com produto comercialmente utilizado. O EHF foi caracterizado obtendo-se pH:
5,5; densidade: 0,9575 g/cm® e 2,5 + 0,03% de residuo seco. Os extratros secos apresentaram
teores de fendis totais superiores aos do EHF e estatisticamente iguais. Os extratos
apresentaram boa atividade antioxidante sobre o radical DPPH, porém inferiores a do padrdo
Trolox®. Apenas o EHF apresentou atividade quelante de ferro. A atividade antioxidante
celular foi realizada com os extratos secos, EHL e EHSA, ndo demonstrando grande diferenca
entre o efeito observado in vitro e o observado in situ, estas atividades, no entanto,
corresponderam a metade do potencial do padrdo Quercetina. Apenas 0S extratos secos
apresentaram inibicdo da tirosinase, sendo a atividade do EHL muito superior a do EHSA. A
inibicdo da colagenase pelos extratos secos foram baixas e estatisticamente iguais. Para as
enzimas elastase e hialuronidase o EHSA apresentou atividade superior ao EHL sendo ambas
de grande interesse para uso como potencial rejuvenescedor. A agdo de EHSA na enzima
hialuronidase foi superior a do padrdo Rutina. Os extratos apresentaram-se seguros para uso.
As formulagGes com extratos secos apresentaram atividades bastante superiores as do fluido e
as do produto comercial (PC) no ensaio do DPPH. A atividade quelante de ferro foi observada
apenas na formulacdo base e a inibicdo enzimatica da tirosinase foi maior na formulacao
contendo extrato liofilizado (FBEL) do que na formulacdo contendo extrato seco por aspersdo
(FBESA) e nao foi observada nas demais formulacfes. A FB apresentou potencial hemolitico,
no entanto observou-se que a presenca de compostos no extrato fluido (FBEF) diminuiram
essa citotoxicidade e na FBEL a mesma ndo foi observada. A FBESA apresentou hemdlise
levemente superior a apresentada pela FB. O pH das fomulacdes também foi avaliado (FB:
7,45; PC: 7,31; FBEF: 7,17; FBEL: 5,06; FBESA: 5,29). Nota-se, portanto, o grande
potencial para uso cosmético da espécie, no entanto, estudos para adequacdo de metodo de
secagem e formulagéo séo necessarios.

Palavras-chave: extrato seco, hiperpigmentacdo, envelhecimento cuténeo.



ABSTRACT

Exposure to UV radiation is one of the main external factors responsible for
hyperpigmentation and skin aging, and social changes that affect a person psychologically
affected. This fact has stimulated the search for new agents, mainly based on natural products.
Accordingly, the species Calycophyllum spruceanum, popularly used in the form of cataplasm
as anti-inflammatory, rejuvenating agent and as a treatment for the infections caused by fungi,
presented as interesting object of study for this purpose. This study aimed to evaluate the
effect of hydroethanolic extracts from the bark of C. spruceanum cosmetic application of
enzymes (tyrosinase, elastase, collagenase and hyaluronidase). Initially, we obtained three
hydroethanolic extracts, fluid extract (EHF), freeze-dried extract (EHL) and spray dried
extract (EHSA), from which assays were performed antioxidant activity, in vitro enzyme
inhibition and cytotoxicity. Subsequently, a semi-solid formulation (cream) was manipulated
to incorporate the extracts to determine whether the activities of DPPH radicals hijacking,
tyrosinase inhibition, iron chelation, hemolysis and pH remained stable or whether the
incorporation of assets could change the formulation activities found in extracts tested alone.
Testasdas formulations were compared with commercially used product. The EHF was
characterized yielding pH: 5.5, density: 0.9575 g/cm3 and 2.5 + 0.03% of dry matter. The dry
extratros showed higher total phenolic content of the EHF and statistically equal. The extracts
showed good antioxidant activity on DPPH radical, but lower than that of standard Trolox ®.
Only the EHF was active iron chelator. The cellular antioxidant activity was performed with
the dried extracts, and EHL EHSA, showing no major difference between the observed effect
observed in vitro and in situ, these activities, however, accounted for half of the standard
potential of Quercetin. Only the dried extracts showed inhibition of tyrosinase activity being
much higher than the EHL EHSA. Inhibition of collagenase by the dry extracts were low and
statistically similar. For enzymes elastase and hyaluronidase EHSA the EHL showed activity
superior to both being of great interest for potential use as a rejuvenator. The action of the
enzyme hyaluronidase EHSA was above the standard Rutin. The extracts showed to be safe
for use. The formulations with dry extracts showed activity well above the fluid and the
commercial product (PC) in the DPPH assay. The iron chelator activity was observed only in
the base formulation and the enzymatic inhibition of tyrosinase was higher in lyophilized
formulation containing extract (FBEL) than the formulation containing spray dried extract
(FBESA) and was not observed in the other formulations. The FB showed hemolytic
potential, however it was observed that the presence of the compounds fluid extract (FBEF)
and decreased cytotoxicity in this FBEL the same was not observed. The FBESA showed
slightly higher hemolysis presented by the FB. The pH of fomulagdes was also evaluated (FB:
7.45; PC: 7.31; FBEF: 7.17; FBEL: 5.06; FBESA: 5.29). Note, therefore, the potential for
cosmetic use of the species, however, studies for adequate drying method and formulation are
required.

Keywords: dried extracts, hyperpigmentation, skin aging.
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1 INTRODUCAO

A pele é um 6rgdo complexo que reveste toda a superficie corporal, compondo 16%
do peso total do corpo. Fornece protecdo, sendo considerada barreira fisica entre o corpo e o
meio ambiente, evitando perdas de agua e eletrdlitos, reduzindo a penetracdo dos produtos
toxicos e protegendo contra microorganismos patogénicos. Assim, esta diretamente exposta a
efeitos térmicos, mecanicos e quimicos, que potencialmente prejudicam sua estrutura
(GROEBER et al, 2011; KHAVKIN e ELLIS, 2011; VENUS et al, 2011).

As patologias relacionadas a pele influenciam social e psicologicamente as pessoas
acometidas, intensificando a busca de aceitacdo pela sociedade, que impde critérios ideais de
beleza e aparéncia fisica a serem seguidos. As alteracGes cutaneas, principalmente 0s
distdrbios de pigmentacdo séo frequentemente encontrados em adultos e sdo queixas comuns
dos pacientes em consultorios dermatolégicos. A preocupacdo surge pela percepcao, por parte
do paciente, das areas ou lesdes que ocorrem mudanca na tonalidade da cor ou pelo proprio
médico, que observa area com pigmentacdo alterada (BAUMANN, 2004; PANDYA e
GUEVARA, 2000; RAWLINGS et al, 2008; ROSE, 2009).

A radiacdo UV pode levar a pigmentacédo da pele e ao envelhecimento precoce, cujos
tratamentos requerem o uso de fotoprotetores, despigmentantes e rejuvenescedores. Nesse
sentido, vérias substancias vem sendo utilizadas para prevenir e/ou tratar o envelhecimento
cutdneo, bem como para diminuir a pigmentagdo da pele (RANGEL e KEDOR-
HACKMANN, 2000).

No que diz respeito as desordens pigmentares, novos tratamentos tém sido
desenvolvidos e executados em clinicas dermatoldgicas como o uso de agentes
despigmentantes, peelings quimicos, dermoabrasdo, laser entre outros. No entanto, esses

tratamentos podem ndo obter resultados satisfatorios como tambeém desencadear reacdes
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secundarias, como irritacdo cutdnea e desenvolvimento de hiperpigmentacdes pos-
inflamatorias  (BAUMANN, 2004; GAUTHIER, 2004; LOBAO, 2004; PANDYA e
GUEVARA, 2000).

Os atuais métodos para tratamento do envelhecimento encontram-se cada dia mais
tecnoldgicos e invasivos, porém, os produtos naturais incluindo as plantas, sdo relevantes e
podem ser altamente eficazes. A investigacdo cientifica também corrobora com o uso
tradicional de muitas plantas para obtencdo de beneficios para a pele e, para elucidar os
mecanismos bioquimicos de acdo para um numero crescente de compostos fitoquimicos
(ANGERHOFER et al, 2009).

Nos ultimos anos, as alteracdes cutaneas associadas aos distarbios pigmentares,
envelhecimento e fotoenvelhecimento tem defrontado os dermatologistas no tratamento da
pele com procedimentos cirdrgicos e ndo cirargicos. Este ultimo tem estimulado diversos
pesquisadores para realizacdo de estudos envolvendo a descoberta de novos ativos que
atendam a este nicho de mercado (KHAVKIN e ELLIS, 2011; POWELL, 2006; ROULIN e
DUCREST, 2011).

Paralelo a isso, a demanda por produtos de beleza e o aquecimento do mercado de
cosmeéticos propicia também inimeras oportunidades de pesquisa de novos ativos. Grandes
empresas tem investido nos produtos naturais para uso preventivo ou terapéutico nos cuidados
da pele. As plantas sdo fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos
dos quais se constituem em modelos para sintese de grande nimero de substancias com
propriedade terapéutica conhecida pela populacdo e, algumas comprovadas por estudos
(BARA et al, 2006; COSTA et al, 2010; GUERRA e NODARI, 1999; KIM e UYAMA,
2005).

Formulagdes cosméticas produzidas a partir de ativos botanicos sao utilizadas desde a

antiguidade e extratos vegetais continuam desempenhando importante papel nos cosmeéticos
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contemporaneos (ANGERHOFER et al, 2009). Nesse contexto, a biodiversidade da
Amazbnia e a extensa predominancia de espéecies vegetais ainda pouco estudadas, com
diferentes constituintes quimicos, abundantes em flavondides, cumarinas, taninos e outros
compostos, torna-se cada vez mais importante para o desenvolvimento de produtos medicinais
e cosmeticos potencialmente ativos (CHANG, 2009; KIM e UYAMA, 2005; SOUZA et al,
2008).

Estudos clinicos adicionais sdo necessarios para otimizar a aplicacdo de produtos
naturais em formulacbes cosméticas, mas a fundamentacdo cientifica para a seguranca e
eficacia de uma série de extratos e compostos botanicos para a prevencao e o tratamento do
envelhecimento da pele (ANGERHOFER et al, 2009) e dos distdrbios pigmentares (CHANG,
2009; KIM e UYAMA, 2005; SOUZA et al, 2008) sdo evidentes.

Dessa forma, baseando-se em resultados obtidos de trabalhos anteriores,
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa em produtos naturais e analises clinicas da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), com a espécie
vegetal Calycophyllum spruceanum e da comprovacdo de sua atividade antioxidante
conforme Lino et al (2009), este trabalho visa avaliar a atividade de extratos das cascas de C.
spruceanum sobre enzimas de interesse cosmético (tirosinase, colagenase, elastase e
hialuronidase) assim como sua atividade antioxidante e o efeito desses extratos sobre algumas
dessas atividades ap6s a incorporacdo em emuls@es, comparando-as com o produto disponivel

no mercado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pele

A pele desempenha um papel extremamente importante, fornecendo uma barreira
fisica eficiente contra agressdes exogenas, de natureza quimica ou bioldgica que podem afetar
0 estado fisioldgico do corpo. Além dessa funcdo, a pele age como 6rgédo sensorial, participa
do sistema imunolégico, regula a temperatura corporea e oferece um sistema de defesa contra
a Radiacdo Ultravioleta (UV). A pele que representa cerca de 16% do peso corporal, é
considerada o maior 6rgdo do corpo humano, sendo formada por tecidos de origem
ectodérmica e mesodérmica distribuidos em trés camadas distintas: a epiderme, a derme e a
hipoderme (Figura 1) (COSTIN e HEARING, 2007; SOUZA e VARGAS, 2004).

A epiderme é a camada mais superficial da pele, € um epitélio de revestimento
estratificado e pavimentoso que possui varias camadas de células que se achatam a medida
qgue se tornam mais superficiais. Essas células sdo diferenciadas em queratinociticas,
composta de queratindcitos e ndo queratinociticas formada por melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel (BAUMANN, 2004; SOUZA e VARGAS, 2004).

As camadas da epiderme estdo dispostas conforme a maturidade da populacdo
queratinocitica. Na camada basal as células basais sdo responsaveis pela manutencdo da
epiderme, por meio da renovacdo continua da populacdo celular. A camada espinhosa é
composta de cinco a dez camadas de células maiores que as células basais devido ao
citoplasma amplo e eosinofilico, identificadas como desmossomos, responsaveis pela grande
coesdo celular dos epitélios, resistentes a fortes tragdes e pressfes. A camada granulosa tem
de uma a trés fileiras de células grandes, losangulares repletas de granulos querato-hialinas.

Por fim na camada mais superficial da epiderme, a cornea, residem os queratindcitos mais
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maduros e que completam o processo de queratinizagdo (BAUMANN, 2004; SOUZA e

VARGAS, 2004).

Pelo
& Estrato corneo

—=4—Camada granulosa
4 Camada Espinhosa
[— Camada Basal

— Glandula sebacea

—Ducto sudoriparo

—Musculo Eretor do Pelo
— Glandula sudoripara

— Fibras colagenas

e elasticas

— Foliculo piloso

Vasos sanguineos
Nervos

© Epiderme — @ Derme — © Tecido subcutaneo adiposo

Figura 1 — Camadas da Pele.
FONTE: Adaptado de QUINN, 2004.

A derme é de origem mesodérmica, localiza-se abaixo da epiderme e é responsavel por
boa parte da forca mecanica e das sensacdes da pele. E formada por fibras colagenas, fibras
elasticas e substancia amorfa, todas produzidas pelos fibroblastos. Na derme encontram-se
vasos, nervos e musculos eretores do pélo, além dos anexos cutaneos (QUINN, 2004; SOUZA
e VARGAS, 2004). As principais células da derme sdo os fibroblastos, responsaveis pela
producdo de fibras e de uma substancia gelatinosa, a substancia amorfa, na qual os elementos
dérmicos estdo mergulhados. Sob a pele, hd uma camada de tecido conjuntivo frouxo, o tecido
subcutaneo, rico em fibras e em células que armazenam gordura (células adiposas ou
adipdcitos). A camada subcutanea, denominada hipoderme, atua como isolante térmico,

reserva energética e na protecdo contra choques mecéanicos (SOUZA e VARGAS, 2004).
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Sera abordado neste trabalho, a célula ndo queratinocitica mais importante, 0s
melandcitos, que sdo células dendriticas, desprovidas de desmossomas, derivadas da crista
neural. Estdo localizados abaixo da camada basal, na propor¢do de um melandcito para dez
queratindcitos basais. Sdo responsaveis pela producdo de melanina, que é transferida para os
queratindcitos atraves dos processos dendriticos. Cada melandcito transfere melanina para 36
queratindcitos vizinhos (ITO e WAKAMATSU, 2008; QUINN, 2004; SOUZA e VARGAS,

2004; YAMAGUCHI et al, 2007).

2.1.1 Melanina

A variacdo da cor da pele € uma das caracteristicas mais perceptiveis nos seres
humanos. Essa variacdo da pigmentacdo da pele é determinada maior parte pela melanina e
principalmente pela sua qualidade, quantidade e distribuicdo na pele. As melaninas séo
biopolimeros, cuja estrutura quimica ndo foi satisfatoriamente determinada e cuja papéis
fisiol6gicos ndo sdo compreendidos inteiramente. Sdo classificadas em dois tipos principais:
eumelanina e feomelanina, e estdo representadas estruturalmente na Figura 2 (AGAR e
YOUNG, 2005; ITO e WAKAMATSU, 2008; ROZANOWSKA et al, 1999).

A eumelanina ¢ um biopolimero heterogéno composto por diferentes estados
oxidativos das unidades 5,6-di-hidroxi-indol (DHI) e 5,6-di-hidroxi-indol-2-4cido carboxilico
(DHICA), e também de unidades pirrolicas derivadas da dissociagdo peroxidativa dos
mesmos, representada pela coloracdo varidvel de marrom a preto. A feomelanina é
representada estruturalmente pelo agrupamento de benzotiazinas, benzotiazois e
isoquinolinas. A proporcédo dos dois tipos de melanina estabelece as vérias tonalidades de pele

dos diferentes grupos sociais (MACRINI et al, 2009; SIMON et al, 2009).
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Figura 2 — Estrutura da eumelanina e feomelanina.
FONTE: ITO e WAKAMATSU, 2008.

A propriedade biol6gica mais conhecida da melanina é a protecdo ao DNA contra a
absorcdo de raios UV, proporcionando uma barreira natural acima do ndcleo das células da
camada basal. A radiacdo UV é um dos fatores externos que direta ou indiretamente afetam a
pigmentacdo da pele resultando em alteracdo estrutural e funcional nas células. O sol é a
maior fonte de radiacdo UV que interage com o ser humano (AGAR e YOUNG, 2005;
COSTIN e HEARING, 2007; PARK et al, 2009; YAMAGUCHI e HEARING, 2009).

A radiacdo UV faz parte do chamado espectro eletromagnético e compreende a faixa
de comprimento de onda entre 100 e 400 nm. E dividida em UVA (320 a 400 nm), UVB (280
a 320 nm) e UVC (100 a 280 nm). Esta ultima normalmente é absorvida pela camada de
0z6nio ndo atingindo a superficie terrestre. A radiacdo solar UV que atinge a terra bem como
a pele, é composta de 5-10 % de radiacdo altamente energética UVB e 90-95 % de radiacédo
menos energética UVA. No entanto, a radiacdo UVA, devido ao seu comprimento de onda
penetra mais profundamente a pele (HERRLING et al, 2008; PARK et al, 2009).

As radiagdes UVA e UVB penetram a pele e desencadeiam patologias como erupgoes
cutaneas, queimaduras, imunossupressdo, fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese. A
radiacdo UVA ao penetrar nas células é absorvida pelo oxigénio molecular e por substancias

cromoforas fotossensiveis que produzem radicais livres oxidativos sendo responsaveis pelo
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envelhecimento cutaneo precoce (fotoenvelhecimento ou envelhecimento actinico), por
doencas de fotossensibilidade e também contribuem para o desenvolvimento do cancer. A
radiacdo UVB causa dano direto ao DNA, ou seja, ao ser absorvida causa ruptura do DNA em
dimeros de ciclobutano-pirimidina e fotoprodutos de pirimidina pirimidona (HERRLING et
al, 2008; ARAUJO e SOUZA, 2008).

A melanina pode tanto proteger a célula da producao de espécies reativas de oxigénio
quanto ser um elemento pré-oxidante. Com base em estudos, os dois tipos de melanina
desempenham propriedade antioxidante protegendo o DNA contra danos induzidos pela
radiacdo UV. Porém, tanto a melanina quanto seus intermediarios, principalmente a
feomelanina dependendo do seu peso molecular e estado de polimeriza¢do pode aumentar a
producdo de espécies reativas de oxigénio induzida pela radiacdo UV e, consequentemente o
dano ao DNA (COSTING e HEARING, 2007; ITO e WAKAMATSU, 2008).

A propriedade antioxidante da melanina relaciona-se com tipo e proporcdo entre
eumelanina e feomelanina, condicionando ao pigmento mais escuro a maior capacidade
antioxidante. Sendo assim, a pele negra demonstra maior nivel de protecdo contra a radiacao
UV que a pele clara. Os estudos sugerem que o aumento dos casos de melanona em peles
claras ndo se deve apenas a protecdo da pele pela feomelanina, mas sim as propriedades
mutagénicas dela e seus intermediarios como resultado da capacidade pré-antioxidante

(AGAR e YOUNG, 2005; HERRLING et al, 2008; ROZANOWSKA et al, 1999).

2.2 Melanogénese

A melanogénese é a biossintese da melanina e ocorre em organelas chamadas

melanossomos contidas em células especializadas, os melandcitos. Os melanossomos séo

geralmente divididos em quatro estagios de maturacéo (I-1V) determinados pela estrutura e
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quantidade, qualidade e organizacdo da melanina produzida. Originam-se da regido
perinuclear do complexo de Golgi, onde recebem todas as proteinas enzimaticas e estruturais
fundamentais para a melanogénese. Os melanossomos podem ser de dois tipos:
eumelanossomos e feomelanossomos (MIOT et al, 2009; PASSERON et al, 2005; SIMON et
al, 2009).

O estagio | é comum em eu- e feomelanogénese, onde os melanossomos sao vacuolos
esféricos com presenca de grande quantidade de tirosinase (principal enzima envolvida na
melanogénese) e proteina melanossomal (Pmel 17). Esta proteina confere maturacdo ao
melanossomo para o estagio Il, onde o melanossomo torna-se mais alongado, fibroso e com
pouca quantidade de melanina. No estagio Ill, a sintese de melanina comeca e o pigmento é
uniformemente depositado sobre as fibrilas internas. Na Gltima fase de desenvolvimento (1V)
sdo detectadas regides altamente pigmentadas nos melandcitos, onde estes melanossomos
apresentam-se elipticas ou elipsoides, opacas e eletrodensas devido a completa deposicdo de
melanina e tirosinase pouco ativa, estando totalmente maduros. Os feomelanossomos séo
sempre esféricos e granulares nos quatro estagios de maturacdo. Ainda no quarto estagio, 0s
melanossomos sao tranferidos dos melandcitos para os queratindcitos (COSTIN e HEARING,
2007; YAMAGUCHI e HEARING, 2009).

Dentro dos melanossomos, trés enzimas sdo absolutamente necessarias para sintetizar
os diferentes tipos de melanina: a tirosinase, as proteinas relacionadas a tirosinase
denominadas TRPs e DOPAcroma tautomerase. A TRP 1, uma das proteinas relacionadas a
tirosinase é a glicoproteina mais presente no melandcito, ocorre somente nos eumelanossomos
e é responsavel pelo controle da sintese de melanina. A DOPAcroma tautomerase age em
etapas subsequentes as etapas de acdo da tirosinase e é responsavel pela diferenciacdo da
melanina. Porém, a mais importante é a tirosinase, que estd envolvida nas reacdes de

catalisacdo da sintese de melanina (COSTIN e HEARING, 2007; PASSERON et al, 2005).
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A tirosinase € uma enzima limitante para a melanogénese, 0 aumento ou diminuicao
de sua expressdo como de sua atividade podem levar a alteracdo da sintese de melanina.
Contém no seu sitio ativo dois atomos de cobre ligados a residuos de histadina. A tirosinase
catalisa a oxidacdo de monofenois e o-difendis (atividade difenolase) aos seus respectivos
derivados o-quinonas. Na melanogénese, a tirosinase inicia a cascata de reacdes que converte
tirosina ao biopolimero melanina (CHANG, 2009; SCHALLREUTER et al, 2007).

Na monofenolase, a tirosina catalisa a 0-hidroxila¢do da tirosina, um monofenol, a -
3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) e a oxidacdo da DOPA, um o-difenol, a DOPAquinona,
uma o-quinona. A partir da DOPAquinona, reacdes enzimaticas e ndo-enzimaticas ocorrem
para produzir compostos dihidroxiindolicos (DHI) para formacdo da eumelanina e na
presenca de compostos sulfidricos ha formacédo de feomelanina (CHANG, 2009; SILVEIRA,
2007).

Na figura 3, a DOPAquinona na auséncia de sulfidrilas, tém incorporada um
grupamento amino produzindo a ciclodopa ou leucodopacroma. Por uma reagdo de oxidacéo e
reducdo entre a DOPAquinona e a ciclodopa é formada DOPA novamente. A leucodopacroma
sofre também uma oxidacdo formando a dopacroma, que pela ocorréncia de descarboxilacdo
gera o di-hidroxi-indol (DHI) e em menor propor¢do gera acido carboxilico di-hidroxi-
inddlico (DHICA). Esses dois compostos inddlicos sdo oxidados formando a eumelanina. Por
outro lado, a DOPAquinona na presenca do grupo sulfurado cisteina forma um intermediario
feomelanina, as cisteinildopas, que apds reacdo de oxidacdo formam benzotiazinas, outro
intermediario da feomelanina. As misturas desses intermediarios originam as feomelaninas
(CHANG, 2009; PARK et al, 2009; SARANGARAJAN e APTE, 2006;

SCHAULLREUTER et al, 2007).
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Figura 3 — Biossintese de Melanina. TYR — Tirosinase; TRP-1 — Proteina 1 relacionada com a
tirosinase; TRP-2 — Proteina 2 relacionada com a tirosinase; GSH — Glutationa; DHI — 5,6-
Diidroxiindol; 1Q — Indol-5,6-quinona; DHICA — 5,6- Dihidroxiindol-2-acido carboxilico; ICAQ —
Indol-5,6- quinona &cido carboxilico; HBTA: 5-hidroxi-1,4- benzotiazinilalanina.

FONTE: Adaptado de PANICH, 2011.
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2.3 Hiperpigmentacao

De maneira geral, a hiperpigmentacdo da pele é devida a varios fatores, como
envelhecimento, gravidez, disturbios enddcrinos, tratamento com hormonios sexuais e
exposicao ao sol em diferentes graus. Estudos foram conduzidos sobre diversas manifestacdes
crénicas que afetam o aspecto pessoal e a satisfacdo estética. Muitos deles provam que as
radiacdes de luz solar sdo as principais responsaveis pela maioria destas anomalias, seguidas
pelos hormonios e/ou fatores externos (NICOLETTI et al, 2002).

O melasma € a hiperpigmentacdo adquirida mais comum caracterizada por manchas
irregulares marrom-claro ao cinza geralmente na face, nos labios superiores, testa e bochechas
em tonalidades variadas. A radiacdo UV é um importante fator para desencadear ou agravar o
desenvolvimento do melasma. Sdo mais frequentes em mulheres, e normalmente aparecem
durante a gravidez caracterizando o melasma gravidico. Essas manchas sdo consideradas
benignas, porém sdo esteticamente desagradaveis e dificeis de tratar (GAUTHIER, 2004;
KANG e ORTONNI, 2009).

O tratamento clinico para 0 melasma visa retardar a proliferagdo de melandcitos,
inibicdo da formacéo de melanossomos e promogéo da degradacao destes. Os dermatologistas
prescrevem o uso de agentes despigmentantes como hidroquinona, acido kéjico e também
agentes queratinoliticos como a tretinoina, acido glicolico. No entanto, € necessario e

imprescindivel o uso de protetor solar para protecéo a radiacio UV (GARCIA; 2010).
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Figura 4 — Paciente com melasma.
FONTE: GRIMES, 2009.

Ainda h& outras manchas solares que podem aparecer em qualquer tipo de pele
chamada de lentigos solares, predominam em partes do corpo expostas a radiagdo UV como
face, colo e bragos. Normalmente, aparecem em pessoas com idade acima de 50 anos sendo
denominada também como manchas senis. As lesdes podem ser grandes e apresentar
variagfes na coloracdo, além disso, podem representar lesdes malignas como melanoma. Ha
também os lentigos simples que sdo maculas escuras que surgem na infancia e ndo estdo
relacionadas a exposicao solar e também n&o tem carater maligno (NICOLETTI et al, 2002;

ORTONNE e PASSERON, 2005; SCHMIDT, 2008).
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Figura 5 — Lentigo solar.
FONTE: SPENCERI, 2003.

Em peles expostas ao sol pode haver desenvolvimento de sardas ou efélides. Sdo
lesBes que escurecem quando expostas ao sol e que clareiam quando ndo expostas. Os efélides
surgem durante a infancia ou adolescéncia sendo mais comum em pessoas de pele clara.
Apresentam aumento da produgdo de melanina sem alteracdo no numero de melandcitos.
Tanto para lentigos como efélides o tratamento consiste em protecdo solar como prevencao na
formacdo de manchas e para lesdes existentes é realizado o uso de agentes despigmentantes e
protetor solar, podem ser tratadas também através de laser (BEYLOT, 2009; SCHMIDT,
2008; SPENCERI, 2003).

A hiperpigmentacdo pos-inflamatoria ocorre pela producdo aumentada de melanina
devido a uma agressdo a pele. As manchas tendem a desaparecer naturalmente desde que o
processo inflamatério inicial seja tratado. O uso de agentes quimicos ndo é recomendado
devido a possibilidade de causar irritacdo, sendo indicado uso de corticoides e

antiinflamatérios (GRIMES, 2009; PANDYA e GUEVARA, 2000).



25

2.3.1 Inibicéo da Tirosinase

O fundamento principal de terapias para prevencdo e tratamento de hipercromias é a
inibicdo da enzima tirosinase. Agentes despigmentantes que agem desta forma como o &cido
kojico, sdo utilizado em clinicas dermatoldgicas e de estética. Recentemente, as pesquisas
buscam clareadores com esta atividade. O inibidor da tirosinase mais estudado é o &cido
kojico que atua como inibidor competitivo nas atividades monofenolase e difenolase da
tirosinase e age inibindo a enzima pela quelacao do cobre do sitio ativo da mesma (CHANG,

2009; SILVEIRA, 2007).

2.3.2 Antioxidantes com acao clareadora de pele

Antioxidantes sdo substancias que eliminam os radicais livres e previnem a pele
quanto aos seus danos. Visto que, os radicais livres e espécies reativas de oxigénio como
Oxido nitrico, perdxido e superdxido, estimulam a sintese de melanina por vérias reacGes, as
substancias antioxidantes podem inibir esse processo (CHANG, 2009; SCHALLREUTER et
al, 2007).

Os antioxidantes também podem ter acdo limitante da melanogénese. Trabalhos sobre
inibicdo da tirosinase relacionam essa acdo a uma atividade antioxidante. Porém, pode nao ser
por inibicdo da enzima tirosinase e sim pela reducdo do produto da reacdo catalisada pela
enzima ao seu precursor, dificultando a formacdo da melanina. Demonstrando assim, a
importancia dessas substancias na prevencdo da formagdo de melanina, ou seja, no uso da

terapia antimelanogénica (CHANG, 2009).



26

2.4 Envelhecimento cutaneo

O envelhecimento é um fenémeno natural e inevitavel que pode ser estudado in vivo e
in vitro (CHONDROGIANNIA et al, 2010). O envelhecimento da pele resulta de
envelhecimento bioldgico intrinseco, juntamente com exposicfes extrinsecas, tais como luz
ultravioleta e tabagismo (ALLERHAND et al, 2011).

O envelhecimento intrinseco (EI) é causado pela passagem do tempo e determinado
por varios fatores incluindo o fundo genético e a diminui¢do progressiva do teléomero. O
envelhecimento extrinseco (EE) € um processo semelhante, que se sobrepde sobre o
envelhecimento intrinseco, causado principalmente pela radiacdo ultravioleta. Os sinais
clinicos de envelhecimento da pele sdo a diminuicdo de tecido com linhas de expressdo
exageradas, rugas, manchas senis, queratoses actinicas e muitos outros (LONGO et al, 2011;
KHAVKIN e ELLIS, 2011).

O envelhecimento cutaneo (EC) é definido como o acumulo de danos a pele ao longo
do tempo. A pele é o 6rgdo externo onde os sinais e sintomas de envelhecimento séo
prontamente evidentes (RAUT et al, 2012) representando um 6rgdo ideal para estudar o
processo de envelhecimento. Embora os mecanismos subjacentes de EC e das doencgas sejam
complexos, a pele permite uma visdo sobre a biologia do envelhecimento em outros tecidos
menos acessiveis. Além disso, o enfraquecimento e a fragilidade da pele sdo um grande
problema para os idosos, predispondo-os a condi¢fes, como descamacdo da pele e Ulceras
cuténeas que sdo um fardo enorme em centros de acolhimento e hospitais (HIEBERT et al,
2011).

Em relacdo a patogénese da pele envelhecida, vérias teorias tém sido propostas,
incluindo a teoria da senescéncia celular, diminuicdo da capacidade celular de reparo do DNA

e perda de teldmeros, mutacdes pontuais de mtDNA extranuclear, estresse oxidativo, aumento
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da frequéncia de anomalias cromossomicas, mutacdes de um UGnico gene e hormonios
(MAKRANTONAKI et al, 2010).

A radiacdo UV é a contribuicdo ambiental mais significativa para o EC e, apesar de
avancos obtidos na compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos, muitos aspectos
desse processo ainda precisam ser descobertos (HIEBERT et al, 2011). No entanto, o EC
pode ser retardado por cosméticos, bem como por abordagens farmacéuticas (RAUT et al,

2012).

2.4.1 Componentes da matriz extracelular e envelhecimento

Embora os processos de envelhecimento, intrinsecos e extrinsecos, estejam associados
com alteracGes fenotipicas em células cutaneas, importantes mudancas estruturais e funcionais
ocorrem na matriz extracelular (MEC), onde colagenos fibrilares, fibras elasticas e
proteoglicanos sdo necessarios para conferir a resisténcia, a resiliéncia (recuo) e a hidratacao,
respectivamente (NAYLOR et al, 2011).

A perda de tecido cutdneo é certamente 0 processo mais visivel no envelhecimento.
Essa perda de tecido, que é facilmente notada na pele, pode ser atribuida a varios fatores tais
como a perda de células e perda de matriz extracelular (MEC). A perda de células refere-se a
ambas as camadas da epiderme e da derme. A perda de MEC é evidente quando seccBes
histoldgicas da pele de individuos jovens e idosos sdo comparadas, e resulta da perda celular,
da reducdo da capacidade biossintética das células restantes e de um aumento progressivo de
enzimas degradantes da matriz (ROBERT et al, 2012).

As rugas finas e a elasticidade reduzida (tanto o cumprimento quanto a capacidade de

recuo) que caracterizam a pele intrinsecamente envelhecida sdo exageradas na pele
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fotoenvelhecida, onde a exposicdo a radiacdo UV esta associada com o desenvolvimento de
rugas profundas e acentuada perda de elasticidade (NAYLOR et al, 2011).

Fibras colagenas, fibras elasticas e glicosaminoglicanos séo os principais componentes
afetados na pele fotoenvelhecida. O coldgeno € o componente extracelular mais abundante e
fornece as propriedades de suporte a tensao para a derme, compreendendo 80% do peso seco
da pele. A rede de fibras elasticas responsaveis por 2-4% da matriz extracelular proporciona
elasticidade a pele, enquanto que as macromoléculas glicosaminoglicanos/proteoglicanos
desempenham um papel na hidratacdo da pele e na sinalizacdo bioldgica, compreendendo
apenas 0,1-0,3% do peso seco da pele (JENKINS, 2002).

Alterac6es no colageno sdo consideradas uma das causas de formacao de rugas na pele
e tém sido observadas na pele envelhecida intrinsecamente e na fotoenvelhecida (LEE et al,
2012). O colageno é o principal constituinte da derme e é formado de fibras de colageno
sintetizadas por fibroblastos. Mais de 90% das fibras dérmicas sdo formadas por colageno
intersticial, principalmente os tipos | e Ill, proporcionando resisténcia a tensao e resisténcia
mecénica para a pele. Com o envelhecimento, o nimero e o didmetro dos feixes de fibra de
colageno e a taxa de colageno do tipo | e do tipo I diminuem (KHAVKIN e ELLIS, 2011).
Além disso, o colageno é crucial durante a remodelacéo do tecido conjuntivo, por exemplo, na
cicatrizacao de feridas e fibrose (KIM et al, 2006).

A radiacdo UVB é conhecida por induzir a expressdo de metaloproteinases de matriz-
1, -3 e -9 (MMP-1, -3 e -9) na epiderme humana normal in vivo (CHEN et al, 2011). As
metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma grande familia de endoproteases zinco-
dependentes com uma ampla gama de especificidades de substrato, e sdo capazes de degradar
todas as proteinas da matriz extracelular (MEC). A exposicao Unica ou repetida a radiacdo UV

reduz os niveis de pro-colageno tipo | e aumenta os niveis de MMP-1, colagenase intersticial,
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que inicia a degradacdo dos colagenos tipo | e Il (KIM et al, 2006). Acredita-se que é a
MMP-1 ¢ a principal contribuinte para o fotoenvelhecimento (CHEN et al, 2011).

Embora 0 mecanismo de sinalizacdo permaneca pouco claro, a radiacdo UV de alguma
forma desencadeia a ligacdo ao DNA de ativador de proteina-1 (AP-1), que induz as MMPs,
tais como a colagenase (MMP-1), estromelisina (MMP-3), gelatinase (MMP-9), e
metaloelastase (MMP-12) (LEE et al, 2012).

As fibras elasticas sdo responsaveis pelo regresso da pele para a sua configuracao
normal apds deformacdo e estendem-se desde a lamina densa da juncdo dermo-epidérmica na
derme reticular. As fibras elasticas sdo finas na derme papilar, mas tornam-se mais espessa e
mais orientadas horizontalmente na derme reticular (KHAVKIN e ELLIS, 2011). A elastina é
a proteina elastica mais importante da MEC de vertebrados, devido as suas propriedades
fisicas Unicas e durabilidade extrema (HEINZ et al, 2012). A elastina € a proteina da matriz
extracelular responsavel pela elasticidade dos tecidos. Ela é abundante em tecidos tais como
pele, pulmdo ou grandes artérias (CANTARELLI et al, 2009; HEINZ et al, 2012). Seja
devido ao desgaste ou a acdo de elastases, a fragmentacdo de elastina é uma caracteristica do
envelhecimento e do aumento da concentracdo sanguinea de peptideos elastina (PE) com a
idade (CANTARELLI et al, 2009).

A elastase tem uma grande especificidade para a quebra de proteinas do tecido
conjuntivo, principalmente elastina, utilizando-as como substratos tais como, fibronectina,
colageno, e os tecidos de cartilagem. Biologicamente, 0 aumento da atividade da elastase com
a idade, com a fragmentacao do colageno e elastina, conduzem a uma reducdo na elasticidade
da pele e o aparecimento de rugas (XU, G-H et al, 2010).

Oh et al (2011) relata que as alterages intrinsecas ao envelhecimento e
fotoenvelhecimento sdo dependentes de mudancas de conteddo de glicosaminoglicanos

(GAGs) na derme e epiderme. Glicosaminoglicanos (GAGs) sdo longas cadeias de
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polissacarideos lineares consistindo de 10 a varios milhares de repeticbes de unidades de
dissacarideos especificas. Seis tipos de GAG, incluindo sulfato de condroitina (CS), sulfato de
dermatano (DS), sulfato de queratano (KS), sulfato de heparano (HS), heparina (HP), e acido
hialurénico (HA), estdo envolvidos em varias funcBes estruturais e de preenchimento de
espacos vazios na pele além da regulacdo de muitos processos fisioldgicos. Devido a sua
propriedade comum da alta carga negativa, resultante da presenca de grupos carboxilicos e
sulfato, GAGs podem ter capacidades de retencdo de agua significativas e contribuem para a
manutencdo da hidratacdo da pele (OH et al, 2011).

O écido hialurénico (AH) é o polissacarideo mais ubiquo (glicosaminoglicanas) em
tecidos conjuntivos de vertebrados. Sua producdo local por células diferenciadas
mesenguimais foi demonstrada por varios autores desde a primeira descricdo de sua estrutura
quimica por Karl Meyer. Varias das suas propriedades principais estdo relacionadas com o
seu peso molecular elevado e a sua capacidade para reter uma gquantidade elevada de agua nos
seus intersticios (ROBERT; ROBERT; RENARD, 2010).

A diminuigdo de AH com o envelhecimento tem sido identificada como um dos
principais fatores responsaveis pela aparéncia fisica da pele envelhecida, incluindo a
formagéo de rugas e da perda da elasticidade da pele (HSU e CHIANG, 2009; ANILKUMAR
et al, 2011). A radiacdo UV diminui a quantidade de AH na derme humana devido a inducao
de expressdo dérmica de hialuronidase (Hyal) (OH et al, 2011).

A enzima hialuronidase degrada AH, e considera-se que a atividade elevada de
hialuronidase nos tecidos esta implicada em processos de regeneracdo e de restauracdo em
tecidos, no aumento da vascularizacdo e na taxa de crescimento celular descontrolado de

tumores (CHAJARA et al, 1998).
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2.4.2 Estresse oxidativo e envelhecimento cutaneo

E cada vez mais evidente que o envelhecimento bioldgico e o fotoenvelhecimento da
pele compartilham mecanismos etiologicos fundamentais. O estresse oxidativo se apresenta
como um dos provaveis mecanismos responsaveis pelo envelhecimento cutaneo (EC). Em
estudos in vitro foi demonstrado que o estresse oxidativo € a maior causa de fragmentacédo do
colageno por inducdo de metaloproteinase-1 (ALLERHAND et al, 2011).

A capacidade antioxidante dos tecidos diminui durante o envelhecimento. Vale
ressaltar que a pele é um 6rgédo diretamente exposto a espécies reativas de oxigénio (ROS) a
partir do ambiente, bem como de fontes enddgenas, e, portanto, € um candidato principal e
destino para tensfes oxidativas. A pele é cronicamente exposta a ROS, e sabe-se que a
producdo de ROS pode provocar disturbios graves na pele. ROS, tais como os radicais anions
superdxido formados durante a respiracdo mitocondrial e fagocitose, tém demonstrado causar
danos oxidativos a moléculas bioldgicas, tais como lipidos, proteinas e DNA (XU, H. et al,
2010).

A radiacdo UV tem efeitos deletérios sobre a pele humana, incluindo queimaduras
solares, supressdo imunoldgica, cancer e fotoenvelhecimento. A radiacdo UVB, em particular,
é 0 agente cancerigeno ambiental conhecido mais perigoso em relacdo a saide humana
através da geracdo de ROS. As ROS geradas resultam na subsequente ativacdo de complexas
vias de sinalizacdo, seguidas por inducdao de metaloproteinases de matriz (MMPs) em células
da pele e de inibicdo da degradacdo ou sintese de matriz extracelular colagenosa nos tecidos
conjuntivos (ADILA et al, 2010).

Peres e colaboradores (2011) relatam que o dano oxidativo tem sido proposto como
uma ligagdo comum entre todas as teorias do envelhecimento. O fendémeno oxidativo

relacionado com a idade continua a fornecer evidéncias de que ha um declinio na atividade
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das enzimas antioxidantes e das defesas antioxidantes, levando a um acumulo de produtos
finais que geram dano oxidativo. Estes produtos sdo todos marcadores de estresse oxidativo, e
a influéncia do ambiente, radiacdo UV mais notadamente solar, é de consideravel importancia
para o envelhecimento da pele.

O processo bioldgico de envelhecimento pode ser influenciado positivamente por
alguns fatores ambientais, tais como antioxidantes naturais. A vitamina E, cinetina, carnosina
e 0 alho séo alguns exemplos de compostos naturais que tém demonstrado exercer um efeito
pré-longevidade em culturas primarias humanas (CHONDROGIANNIA et al, 2010).

A radiacdo UV tem um forte componente oxidativo e o estresse foto-oxidativo tem
sido intensamente relacionado a uma pele fotodanificada. Nesse sentido, a ingestdo regular ou
tratamentos de pele com produtos contendo agentes antioxidantes podem ser estratégias Uteis

para a prevencdo de danos induzidos por UV (HEO et al, 2009).

2.5 Produtos Vegetais

O uso de compostos sintéticos normalmente causa irritacdo na pele. Pesquisadores tém
buscado uso de compostos naturais no desenvolvimento de novos produtos, e Varias
substancias ja foram identificadas como potentes inibidores da tirosinase e da melanogénese.
Além disso, estudos comprovam atividade antioxidante desses produtos naturais (MOMTAZ
et al, 2008).

Embora o envelhecimento seja um desgaste natural, ele pode, pelo menos, ser adiado
ou evitado por certas abordagens. Apesar de o tratamento somatico do envelhecimento seja
ainda um objetivo muito rebuscado, as investigagdes recentes tém demonstrado que ha um

numero de produtos quimicos derivados da natureza, para além de um namero de farmacos
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sintéticos, com variados efeitos terapéuticos que podem ser Uteis no controle desse processo

(KAPOOR et al, 2009).

2.5.1 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos consistem em uma variedade de metabdlitos secundarios, tais
como fenois simples, &cidos fendlicos, flavondides, taninos etc. Para varios desses compostos
é relatada a funcdo de protecdo conferindo as plantas acdo contra a radiacdo ultravioleta,
patdgenos e herbivoros. Além disso, esses compostos possuem varias atividades bioldgicas
como antioxidantes, antimutagénicos, antibacterianos, anticancer, etc (CHUNG et al, 2011).

Os compostos fendlicos sdo uma classe metabdlitos secundéarios de plantas de baixo
peso molecular. A maioria destes compostos sdo capazes de sequestrar radicais livres tais
como os produzidos durante o metabolismo celular (espécies reativas de oxigénio (ROS) ou
radicais livres, como peréxido de hidrogénio, oxigénio singleto e radical hidroxila) que
podem levar ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo estd associado com graves problemas
de saude cronicos, como cancer, inflamacdo, doencas neurodegenerativas, doencas cardiacas,
envelhecimento e também a deterioracdo de alimentos (GOUVEIA et al, 2013).

Os polifendis sdo a maior classe de substancias inibidoras da tirosinase. Dentre eles, 0s
flavondides sdo os derivados fendlicos mais estudados e estdo presentes em relativa
abundancia entre os metabolitos secundarios de plantas. Os flavondides sdo divididos em
flavonas, flavondis, flavanonas, flavonondis, isoflavondides, chalconas e catequinas, 0s quais
se distinguem pela adicdo de anéis oxigenados heterociclicos, pelas diferentes posi¢cdes do
anel adicional, e por adicdo de grupos hidroxila, metila, isoprendide e metoxila a molécula.

Essas diferencas determinam o potencial de inibi¢ao da tirosinase (CHAN et al, 2008).
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Os flavondis, bem representados pela quercetina, geralmente causam inibicéo
competitiva da enzima e também atuam quelando o ion cobre, co-fator enzimatico. Os
derivados de benzaldeidos e de benzoatos, como o &cido benzoico, o acido cindmico, o acido
galico e o &cido p-coumarico, caracterizam outra classe de inibidores da tirosinase, 0s quais
atuam ligando-se diretamente ao sitio ativo enzimatico. Esteroides e lipideos de cadeia longa,
como a trilinoleina, causam inibicdo da enzima por se ligarem a sitios da tirosinase diferentes
do ativo, sendo caracterizados como inibidores ndo-competitivos (CHANG, 2009).

Os flavondides possuem estrutura bastante semelhante a de substratos da tirosinase e
de fato, a atividade anti-tirosinase dos flavondis se deve a 3-hidroxi-4-ceto, pois essa estrutura
é capaz de se ligar ao sitio ativo da enzima e quelar o cobre. As hidroxilas do anel A: (C6, C7
e C8) e do anel B (C2, C3 e C4) dos flavonoides sdo responsaveis por essa interacdo com o
cobre (KIM et al, 2002).

Compostos fenolicos tais como flavondides e taninos também possuem acdo anti-
envelhecimento, como ¢é o0 caso da quercetina, um conhecido flavondide
(CHONDROGIANNI et al, 2010; SCHWAGER et al, 2008; ROESLER et al, 2007; WACH
et al, 2007). Compostos fendlicos possuem grande potencial despigmentante e rejuvesnecedor
também devido aos seus feitos antioxidantes (CHAN et al, 2008; ANGERHOFER et al,

2009).

2.5.2 Extratos secos vegetais

Extratos secos vegetais por apresentarem facilidade de padronizacdo e manuseio, 0

que contribui para a garantia da homogeneidade de preparagdes farmacéuticas, sdo muito mais

adaptados as necessidades da terapéutica moderna. Estes podem ser preparados a partir de
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solucdo extrativa vegetal, submetida a técnicas de secagem como liofilizacdo, secagem por
nebulizacdo (secagem por spray dryer) e a secagem em leito de jorro (SOUZA, 2003).

O processo de secagem por aspersdo é um método extensivamente utilizado (PEREZ-
SERRADILLA e LUQUE DE CASTRO, 2011; FANG e BHANDARI, 2011) em virtude de
ser um processo continuo e de baixo custo que produz particulas secas de boa qualidade, e
para 0 qual a maquinaria necessaria esta prontamente disponivel (FANG e BHANDARI,
2011). Os pos obtidos por secagem por aspersdo tem boas caracteristicas de reconstituticéo,
baixa atividade de &gua e sdo adequados para o transporte e armazenamento (KHA et al,
2010). Além disso, esse é um processo altamente adequado para componentes sensiveis ao
calor, tais como carotenoides (KHA et al, 2010; FANG e BHANDARI, 2011) pois a secagem
€ muito rapida e o ndcleo é aquecido a temperaturas geralmente muito menores que 100 °C
(FANG; BHANDARI, 2011).

A liofilizacdo fornece produtos de excelente qualidade, tanto produtos alimentares
quanto produtos farmacéuticos, devido as temperaturas moderadas em que 0 processo é
realizado, contribuindo para a formacédo de so6lidos altamente porosos que retém aroma, cor e
sabor. No entanto, a liofilizacdo necessita de grande investimento e custos de operacdo
(BUBNOVICH et al, 2012).

A liofilizacdo é um processo importante e bem estabelecido para melhorar a
estabilidade a longo prazo de drogas labeis, especialmente proteinas terapéuticas. Cerca de
50% dos produtos biofarmacéuticos atualmente comercializados séo liofilizados,
representando a estratégia de formulacdo mais comum. Na liofilizacdo as reacfes de
degradacdo no estado solido, quimicas ou fisicas, sdo inibidas ou suficientemente
desaceleradas, resultando em um estabilidade melhorada a longo prazo. Além da vantagem de
uma melhor estabilidade, formulacGes liofilizadas também proporcionam facilidade de

manuseio durante o transporte e armazenamento (KASPER e FRIESS, 2011).
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2.5.3 Calycophyllum spruceanum

Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook. F. ex Schum, Rubiaceae, conhecida como
mulateiro, pau-mulato (portugués), palo-mulato, capirona (espanhol) ou ainda pau-marfim. E
uma espécie vegetal nativa da regido amazonica (Brasil), encontrada também na Colémbia,
Bolivia e Peru. Na Amazonia, a casca do mulateiro € utilizada na forma de cataplasma, para o
tratamento de cortes, feridas e queimaduras e acredita-se que tenha efeitos em cosméticos
para celulite, manchas de pele e rugas bem como em infeccdes da pele causadas por fungos.
Além desses usos, os nativos utilizam o cha da casca em banhos de rejuvenescimento
(REVILA, 2000; COSTA et al, 2011).

A arvore atinge de 20-35 m de altura por 0,7-1,8 m didmetro caulinar. Possui tronco
retilineo, ramificado somente no apice. A casca é fina, apresenta coloracdo esverdeada e
guando envelhecida a coloracdo da casca varia de pardacenta até castanho-escura. As folhas
sdo simples, opostas, oblongas ou ovado-oblongas, o &pice é agudo ou obtuso e a base é

pouco atenuada (COSTA et al, 2007).

Figura 6 — Arvore de Calycophyllum spruceanum
FONTE: Retirado de <http://br.olhares.com/pau_mulato_foto788720.html> Acesso em: 18 maio 2011.


http://br.olhares.com/pau_mulato_foto788720.html
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Encontra-se em zonas de capoeiras fechadas velhas e/ou novas, altas e inundaveis,
perto e longe de corpos de 4gua, em chacaras, campos de pastagens, areas degradadas, com
alta intensidade de luz e sombra baixa. E resistente a inundag@es, ocorre de preferéncia em
areas de varzea alagadas por agua barrenta. Comum em clima tropical Umido, com
temperatura média anual de 22 °C a 30 °C e precipitacdo fluvial entre 1.100 a 3.400 mm
anuais. Desenvolve-se em solos argilosos e arenosos que apresentam um contetdo médio ou
alto de matéria organica. Prefere solos com pH 7 e saturacdo de aluminio menor de 30%. Néo
se desenvolve em solos extremamente &cidos, com pH de 4 a 4,5 (REVILA, 2000).

Esta espécie corresponde a seguinte classificagdo taxondmica:

Tabela 1 — Classificacdo taxondémica Calycophyllum spruceanum Benth (Cronquist, 1981)

Diviséo: Magnoliophyta

Classe: Mognoliopsida

Subclasse: Asteridae

Ordem: Rubiales

Familia: Rubiaceae

Género: Calycophyllum

Espécie: Calycophyllum spruceanum Benth

Segundo Zuleta (1997), o estudo quimico do extrato etandlico das cascas de C.
spruceanum indicou a presenca de auronas, chalconas, flavonoides, antraquinonas, compostos
fendlicos, taninos, benzopironas, alcal6ides e saponinas, demonstrando a riqueza quimica da
espéecie. Em relacdo a atividade biologica, Zuleta (1997) realizou ensaio da DOPA-reacéo,
obtendo resultados positivos, confirmando a presenca de substancias redutoras de metais.

Porém o estudo ndo foi conclusivo se houve producdo de melanina pelos melandcitos
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estimulada por algum dos componentes do extrato e também néo apresentou atividade anti-
microbiologica, refutando o uso popular para cura infec¢fes fungicas da pele.

No entanto, estudos mais recentes desenvolvidos pelo grupo de pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas com o extrato obtido das
cascas de C. spruceanum demonstraram presenca de taninos, causando efeito adstringente.
Além disso, demonstraram possuir alto teor de fendis e acidos organicos na planta conferindo
atividade antibacteriana, antifungica e inseticida e os fenois isolados apresentaram atividade
antioxidante (LINO et al, 2009; VARGAS et al, 2007).

Costa e colaboradores (2011) realizaram estudo desenvolvendo extrato aquoso de
Calycophyllum spruceanum usando planejamento fatorial para avaliacdo dos seguinte
parametros extrativos: método de extracdo, relacdo droga solvente, tempo de extracdo. E
devido a ndo elucidacdo dos compostos responsaveis pela atividade terapéutica desta espécie,
os taninos foram utilizados como marcadores quimicos para o controle de qualidade. Nesse
estudo, foi possivel determinar qual solucdo extrativa possui maior indice de tanino total e
residuo seco mais elevado. Além disso, os resultados obtidos da caracterizacéo fisico-quimica
sugeriram que condic¢des ambientais modificam as propriedades e influenciam na qualidade e

seguranca de um produto derivado desta espécie.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade antioxidante e o efeito dos extratos das cascas de Calycophyllum

spruceanum (Benth.) Hook. F. ex Schum sobre enzimas de interesse cosmético.

3.2 Especificos

e Caracterizar o extrato hidroetandlico das cascas de Calycophyllum spruceanum;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos, produto comercial e formulacdes
obtidas de extratos das cascas de Calycophyllum spruceanum;

e Auvaliar o efeito inibitério dos extratos das cascas de C. spruceanum sobre as
enzimas tirosinase, colagenase, hialuronidase e elastase;

e Avaliar o efeito inibitério das formulacGes dos extratos das cascas de C.
spruceanum sobre a enzima tirosinase;

e Auvaliar a citotoxicidade dos extratos das cascas de C. spruceanum em melandcitos
Melan-A e em fibroblastos NIH 3T3;

e Avaliar o potencial hemolitico dos extratos e formulacdes do extrato

hidroetandlico das cascas de C. spruceanum.
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4.1 Estratégia Experimental
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Figura 7 — Delineamento experimental.
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As cascas de Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook. F. ex Schum foram

coletadas por mateiros sob orientagdo do botanico Juan Revilla do INPA (Instituto Nacional

de Pesquisas da Amazonia) no municipio de Manicoré no Amazonas.

Para a preparacdo do extrato, as cascas foram secas em estufa e, ap0s a secagem,

trituradas em moinho de facas. O extrato hidroetanélico foi obtido pelo método de maceracao
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por 30 minutos a temperatura ambiente. Pesaram-se 500 gramas da matéria-prima vegetal
para 750 mililitros de etanol 96 °GL e 1250 mililitros de agua. O extrato foi filtrado e em
seguida separado em extrato fluido (EHF), extrato seco em liofilizador (EHL) e extrato seco

por aspersdo (EHSA).

4.3 Caracterizacao da solucéo extrativa

4.3.1 Densidade relativa

Conforme preconizado na Farmacopéia Brasileira (2010) foi empregado o uso do
picnémetro de 25 mL previamente calibrado, limpo e seco. O procedimento foi realizado com
a transferéncia do extrato hidroetandlico das cascas de Calycophyllum spruceanum para o
picnémetro, ajustado a temperatura de 20 °C, o excesso da amostra foi removido e realizou-se
a pesagem. O teste foi relizado em triplicata obtendo-se média e desvio padrdo. A massa do
picndmetro cheio e vazio foi usada para determinar a densidade da amostra conforme a

seguinte formula:

Densidade (g/mL) =M1-M
25 mL

Onde, M 1 — massa do baldo contendo o extrato de C. spruceanum € M — massa do

baldo vazio.
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4.3.2 pH

O pH foi determinado através da utilizacdo de potenciébmetro devidamente calibrado
com solucdes tampdo de pH 4,0 e Ph 7,0 com eletrodo de plastico, em triplicata de

experimento, em conformidade com a Farmacopéia Brasileira (2010).

4.3.3 Determinacao de residuo seco

A determinacdo do teor de residuo seco do extrato fluido foi realizada conforme
metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (2010). Transferiu-se, com uma pipeta
graduada, 2 mL do extrato para um pesa-filtro, medindo aproximadamente 50 mm de
diametro e 30 mm de altura. Evaporou-se até a secura em banho-maria e deixou-se dessecar
em estufa a 100 — 105 °C por 3 horas. Apds, deixou-se esfriar em dessecador, sobre pentoxido
de fosforo e pesou-se. Calculou-se a porcentagem sobre a massa de extrato utilizado. O ensaio

foi realizado em quadruplicata.

4.3.4 Determinacdo do Teor de Fenois Totais

A determinacdo de fendis totais presentes nas amostras de extrato das cascas de C.
spruceanum foi realizada por meio de espectrofotometria utilizando o método de Folin-
Ciocalteau segundo Singleton e Rossi (1965) com modificacbes. Em placas de 96 pocos
foram adicionados 50 puL de Folin-Ciocaulteau (Sigma) a 10 uLL de extrato/acido gélico/agua.
Para eliminar a leitura referente a cor dos extratos e do acido gélico foram adicionados 10 pL
do extrato ou do acido galico a 50 uL. de agua. A placa foi incubada a 37 °C por 8 minutos e

realizada a primeira leitura no leitor de Elisa (DTX 800 - Beckman Coulter) a 715 nm. Apos
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essa leitura, foram adicionados 240 pL de carbonato de sodio a 0,4%. A placa foi incubada
por trés minutos e realizou-se a segunda leitura. O teor de fendis em mgeEAG/mg do extrato
foi calculado a partir da formula gerada pela curva de &cido galico e convertida para ser
expressa em termos de porcentagem por meio da formula abaixo:

( Abs extrato
Abs

x100)

Fenois Totais (%) =

acidogalio

4.4 Formulacéo de cremes a partir dos extratos secos e extrato fluido

Na formulacdo dos cremes, manipulou-se os componentes descritos na Tabela 2, para
a obtencdo de uma formulacdo-base na qual os extratos a 10 % foram incorporados. Para a
preparacdo dessa formulacdo-base foram aquecidos separadamente os componentes da fase
aquosa a 75 — 80 °C. Adicionando-se 0s outros componentes lentamente com agitacdo
vigorosa e constante. Apds a solubilizacdo de todos os componentes, diminuiu-se a
velocidade de agitacdo até a mistura alcancar a temperatura ambiente (BATISTUZZO et al,
2011). Ap0ds a preparacao da formulacdo-base procedeu-se a incorporacdo dos extratos (EHF,

EHL e EHSA) na concentracdo de 10%, conforme o produto comercializado.

Tabela 2 — Formulagao-base para os cremes de C. spruceanum.

Componentes Concentracdo na formulacéo (%)
Monoestearato de Glicerila 5,28%
Miristato de Isopropila 7,72%
Agua g.s. p. 100g
Metilparabeno 0,11%
Propilparabeno 0,12%
Propilenoglicol 4,41%
Acido Esteéarico 8,83%
Trietanolamina 0,88%
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4.4.1 pH

Para determinacdo do pH das formulagdes transferiu-se uma aliquota de
aproximadamente 4 g da amostra em 20 mL de dgua para um béquer e imergiu-se o eletrodo
do pHmetro. Repetiu-se a operacdo na mesma amostra a fim de se obter duas medidas de pH
(BRASIL, 2004). Aferiu-se o pH em pHmetro devidamente calibrado com solugdes tampéo

de pH 4,0 e Ph 7,0 com eletrodo de plastico.
4.5 Atividade Antioxidante
4.5.1 Teste do 2,2-difenil-1- picrilhidrazila (DPPH)

Para avaliar o potencial antioxidante dos extratos de C. spruceanum, avaliou-se a
reacdo entre diferentes concentracdes dos extratos e a solucdo alcodlica de DPPH
(MOLYNEUX, 2004). Pesaram-se 2 mg de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e dissolveu-
se em 12 mL de etanol absoluto. Foram preparadas também solucGes teste dos extratos em
diferentes concentracdes até 25 pug/mL. Foi realizada a leitura em leitor de Elisa (DTX 800 -
Beckman Coulter) para conhecer a absorbancia dos brancos especificos (Al), em uma placa
de 96 pocos foram adicionados 30 uL das diluicGes dos extratos e 270 pL de alcool etilico.
Para o teste, foram adicionados 30 pL das diluicdes dos extratos e 270 pL da solucdo de
DPPH, incubando-se a placa em seguida, ao abrigo da luz por 30 minutos, decorridos 0s
quais, realizou-se a segunda leitura (A2) e mensurou-se a reducdo do radical livie DPPH a
517 nm. Como controle negativo foram utilizados 30 pL de etanol e 270 pL de solucéo de
DPPH. Os resultados foram expressos em porcentagem de captura do radical DPPH,

calculado segundo a equacéo abaixo (onde Al= absorbancia 1 e A2 = absorbancia 2).

Atividade (%) =100 — (e ~AAMOSta) ),
(A, — Acontrole)
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A determinacdo da concentracdo de eficiéncia mediana do DPPH (CEsp), ou seja, a
concentracdo do extrato que causa 50% da cor do DPPH, foi obtida por regressdo linear
simples dos pontos plotados graficamente no programa Origin 6.0. Para a plotagem dos
pontos, foram utilizados os valores das médias obtidas em triplicatas realizadas para cada uma
das concentracdes dos extratos. Os resultados obtidos dos extratos foram comparados com
umacurva de atividade de diferentes concentracdes de Trolox, utilizado como controle

positivo de atividade antioxidante.
4.5.2 Avaliacdo da atividade quelante de ferro

A atividade quelante de ferro pelos extratos e formulagdes foi avaliada de acordo com
metodologia proposta por Ebrahimzadeh et al (2008). Em uma placa de 96 poc¢os foram
adicionados 200 pL do padrdo (EDTA)/extrato/controle negativo (diluente) juntamente com
10 pL de solugdo de Cloreto Férrico (FeCl,) a 2 mM, incubando-se por 5 minutos a
temperatura de 37 °C e em seguida realizou-se a primeira leitura (A1) em leitor de Elisa (DTX
800 - Beckmar Coulter). Apds a leitura Al, foram adicionados 10 pL de Hidroxilamina
hidroclorada 300 mM e 30 pL de Ferrozine 5 mM, incubando-se por 15 minutos a
temperatura de 37 °C, sendo realizada em seguida a segunda leitura (A2). O célculo da

porcentagem de inibicéo foi realizado de acordo com a equacéo:

Inibiciio (%) =100— e ~ABMOSa)
(A, — Acontrole)

4.6 Teste de Inibicdo da Tirosinase in vitro

A inibicdo da tirosinase pelos extratos foi avaliada segundo método descrito por Chan

et al (2008). Foram preparadas diferentes solugOes testes dos extratos das cascas de
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Calycophyllum spruceanum em DMSO. Para retirar as absorbancias dos extratos, 20 yL de
cada solucéo teste dos extratos foram pipetados em triplicata a uma placa de 96 pocos de
fundo redondo aos quais foram previamente adicionados 80 pL de solugédo de tirosinase. As
absorbancias 1 (Al) foram determinadas leitor de Elisa (DTX 800 - Beckman Coulter) a 475
nm. A placa foi incubada por 5 minutos a 37 °C e em seguida adicionou-se 100 pL do
reagente de cor DOPA (diidroxifenilalanina). Em seguida, incubou-se a placa por 15 minutos
a 37 °C e determinou-se as absorbancias finais (A2) no mesmo comprimento de onda. Foram
determinadas as concentrac@es finais dos extratos considerando o fator de diluicdo com a
enzima. Como controle positivo foi utilizado o acido kdjico preparado da mesma forma que as
amostras teste. A Clso foi obtida por regressao linear simples a partir de graficos plotados
utilizando o programa Origin 6.0. A porcentagem de inibicdo da atividade da tirosinase foi
calculada conforme indicado a seguir, onde A2= absorbancia 2 e Al= absorbancia 1

(HEARING, 1987):

Inibiciio (%) =100— e ~ABMOSra) 4
(A, — Acontrole)

4.7 Zimografia in vitro — Inibicédo da colagenase

Essa metodologia foi realizada segundo metodologia de Snoek-Van Beurden e Von
Den Hoff (2005). As amostras em diferentes concentragcdes foram incubadas por 15 minutos
com 10 pL da enzima Colagenase tipo | (50 pg/mL) obtida de Clostridium histolyticum (ChC
— EC.3.4.23.3). Posteriormente foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE 0,75
mm - (100 V, 2 h, sistema Mini-Protean |1l BioRad®), poliacrilamida (PAGE) 30% contendo
10% de dodecil sulfato de sodio (SDS), copolimerizado com 1,0% de gelatina. Ao final da
corrida o gel foi lavado com Triton 2,5% para remoc¢do do SDS. Em seguida, incubou-se o gel

a 37 °C por 18 horas em um tampé&o de incubacgédo Tris-HCI 0,05 M, CaCl, 5 mM, ZnCl; 5
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uM, pH 8,0. Apos o periodo de incubacdo, os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue® por 30 minutos a temperatura ambiente e descorados com uma solucdo contendo 10%
de metanol e 10% de acido acético em agua. O gel foi digitalizado (450 d.p.i.) e as

intensidades das bandas e massas moleculares calculadas utilizando o programa ImageJ.

4.8 Teste de inibicédo da colagenase in vitro

O efeito dos extratos sobre a colagenase foi avaliado por metodologia
espectrofotométrica descrita por Van Mart e Steinbrink (1981) apud Thring et al (2009). O
substrato sintético, N-[3-(2-furil)acriloila]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA), e a enzima,
Colagenase tipo | (ChC — EC.3.4.23.3), foram dissolvidos em Tampéo Tricina (50 mM de
Tricina, 400mM de NaCl, 10 mM de CaCl,, pH 7,5). Foram realizadas dilui¢cGes sucessivas
do extrato de C. spruceanum das quais, 10 pL foram adicionadas a uma placa de 96 pogos a
10 pL da enzima e 90pL de tamp&o. Em seguida, as absorbancias foram lidas a 335 nm leitor
de Elisa (DTX 800 - Beckman Coulter) obtendo-se a leitura Al. Incubou-se a placa por 5
minutos a 37 °C e, em seguida, foram adicionados 100 pL do substrato para o inicio da
reacdo. A placa possuia po¢os com volume final de 200 uL contendo o tampéo de Tricina, 1
mM FALGPA, 1 unidade de ChC e o extrato teste. Controles negativos foram realizados com
tampédo. A absorbancia de 335 nm foi mensurada imediatamente depois de adicionado o
substrato e em tempos continuos. A porcentagem de inibicdo da colagenase pelo extrato foi

calculada conforme a férmula abaixo:

Inibiciio (%) =100— e ~AAMOSa) 4
(A, — Acontrole)
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4.9 Ensaio da inibicdo da elastase in vitro

O efeito dos extratos sobre a elastase foi avaliado por metodologia espectrofotométrica
descrita por KIM et al (2004) e modificada por Thring et al (2009). Esse ensaio foi realizado
em tampao Tris-HCI 60 mM (pH 7,5). A elastase pancreética suina (PE — E.C.3.4.21.36) foi
dissolvida para obter 3,33 mg/mL de solucdo estoque em agua estéril. O substrato AAAPVN
(N-succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilido) foi dissolvido no tampdo para 1,6 mM. Foram
adicionados 10 pL das amostras, a 90 uL da enzima, e incubados por 15 minutos. Apos esse
periodo, realizou-se uma leitura para eliminar a interferéncia da coloracdo das amostras
(Branco) e em seguida adicionou-se 100 pL do substrato para o inicio da reacéo, realizando-
se a primeira leitura imediatamente em leitor de Elisa (DTX 800 - Beckman Coulter). A
reacao teve o volume final de 200 uL, contendo tampéo, 0,8 mM AAAPVN, 1 ug/mL PE e
extrato teste. Controles negativos foram realizados usando o diluente. Valores de absorbancia
entre 381 e 402 nm foram mensurados imediatamente seguindo a adi¢do do substrato e entdo
continuamente por 50 minutos usando um leitor de microplacas. A porcentagem de inibigéo

da elastase pelo extrato foi calculada conforme a férmula abaixo (THRING et al, 2009):

Inibicdo (%) = (Acont(rxi ~ Asnostra) <100
ontrole

4.10 Ensaio de inibicdo da hialuronidase in vitro

A inibicdo da atividade de hialuronidase foi determinada conforme metodologia
descrita por Reissig et al (1955) e modificada por Marchesan et al (2006). A mistura da
reacdo consistiu de 30 pL das solugdes testes, 125 uL do sal de potéssio do &cido hialurénico
em tampd&o acetato 0,1 M (pH 3,6) contendo 0,15 M de cloreto de sodio (NaCl) e 15 uL da

enzima hialuronidase (Tipo IV-S: obtido de testiculo bovino, Sigma Co), dissolvida no
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mesmo tampdo; esta mistura da reacdo foi incubada a 37 °C por 40 minutos. Apds a
incubacdo, 40 uL de tetraborato de potéssio 0,8 M foram adicionados a mistura de reacao,
levando-se ao banho de ebuli¢do por 3 minutos. Em seguida, foram adicionados 90 uL de r-
dimetilaminobenzaldeido (DMAB) e a mistura foi incubada novamente a 37 °C por 20
minutos. Finalmente, a absorbancia da mistura foi medida em leitor de Elisa (DTX 800 -
Beckman Coulter) a 620 nm usando agua como controle. Como controle positivo, utilizou-se

a Rutina. O célculo da porcentagem de inibicao foi realizado de acordo com a equacéo:

(A, — Alamostra) <100

Inibicdo (%) =100 —
(A, — Acontrole)

4.11 Ensaios em Células

4.11.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas células Melan-A (melandcitos) gentilmente doadas pela Profa. Dra.
Miriam Galvonas Jasiulionis da Universidade Federal de Sdo Paulo, e NIH 3T3 doadas pela
Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria—Engler da Universidade de Sdo Paulo. As células NIH 3T3
sdo uma linhagem continua de células estabelecidas a partir da cultura de embrido de rato
Swiss sendo extensivamente utilizadas em estudos farmaco-toxicoldgicos (TODARO e

GREEN, 1963; TODARO et al, 1965).

4.11.2 Manutencéo das células

As células Melan-A e NIH 3T3 foram cultivadas em DMEM acrescido de 10% de
SFB, 1% de penicilina e 1% de estreptomicina. Todas as células foram incubadas a 37 °C e

atmosfera Umida com 5% CO..
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4.11.3 Citotoxicidade pela técnica de Alamar blue

A citotoxicidade dos extratos das cascas Calycophyllum spruceanum nas células foi
avaliada para determinacdo das concentracGes ndo toxicas dos extratos a serem testadas nos
ensaios subsequentes.

Para a realizacdo do teste, foram cultivadas em placas de 96 pocos na concentracédo de
0,5 x 10* células/mL. Apés 24 horas de incubago e aderéncia das células, as mesmas foram
tratadas com diferentes concentracfes dos extratos das cascas de C. spruceanum, realizando-
se o0 tratamento em triplicata para cada periodo de tratamento (24, 48 e 72h). A Cls foi
determinada a partir de uma curva de concentracdo (400 — 6,25 pg/mL). Como controle
positivo de citotoxicidade foi utilizada a Doxorrubicina (0 — 25 pg/mL).

Passado o tempo de tratamento (24, 48 e 72 horas) foram adicionados 10 pL de
resazurina (0,2%) na respectiva triplicata de tratamento. Como branco da reacdo foram lidos
0s pogos com células e extratos sem resazurina. Apés 2 horas, tempo de metabolizacdo da
resazurina padronizado para as linhagens estudadas, realizou-se a leitura da fluorescéncia. A
viabilidade celular foi calculada conforme a formula abaixo:

Viabilidade celular (%) =2t <100
AFC

Onde: AFt= (fluorescéncia da célula + meio + amostra + resazurina) - (fluorescéncia da
célula + meio + extrato)
AFc= (fluorescéncia da célula + meio + DMSO + resazurina) - (fluorescéncia da célula

+ meio + DMSO)
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4.11.4 Atividade Antioxidante Celular

Este teste foi realizado conforme metodologia descrita por Wolfe e Liu (2007). Em
placa de 96 pocos foram cultivadas 6 x 10* células em 100 pL de meio de cultura DMEM
completo por poco. Os pogos externos nao foram utilizados em virtude de sofrerem uma
maior variacdo durante a leitura do que 0s pogos mais internos. Apos 24 horas de incubacéo
em estufa de CO; a 37 °C, o meio foi removido e 0s poc¢os lavados com PBS. Em seguida, as
células foram tratadas em triplicata com 100 pL de uma solucdo de meio contendo 10% de
SFB, 25 uM de diclorofluoresceina e 100 puL do extrato a 25 pg/mL e nos pogos reservados
ao padrdo, quercetina na concentracdo de 5 pg/mL. Como controle negativo utilizou-se
solucdo salina PBS. Apos o tempo de tratamento, 1 hora, as células foram lavadas mais uma
vez com 100 uL de PBS e foram adicionados 100 pL de ABAP (2,2'-azobis(2-
amidinopropano) a 600 uM (diluido em solucdo salina balanceada de Hank’s). Em seguida, a
placa foi lida leitor de Elisa (DTX 800 - Beckman Coulter) com filtro de emisséo a 538 nm e
com excitagdo a 485 nm a cada 10 min por 1h.

A porcentagem de atividade antioxidante foi calculada para o tempo de 60 minutos
conforme a férmula abaixo:

AAC (%) =100— 272 x 100
AFb

Onde: AFa= fluorescéncia da amostra aos 60 minutos - fluorescéncia da amostra no tempo 0

AFb= fluorescéncia do controle aos 60 minutos - fluorescéncia do controle no tempo 0
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4.11.5 Atividade hemolitica em sangue de camundongo

A avaliacdo do potencial hemolitico dos extratos de C. spruceanum foi realizada
segundo metodologia proposta por Malpezzi (1993). Foram utilizadas solucdo salina (NaCl
0,85% + CaCl 10 mM) e solucéo de hemacias 2% (obtidas a partir de sangue de camundongo
Mus musculus Swiss coletado por via intracardiaca em tubo de heparina). Para o preparo da
solucdo de hemacias foram adicionados 2 mL de solucédo salina a 200 pL de sangue em tubo
falcon de 15 mL que em seguida, foi centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos, descartando-se o
sobrenadante e repetindo-se o procedimento por mais duas vezes. Ao término da ultima
centrifugacdo, o pellet foi ressuspendido em 10 mL de solucdo salina. Para o ensaio, 10 pL de
diferentes concentracdes das solucdes teste (maior concentracdo testada: 2 mg/mL) e 90 pL
de solucdo salina foram plaqueados em placas de 96 pocos. DMSO foi utilizado como
controle negativo e TritonX-100 como controle positivo (40 uL em 60 pL de solucdo salina).
Em seguida, foram adicionados 100 pL da solucdo de heméceas a 2% em cada pogo e a placa
foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora sob agitacdo constante. Para exclusdo da
interferéncia da coloracdo das solugdes, estas foram plaqueadas juntamente com 100 pL de
solucdo salina e sem solucdo de hemacias (Absorbancia Al). Ap6s o periodo de incubacédo a
placa foi centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos e ap6s o término da centrifugacdo, o
sobrenadante foi transferido para outra placa, a qual foi lida em leitor de Elisa (DTX 800 -

Beckman Coulter) a 450 nm (Absorbancia A2).
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4.12 Analise Estatistica

Os valores foram expressos utilizando-se média e desvio-padrdo. A determinacéo da
Clso dos testes antioxidantes do extrato pelo método do DPPH foi realizada pelo método de
regressdo linear simples, usando o programa Origin® (versdo 8.0; micronal software,
northamptom, Massachussetts, EUA). A determinacdo da Clsy do efeito do extrato sobre a
atividade das enzimas tirosinase, elastase, colagenase e hialuronidase foi realizada pelo
método de regressdo sigmoidal, usando o programa Origin® (versdo 8.0; micronal software,
northamptom, Massachussetts, EUA). A determinacdo da Clsy da toxicidade celular foi
realizada usando o programa GraphPad prism 5®. A diferenca significativa foi calculada pelo

teste t-Student, e valores p menores que 0,05 foram considerados significativos.
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5S RESULTADOS

5.1 Caracterizacgdo da solucéo extrativa

A solucdo extrativa foi caracterizada seguindo métodos preconizados na Farmacopéia

Brasileira obtendo-se os resultados descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Teor de residuo seco, densidade e pH da solucdo extrativa obtida a partir das cascas de C.
spruceanum.

Ensaios Valores
Residuo seco 2,5+0,03
Densidade relativa | 0,9575 + 0,15 g/cm’
pH 5,5

5.1.1 Determinagéo do Teor de Fenois Totais

O teor de fendis totais dos extratos foi calculado utilizando-se como equivalente o
acido galico. A diferenca nos resultados obtidos, observada nos dados apresentados na tabela
4, ndo foi estatisticamente significativa (p > 0,05). Portanto, o processo de secagem n&o

influenciou no teor de compostos fendlicos nos extratos hidroetandlicos de C. spruceanum.

Tabela 4 — Teores de fendis totais dos extratos hidroetandlicos de C. spruceanum liofilizado, C.
spruceanum seco por aspersdo e C. spruceanum extrato fluido.

Fendis Totais (%)
C. spruceanum L.iofilizado 20,63+ 1,58
C. spruceanum seco por aspersao 17,5+ 0,69
C. spruceanum extrato fluido 6,8 + 0,55




5.2 Formulacdes

5.2.1 Determinacéo do pH
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A determinacdo do pH das formulacBes de C. spruceanum e da formulacdo base foi

realizada e encontram-se descritas na figura a seguir.

6,5

Faixa de pH

55 1

LAl

4,5

pH médio da pele
O Formulacgéo-base

O Formulagéo-base + extrato
liofilizado

Formulagéo-base + extrato
Seco por aspersao

O Formulagéo-base + extrato
fluido

1 Produto comercial

Figura 8 — Gréfico de representagdo da determinacdo do pH da formulagdo-base e formulagGes

contendo extratos de C. spruceanum.

5.3 Testes de avaliacdo da atividade antioxidante in vitro

5.3.1 Teste do 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

A capacidade antioxidante dos extratos de C. sprucenaum foi avaliada através de trés

métodos diferentes: sequestro de radicais livres do DPPH, avaliacdo da capacidade quelante

de metais e avaliacdo da atividade antioxidante celular.
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A atividade antioxidante dos extratos foi confirmada atraves da técnica de mensuragéo
da taxa de sequestro do radical livre DPPH. Os resultados obtidos no ensaio estdo
apresentados na figura 9. De modo geral, observa-se que neste ensaio apesar de proximas, as
CEsy apresentadas sdo estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05). Além disso, pode-se

afirmar que todos os extratos apresentaram alta capacidade de sequestro destes radicais.
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Figura 9 — Gréfico da atividade antioxidante expresso a partir das porcentagens de sequestro dos
radicais livres em DPPH. A) C. spruceanum (extrato liofilizado); B) C. spruceanum (extrato seco por
aspersdo); e C) C. spruceanum (extrato fluido); e D) Padréo de atividade antioxidante Trolox.

Os valores de CEsp foram calculados por regressdo linear dos graficos em que o eixo

das abssissas representou a concentracdo dos extratos e o eixo das ordenadas a atividade

antioxidante (%).
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Ap0s a avaliacdo da atividade dos extratos, os cremes obtidos a partir do extrato fluido
e extratos secos por aspersdao e por liofilizacdo foram testados quanto a atividade

sequestradora de radicais DPPH (Tabela 5).

Tabela 5 — Atividade antioxidante pelo método do DPPH de cremes a 10%, preparados a partir de
extratos das cascas de C. spruceanum.

Atividade (%)

Formulacéo-base SA
Produto (creme de C. spruceanum disponivel no mercado) 26,9+1,03
Creme com extrato fluido de C. spruceanum 482+1,16
Creme com extrato seco de C. spruceanum liofilizado 83,7+2.21

Creme com extrato seco C. spruceanum Seco por aspersao 85,6 £ 0,32
SA — Sem Atividade.

5.3.2 Avaliacéo da capacidade quelante de ferro

A capacidade quelante de ferro dos extratos de C. sprucenaum foi avaliada e 0s

resultados encontram-se na tabela 6.

Tabela 6 — Atividade Quelante de Ferro de extratos de C. spruceanum (fluido, seco por aspersdo e
seco por liofilizacdo) e cremes a 10% preparados a partir de extratos das cascas de C. spruceanum.

Atividade (%0)

C. spruceanum extrato fluido 57,1+5,13
C. spruceanum liofilizado SA
C. spruceanum seco por aspersao SA
Formulac&o-base 431+1]1
Produto (creme de C. spruceanum disponivel no mercado) SA
Creme com extrato fluido de C. spruceanum SA
Creme com extrato seco de C. spruceanum liofilizado SA
Creme com extrato seco C. spruceanum seco por aspersao SA

SA — Sem Atividade.
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Os efeitos anti-tirosinase dos extratos de C. spruceanum foram determinados através

do célculo da oxidacdo da L-DOPA a Dopaquinona conforme ensaio in vitro com tirosinase

obtida de cogumelo. Os extratos secos por aspersédo e liofilizado apresentaram boa atividade

inibitdria in vitro, no entanto, estas foram inferiores a do acido kdjico (Figura 10).
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Figura 10 — Atividade inibitoria da tirosinase in vitro. Resultados expressos em média + desvio
padrdo. A) C. spruceanum (extrato liofilizado); B) C. spruceanum (extrato seco por aspersao); e C)
Padrdo de inibicdo Acido Kojico. Para todos as amostras p < 0,05.

A inibicdo apresentada pelo extrato fluido foi de apenas 15,3 + 0,54% na concentragao

de 2 mg/mL. Apo6s a avaliacdo dos extratos secos e fluido, os cremes obtidos a partir desses

extratos foram testados quanto a atividade inibitdria da tirosinase (Tabela 7).
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Tabela 7 — Atividade anti-tirosinase de cremes a 10%, preparados a partir de extratos das cascas de C.
spruceanum.

Atividade (%)
Formulacé&o-base SA
Produto (creme de C. spruceanum disponivel no mercado) SA
Creme com extrato fluido de C. spruceanum SA
Creme com extrato seco de C. spruceanum liofilizado 41,0+£0,36

Creme com extrato seco C. spruceanum Seco por aspersao 25,6 +1,35
SA — Sem Atividade.

5.5 Teste de inibi¢do da colagenase in vitro — Teste em microplaca e Zimografia in vitro

A atividade inibitéria da colagenase (MMP-1) dos extratos secos por aspersao e
liofilizado foi testada por dois métodos diferentes, o primeiro, 0 método da zimografia reversa
e, 0 segundo, um teste de inibicdo enzimatica in vitro utilizando microplacas.

O método da zimografia reversa in vitro foi realizado como forma de triagem para
verificar o potencial inibitorio dos extratos. Através das areas das bandas de degradacao de
colageno, é possivel calcular a porcentagem de inibicdo dos extratos analisados. Assim, apés
analise das areas obtidas no gel (Figura 11), que claramente demonstraram que houve uma
inibicdo da colagenase, e a partir dos graficos plotados (Figura 12), as porcentagens de

inibicdo da colagenase pelos extratos foram calculadas.
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C. Spruceanum
C. Spruceanum Seco por
Liofilizado Aspersdo
Colagenase 2,5 mg/mL+ Enz. Colagenase 2,5 mg/mL+ Enz.

Figura 11 — Gel mostrando a inibi¢do da atividade da colagenase por zimografia in vitro dos extratos
de C. spruceanum liofilizado e C. spruceanum seco por aspers&o.
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Figura 12 — Grafico area versus concentracdo obtido a partir das &reas das bandas do gel de
zimografia. O gréfico apresenta a inibigdo da atividade da colagenase a partir de extrato de C.
spruceanum liofilizado (Cs.L.) e C. spruceanum seco por aspersdo (Cs.S.A.).

As inibicdes apresentadas no grafico da figura 12 — foram de 73,6% para o extrato
liofilizado e 79,7% para o0 extrato seco por aspersdao, ambos foram testados na concentracéo
de 2,5 mg/mL. A partir destes resultados, pode-se realizar o teste em microplacas para
obtencéo da Clso,

Os resultados obtidos no teste em microplacas encontram-se na tabela 8 onde pode-se
observar que estes ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) em

seus valores de Clsp.
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Tabela 8 — Inibicdo da atividade da colagenase in vitro por extratos de C. spruceanum liofilizado e C.
spruceanum Seco por aspersao.

Amostra Clsg (ug/mL)
C. spruceanum liofilizado 812 £160,0
C. spruceanum Seco por aspersao 798 + 60,0

5.6 Ensaio da inibicédo da elastase in vitro

Os extratos C. spruceanum foram avaliados quanto ao efeito de inibicdo sobre a
enzima elastase, a partir de ensaio enzimatico in vitro. Os extratos secos por aspersdo e
liofilizado apresentaram boa atividade inibitoria in vitro, estatisticamente diferentes entre si (p
< 0,05). O extrato seco por aspersao apresentou atividade um pouco mais elevada que a do

extrato liofilizado (Tabela 9).

Tabela 9 — Atividade inibitéria da elastase in vitro. Resultados expressam a Cls, em média + desvio
padrdo dos extratos.

Amostra Clso (ug/mL)
C. spruceanum liofilizado 55,6 £ 0,93
C. spruceanum seco por aspersao 49,1+ 4,38
C. spruceanum extrato fluido 36,9+ 0,25

5.7 Ensaio de inibicdo da hialuronidase in vitro

Os extratos C. spruceanum foram avaliados quanto ao efeito de inibicdo sobre a
enzima hialuronidase, a partir de ensaio enzimatico in vitro. Os extratos secos por aspersao e
liofilizado apresentaram interessante atividade inibitdria in vitro, estatisticamente diferentes
entre si (p < 0,05), apresentando o extrato seco por aspersdo atividade superior a do extrato

liofilizado e a do padrdo (Tabela 10).
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Tabela 10 — Inibicdo da atividade da hialuronidase in vitro por extratos de C. spruceanum liofilizado,
C. spruceanum seco por aspersao e Padrdo.

Amostra Clsg (ug/mL)
C. spruceanum liofilizado 29,7+1,30
C. spruceanum Seco por aspersao 17,4+ 1,68
Rutina 27,6 £ 0,06

5.8 Citotoxicidade pela técnica de Alamar blue

Nas tabelas 11 e 12 estdo representadas as viabilidades de melandcitos (Melan-A) e de
fibroblastos (NIH 3T3) em diferentes periodos de tratamento. As Clsy dos extratos e da
doxorrubicina, controle positivo de morte, estdo apresentadas nessas tabelas para os periodos
estudados. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na citotoxicidade dos extratos
em Melan-A no periodo de 48 h (p > 0,05), no periodo de 72 h pode-se observar que o0 extrato

Seco por aspersao apresenta-se levemente mais citotdxico (p < 0,05).

Tabela 11 — Clso (ug/mL) da viabilidade celular em Melan-A ap6s exposicdo de 24, 48 e 72 h aos
extratos de C. spruceanum liofilizado e C. spruceanum seco por aspersdo e padrdo de morte celular,
Doxorrubicina.

C. spruceanum liofilizado C. spruceanum seco por Doxorrubicina
Tempo (h) Clso (Mg/mL) asperséo Clg, (ug/mL) Clso (Mg/mL)
24 >215,0 >215,0 3 5;1_11 88)
48 151,9 147,0 0,92
(128,3 - 179,8) (131,4 - 164,5) (0,73 -1,15)
116,3 88,71
2 (1031 - 131,2) (64,30 — 122,4) =25

A tabela 12 traz os resultados da citotoxicidade em NIH 3T3 no periodo de 24 h onde
podemos observar maior citotoxicidade dos extratos nessa linhagem em comparagdo com
Melan-A e maior citotoxicidade do extrato liofilizado em comparagdo com o extrato seco por

asperséo.
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Tabela 12 — Clso (ug/mL) da Viabilidade celular em NIH 3T3 apds exposicdo de 24 h aos extratos de
C. spruceanum liofilizado e C. spruceanum seco por aspersao.

C. spruceanum liofilizado C. spruceanum seco por Doxorrubicina
Clso (ug/mL) asperséo Clg, (ug/mL) Clso (ug/mL)
78,99 122,5 0,90
(63,76 — 97,86) (104,9 — 143,0) (0,54 —1,48)

Todos os resultados estdo representados como média + desvio padrdo do ensaio

realizado em triplicata.

5.9 Atividade Antioxidante Celular

A atividade antioxidante celular (AAC) dos extratos de C. spuceanum foi avaliada
sobre células da linhagem NIH 3T3 (fibroblastos murinos) ap6s confirmacdo de atividade in
vitro pelo método do DPPH. As figuras 13 e 14 apresentam os resultados obtidos no ensaio de
AAC em células. Neles, podemos observar que a atividade antioxidante em células foi

proxima a observada no ensaio do DPPH, diminuindo de forma inexpressiva.
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Figura 13 — Atividade Antioxidante celular em linhagem de fibroblastos murino NIH 3T3 dos extratos
e padrdo Quercetina. Os extratos de C. spruceanum encontravam-se na concentracdo de 25 pg/mL e o
padrdo (Quercetina) a 5 pg/mL.

A figura 14 apresenta o crescimento da fluorescéncia que indica a oxidagéo das células

NIH 3T3 tratadas com diclorofluoresceina na presenca de quercetina e na presenca dos
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extratos no ensaio de atividade antioxidante celular. Nesta figura estdo representadas as
curvas dose-resposta do teste de atividade antoxidante da quercetina e dos extratos em

fibroblastos murino NIH 3T3 em periodo de 1 hora de tratamento.
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Figura 14 — Fluorescéncia indicativa de oxidacdo da diclorofluoresceina a fluoresceina no fibroblasto
murino NIH 3T3. As fluorescéncias representam média + dp (n=3).0s extratos estavam na
concentracdo de 25 pg/mL e o padréo (Quercetina) a 5 pg/mL.

N&o houve diferenca significativa (p > 0,05) entre a atividade do extrato seco por
aspersdo (inibicdo = 56,3 £ 3,53%) e a quercetina (inibicdo = 54,5 + 2,15%), no entanto, vale
ressaltar que a concentracdo de quercetina utilizada foi cinco vezes menor do que a dos
extratos estudados. O extrato seco por aspersdo e o extrato liofilizado (inibicdo= 59,9 +
2,17%) apresentam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05), sendo, portanto, a

atividade do segundo ligeiramente superior a do primeiro.

5.10 Atividade hemolitica em sangue de camundongo

O efeito hemolitico dos extratos secos de C. spruceanum foi avaliado em eritrocitos de

camundongos Mus musculus Swiss. Neste ensaio, observou-se auséncia de atividade

hemolitica nas concentracfes testadas atée 1 mg/ml. Para este ensaio, foram consideradas



65

ativas aquelas substancias que apresentaram CEsg < 250 pg/mL. A tabela 13, traz o percentual

de hemoélise das amostras testadas.

Tabela 13 — Potencial hemolitico de extratos de C. spruceanum (Seco por aspersdo e Seco por
liofilizacdo) a 2 mg/mL e cremes a 10% preparados a partir de extratos das cascas de C. spruceanum.

Hemdlise (%)

C. spruceanum liofizado 15,6 + 1,06

C. spruceanum seco por aspersao 11,2 +1,69

Formulacéo-base 74,6 + 2,40

Produto (creme de C. spruceanum disponivel no mercado) 14,3+ 2,75

Creme com extrato fluido de C. spruceanum 66,7 + 3,33
Creme com extrato seco de C. spruceanum L.iofilizado SA

Creme com extrato seco C. spruceanum Seco por aspersao 86,6 £ 1,82

SA — Sem Atividade.

As hemdlises apresentadas pelos extratos secos, liofilizado e seco por aspersao, e pelo
produto, quando comparadas, ndo possuem diferenca estaticamente significativa (p > 0,05). A
hemolise apresentada pela formulacdo-base € estatisticamente igual (p > 0,05) a hemolise

apresentada pelo creme com extrato liofilizado de C. spruceanum.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho realizou estudo da atividade antioxidante e do efeito sobre enzimas de
interesse cosmético (tirosinase, colagenase, elastase e hialuronidase), de extratos secos,
extrato fluido e formulagdes das cascas de Calycophyllum spruceanum. Dentre os resultados
encontrados, destacam-se a inibicdo das enzimas hialuronidase e elastase in vitro e o efeito
antioxidante dos extratos em linhagens celulares de fibroblastos murinos (NIH 3T3).

Ha um grande interesse da industria em produtos cosméticos a partir de produtos de
origem natural, no entanto, ndo ha trabalhos desse tipo para a espécie Calycophyllum
spruceanum. Sendo assim, esse € um estudo inédito para esta espécie. Trabalhos semelhantes
ndo sdo encontrados em espécies do género Calycophyllum mas, trabalhos envolvendo estas
atividades podem ser encontrados com espécies de outros géneros pertencentes a familia
Rubiaceae (BAURIN et al, 2002; CHIANG et al, 2011; WEST et al, 2009).

As induastrias farmacéuticas tém um especial interesse pelos extratos secos, pois as
formas farmacéuticas sélidas apresentam precisdo de dosagem do material seco e facilidade
de manuseio, transporte e armazenagem, além das formas farmacéuticas secas apresentarem
maior estabilidade quimica, fisica e microbiolégica (OLIVEIRA e PETROVICK, 2010;
ROCHA et al, 2010; PEREZ-SERRADILLA e LUQUE DE CASTRO, 2011; COUTO et al,
2012). Além disso, extratos secos permitem a fabricacdo de formulacdes farmacéuticas
solidas, como comprimidos e capsulas, que representam a maior parte dos medicamentos
utilizados em todo o mundo (COUTO et al, 2012). Nesse sentido, este trabalho utilizou os
processos de secagem disponiveis na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Amazonas, liofilizacdo e secagem por aspersdo, com o intuito de comparé-las

guanto a influéncia que o processo de secagem escolhido tem nas atividades bioldgicas
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estudadas. Assim, foram obtidos o extrato seco por aspersao e o extrato liofilizado a partir de
extrato hidroetanolico das cascas de C. spruceanum.

Até o momento, diferentes métodos de secagem tém sido aplicados a diferentes
matérias-primas e cada método possui as suas proprias caracteristicas. No entanto, o efeito de
um método especifico de secagem sobre a retencdo de qualidade ndo é previsivel e depende
dos compostos envolvidos e especificamente da planta em estudo. Portanto, a informacao
significativa para melhorar as qualidades dos produtos obtidos pode ser revelada por uma
avaliacdo comparativa das diversas tecnologias de secagem (LIN, L. et al, 2012). Além disso,
a informacdo sobre as alteracBes no perfil fendlico, a capacidade antioxidante e atividades
inibitérias sobre tirosinase, colagenase, elastase e hialuronidase de C. spruceanum é
inexistente.

Nesse sentido, é interessante verificar quais dos dois processos poderd gerar um
extrato que conserve as atividades biologicas pesquisadas e que apresente a melhor relacao
custo/beneficio visando a produgdo de um produto cosmético. A primeira etapa do trabalho,
foi a caracterizacdo da solucédo extrativa através da avaliacdo do residuo seco, densidade e pH
da solugdo. AvaliacGes estas que ja foram realizadas em extratos aquosos da espécie obtidos
em diferentes processos de extracdo por Costa et al (2011), em um estudo no qual os
pesquisadores buscaram o desenvolvimento tecnoldgico através de desenho fatorial.

O teor de residuo seco para o extrato hidroetandlico das cascas de C. spruceanum
obtido neste trabalho foi de 2,5 + 0,03%, superior ao obtido por Costa et al (2011) através da
preparacdo de extrato aquoso por decocgdo por 15 minutos 7,5% que foi de 2,27 = 0,00%,
esse extrato foi o que rendeu o maior teor de residuo seco no estudo em questdo, o extrato
com menor teor de residuo seco obtido por Costa e colaboradores (2011) foi o do extrato

aquoso por decocgdo por 15 minutos 2,5% (0,67 = 0,01%). Esse resultado sugere que o
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método, solvente e tempo de extracdo escolhidos para o nosso estudo sdo capazes de extrair
uma maior quantidade de substancias da planta.

A densidade relativa da solucdo extrativa hidroetanolica em estudo foi de 0,9575 *
0,15 g/cm?, inferior ao encontrado por Costa e colaboradores (2011) na solugdo extrativa
aquosa de C. spruceanum (0,998 + 0,17 g/ g/cm®). Analisando-se a densidade encontrada para
outros extratos na literatura, as quais variam entre 0,8-0,99 (FONSECA e LIBRANDI, 2008;
ALVARENGA et al, 2009), observa-se que o0 extrato encontra-se dentro de uma faixa comum
a maioria deles.

Na caracterizacdo dos extratos foi avaliado, entre outros parametros, o pH. Segundo
Longhini et al (2007) este dado é fundamental no processo de extracdo, pois é responsavel por
selecionar e determinar as substancias a serem extraidas, de acordo com suas caracteristicas
quimicas e de polaridade. Atua, ainda, como sensor da estabilidade do produto, pois o pH €
sinalizador de provaveis alteracdes quimicas que possam estar ocorrendo no meio extrativo.
Além disso, o pH 4acido evita o ataque de alguns microrganismos contaminantes de produtos
liquidos.

O pH da solucdo extrativa analisado foi de 5,5, superior ao encontrado por Costa e
colaboradores (2011) na solucdo extrativa aquosa de C. spruceanum (pH 3,8), demonstrando
que o extrato aquoso estudado por estes pesquisadores teve maior capacidade de extracdo de
substancias acidas do que o extrato hidroetandlico produzido em nosso estudo. Esta
diminuicdo do pH observada nos extratos com relacdo ao liquido extrator mostra o carater
acido das substancias extraidas. Extratos ricos em polifendis e taninos possuem caracteristicas
acidas.

Segundo Vasconcelos et al (2005) a otimizacdo dos parametros de secagem como
temperaturas de entrada e de saida e velocidade de fluxo de alimentacdo, concentracao e tipo

de adjuvante tecnoldgico, assim como os teores de residuo seco do extrato fluido a nebulizar



69

sdo fatores indispensaveis para obtencdo de extratos secos com melhores caracteristicas
fisico-quimicas e aumento do rendimento da operacéo.

Neste trabalho também foram elaborados cremes aos quais foram incorporados 0s
extratos secos e extrato fluido. Para tanto, as formulacGes foram testadas e o pH de cada uma
delas determinado para conhecimento da viabilidade da utilizacéo topica das mesmas.

A determinacdo do pH é um pardmetro importante nas formulagcdes que visam
aplicacdo cutanea, pois cada produto deve apresentar pH compativel com a regido do corpo
onde se aplica. A pele tem normalmente um pH médio de 5,5, embora este valor possa variar
ligeiramente consoante as diferentes zonas do corpo. O pH natural da pele provém das
secrecOes das glandulas apdcrinas e enddcrinas que conduzem a formacdo de uma pelicula de
protecdo sobre toda a superficie cutanea, designada de filme hidrolipidico (OLIVEIRA,
2009).

Observando-se a figura 8, verifica-se que apenas as formulacbes contendo extratos
secos encontram-se proximas a um pH ideal para formulacdes cosméticas topicas (pH da
formulacéo contendo extrato seco liofizado = 5,06 e pH da formulagdo contendo extrato seco
por aspersao = 5,29). Essas formulacdes apresentam valores mais proximos do pH médio da
pele (pH 5,5). As formulagGes contendo extrato fluido n&o sofrem grandes alteragGes de pH
(pH da formulacdo contendo extrato fluido = 7,17 e pH da formulagdo do produto comercial =
7,31) quando comparadas a formulacgdo-base (pH = 7,45) mantendo o pH, no entanto, acima
do pH ideal para esse tipo de formulacdo. Do ponto de vista tecnoldgico, torna-se Util a
inclusdo de acidos fracos tamponados para ajuste de pH a valores menos sujeitos a variagdes
acidentais nessas formulagbes. Segundo Oliveira (2009) essa pratica é desejavel
especialmente em cremes O/A, cujo aumento de acidez (por hidrolise enzimatica, por

exemplo), pode levar a ruptura da emulséo.
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Ap0s a caracterizacdo da solucdo extrativa os extratos passaram pelos processos de
secagem. Apds obtencdo dos extratos secos avaliou-se a influéncia dos mesmos no teor de
fendis totais, constituintes conhecidos por serem responsaveis por boa parte das atividades
bioldgicas de extratos vegetais.

Para conhecer o teor de fenois totais dos extratos foi realizado o método de Folin
Ciocaulteau (SINGLETON e ROSSI, 1965) com leves modificacGes. Conforme a tabela 4, os
extratos secos ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05)
demonstrando que o processo de secagem ndo teve influéncia no teor final de fenois totais dos
extratos. O extrato fluido apresentou menor teor de fenois totais (6,8 + 0,55%) em relacdo ao
extrato liofilizado (20,63 + 1,58%) e extrato seco por aspersdo (17,5 = 0,69%), 0 que era
esperado haja visto que as substancias sdo concentradas na amostra com 0 processo de
secagem.

O reativo de Folin-Ciocalteau é um dos métodos mais utilizados na pesquisa de
compostos fenolicos, sofrendo mudanca de coloracdo do amarelo para azul. Quanto maior a
intensidade da coloracdo azul, maior a quantidade de compostos fendlicos na solucdo (Bora et
al, 2005).

S&o escassos os trabalhos que tenham avaliado a influéncia do tipo de secagem sobre a
perda de compostos fendlicos. Estudo de Fang e Bhandari (2011) avaliou a influéncia do
processo de secagem por aspersao sobre o teor de compostos fendlicos de Myrica rubra Sieb.
et Zucce e verificou que quase ndo houve perdas registradas durante o processo (~ 93-97%
foram retidos), no entanto, houve perdas apds determinado periodo de estocagem dos pos.
Harbourne e colaboradores (2009) em estudo sobre o efeito do método de secagem sobre 0s
constituintes fendlicos de Filipendula ulmaria e Salix alba, assim como neste trabalho, ndo
verificaram efeitos significativos sobre o teor total de fenois. Rojas (2011) atraves de analises

cromatograficas concluiu que o processo de secagem por aspersdo ndo causava mudancas
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significativas nos perfis dos extratos quando comparados ao extrato liofilizado mas que o
processo de secagem em leito de jorro causava maior degradacdo dos marcadores quimicos
frente aos processo de spray dryer e liofilizag&o.

Kyi e colaboradores (2005) determinaram a cinética da reacdo de oxidacdo de
polifendis em améndoas de cacau durante a secagem em temperaturas variando entre 40 e 60
°C e em umidades entre 50 e 80% e verificaram que, quanto maior a temperatura e a umidade,
maior a oxidacao dos polifendis presentes no cacau. A degradacao das substancias fendlicas,
pode ser associada com a ocorréncia de reacGes oxidativas ou decomposi¢do de compostos
termolabeis induzidas pelo calor e também com a possibilidade de perdas de substancias
volateis durante a secagem por aspersdo (GEORGETTI et al, 2008). Polifenois sdo compostos
sensiveis ao tratamento pelo calor, e a secagem por aspersao tem apresentado potencial para
seu encapsulamento, sendo utilizada com sucesso para o encapsulamento de uma série de
materiais ricos em polifenois (FANG e BHANDARI, 2011).

Compostos fendlicos sdo utilizados como antioxidantes naturais, e vem ganhando
importancia devido aos seus beneficios para a saide humana, diminuindo o risco de doencas
degenerativas mediante a reducdo do estresse oxidativo e inibicdo da oxidacdo de
macromoléculas. Além da atividade antioxidante, fendis e/ou extratos fendlicos demonstram
certa atividade antimicrobiana, tornando-se uma boa alternativa aos antibidticos e
conservantes quimicos. Ha um interesse alargado em wusar compostos naturais
antimicrobianos, devido ao aumento da pressdo do consumidor sobre a industria de alimentos,
para evitar conservantes quimicos e devido a crescente resisténcia aos antibidticos
(OLIVEIRA et al, 2008).

Avaliacbes das propriedades antioxidantes dos compostos naturais sdo muito
importantes por causa de seus usos em alimentos, medicamentos e cosméticos (MISHRA et

al, 2012). Agentes antioxidantes desempenham um papel muito importante no sistema de
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defesa do corpo contra as espécies reativas de oxigénio (ROS), subprodutos nocivos gerados
durante a respiracdo celular aerdbica normal. Além disso, diferentes fatores de estresse
ambientais como a poluicdo, temperatura, excesso de intensidade de luz e limitacdo
nutricional sdo capazes de aumentar a producdo de ROS (NOIPA et al, 2011).

Este trabalho realizou avaliacdo da atividade antioxidante in vitro pelo método do
DPPH onde pbde-se observar uma otima atividade antioxidante em ambos extratos com
atividade levemente superior atribuida ao extrato liofilizado (figura 9). A capacidade
antioxidante dos extratos foi avaliada em concentracdes até 25 pg/mL, definindo-se como
tempo de reacdo 30 minutos, corroborando com grande parte da literatura (LU e FOOD, 2001;
BRACA et al, 2002; KIM et al, 2002), onde esse ensaio ¢ empregado. Concomitantemente a
avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos vegetais, realizou-se o ensaio de reducdo do
DPPH com o Trolox® (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), uma
substancia de comprovada acdo antioxidante, empregada neste trabalho como controle
positivo do ensaio.

Espécies reativas de oxigénio em particular (ROS) e espécies reativas de nitrogénio
(RNS), estdo envolvidos na patogénese de varias doencas cronico-degenerativas, tais como
inflamacdo, doengas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas, cancer e transtornos
relacionados ao envelhecimento. Embora ROS e RNS sejam mensageiros secundarios em
funcdes fisioldgicas normais do organismo e participem em varios mecanismos de regulacéo
redox, uma superproducdo dessas espécies podem oprimir enzimas protetoras e causar
destrutivos e letais efeitos celulares (LOCATELLI et al, 2009). Nesse sentido, uma grande
variedade de métodos tém sido desenvolvidos para a investigacdo de capacidade antioxidante,
como o ensaio de estimativa do total da capacidade de reducéo eletroquimica do 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil radical (DPPH). O método do DPPH é amplamente utilizado devido a sua
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estabilidade, simplicidade e seu sistema de reagcdo simples que envolve apenas a reacao direta
entre o radical e um antioxidante (NOIPA et al, 2011).

O sequestro de radicais livres € um dos mecanismos reconhecidos pelo qual ocorre a
acao dos antioxidantes. O método de sequestro do radical DPPH pode ser utilizado para
avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos ou de um extrato em curto periodo
de tempo (PRADO, 2009).

Em comparacdo com a atividade antioxidante exercida pelo padrdo Trolox® (Clsy de
11,1 £ 0,07 pg/ml), todos os extratos analisados apresentaram menor acao (EHL — Clso= 20,0
+ 0,16; EHSA — Clso= 23,2 + 0,23; EHF — Clsp= 22,5 + 0,55 pg/mL). Tal fato era previsivel,
uma vez que o Trolox® empregado € um padrdo purificado e que os extratos de C.
spruceanum apresentam inimeras substancias que exercem esse efeito antioxidante, tais como
compostos fendlicos, taninos e carotenodides. Associado a isso, destaca-se que extratos
vegetais por possuirem essa infinidade de ativos biolégicos podem ser utilizados para a
obtencdo de mais beneficios além do efeito antioxidante esperado. Por mais que a acdo
antioxidante dos extratos tenham sido inferiores ao padrédo Trolox®, ainda assim, podem ser
consideradas relevantes, uma vez que podem ser fonte de substancias preventivas ao estresse
oxidativo imposto diariamente ao organismo.

As formulacGes preparadas a partir dos extratos secos (liofilizado e seco por asperséo)
apresentaram excelente atividade antioxidante pelo sequestro de radicais DPPH (83,7 + 2,21 e
85,6 + 0,32%, respectivamente), ndo apresentando atividade significativamente diferente (p >
0,05). Esses resultados sugerem que a formulagdo ndo provoca alteracfes na atividade
antioxidante desses extratos. No entanto, ao avaliarmos o produto comercial e a formulagéo
creme preparada a partir de extrato fluido (26,9 = 1,03 e 48,2 + 1,16%, respectivamente)

observamos que 0s extratos secos sdo superiores quanto a atividade antioxidante e que a
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incorporacdo do extrato fluido na formulacdo diminui significativamaente sua atividade
antioxidante, o que pode ser explicado pela evaporacao e/ou degradacdo de compostos.

O ensaio do DPPH é uma metodologia muito utilizada devido ser rapida, facil e ndo
muito cara, 0 que resulta numa diversidade de protocolos seguidos e divergéncias de
resultados interlaboratoriais (SHARMA e BHAT, 2009). Assim, os resultados dos testes com
o radical DPPH sdo apresentados de diversas maneiras dentre as quais, temos a CEsp, uma das
mais utilizadas e a escolhida para a representacdo dos dados obtidos neste trabalho, cujo valor
representa a quantidade de um antioxidante necessaria para reduzir a 50% a concentracdo do
DPPH inicial (LIU et al, 2008; RUMBAOA et al, 2009; ATMANI et al, 2009).

As metodologias para a determinacdo da capacidade antioxidante sdo numerosas e
podem estar sujeitas a interferéncias, além de se basearem em fundamentos diversos
(GONCALVES, 2008). No que diz respeito a métodos in vitro para avaliar a atividade de
sequestro de radicais, diferentes espécies de radicais sdo normalmente utilizados, tais como
ABTS+, DMPD+ e DPPH. Eles séo radicais artificiais e ndo reproduzem a situacéo in vivo,
no entanto, eles sdo Uteis para avaliar a atividade antioxidante de uma maneira répida, facil e
ndo muito cara (LOCATELLI et al, 2009). Dessa forma, atualmente preconiza-se a utilizacéo
de duas ou mais técnicas, j& que nenhum ensaio usado isoladamente para determinar a
capacidade antioxidante ira refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma
amostra (GONCALVES, 2008).

Um outro teste de atividade antioxidante foi realizado neste trabalho, a avaliacdo da
atividade quelante de ferro. Ao observarmos os resultados obtidos notamos que apenas o
extrato fluido de C. spruceanum apresentou atividade quelante (57,1 = 5,13% na concentragédo
de 1,25 mg/mL). Esse resultado sugere que os métodos de secagem degradam as substancias
com atividade quelante e que a incorporacdo do extrato fluido na formulacdo-base diminui

drasticamente esse potencial do extrato. A formulacdo-base apresentou atividade quelante
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(43,1 + 1,1%) e foi utilizada como branco para o calculo da atividade das formulagdes, as
quais ndo apresentaram potencial quelante, 0 que sugere que 0s componentes da formulacéo
inativam as substancias com esse potencial no extrato fluido e que os compostos com
atividade quelante sdo provavelmente degradados durante o processo de secagem.

Considerando que a atividade antioxidante da maioria dos agentes se da pela
inativacdo de ROS apenas apds estes terem sido formados, agentes quelantes de ferro séo
capazes de impedir a sua formacéo. O ferro pode ter um ciclo redox entre seus dois estados de
oxidacio — Fe," e Fes" — e atuar como um catalisador formando radicais hidroxila (reacoes de
Fentom e de Haber-Weiss). Em flavondides, as propriedades antioxidantes e quelantes de
ferro estdo intimamente relacionados a sua atividade, podendo incluir dois passos — primeiro o
ferro € quelado pelos flavondide e os ROS que sdo formados na sua vizinhanca sdo
subsequentemente eliminados pelos flavonoides. Deste modo, os radicais sdo destruidos no
mesmo local onde eles s&o formados (KAISEROVA et al, 2007)

Blasa e colaboradores (2011) ressaltam que ha a necessidade de executar ensaios in
vitro semelhantes ao método do DPPH, como o ensaio ORAC (Teste de avaliacdo da
capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio), e o ensaio de avaliacdo de atividade
antioxidante celular (AAC) para melhor comparar a atividade de diferentes extratos vegetais e
para ter resultados mais relevantes para confirmagdo da biodisponibilidade dos mesmos. O
ensaio de AAC pode ser mais preditivo do que o teste do DPPH para avaliacdo da atividade
sequestrante de radicais de extratos e compostos fitoquimicos puros em sistemas bioldgicos.

O primeiro ensaio de determinacdo de atividade antioxidante celular (AAC) foi
desenvolvido por Wolfe e Liu (2007). O ensaio mediu em células HepG2 tumorais, a inibi¢ao
exercida por agentes antioxidantes sobre a oxidacdo de uma sonda intracelular, gerada por um
precursor, o 2,7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA), o qual se difunde para dentro da

célula, onde é hidrolisado para DCFH por esterases intracelulares. Os radicais peroxila,
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gerados a partir do AAPH (2'-2'-azobis 2-amidino propano hidrocloreto), oxidam o DCFH a
um derivado DCF fluorescente. Os antioxidantes, adicionados ao sistema, eliminam os
radicais peroxila e inibem a producdo de DCF. A taxa de aumento na fluorescéncia celular,
em comparacdo com as células do controle, indica a AAC do composto (WOLFE e LIU,
2007). Vale ressaltar ainda, que o ensaio baseado em AAC pode ser considerado como um
método biologicamente mais relevante do que os métodos quimicos antioxidantes conhecidos,
por contar com aspectos da absorcdo, metabolismo e localizacdo de compostos antioxidantes
no interior das células (XU e CHANG, 2012). O ensaio de AAC realizado neste trabalho
consistiu de uma adaptacdo do ensaio de Wolfe e Liu (2007) para linhagens celulares de
fibroblastos murinos (NIH 3T3).

De acordo com a figura 9 e os resultados obtidos na AAC (figuras 13 e 14), podemos
observar que 0s extratos possuem uma atividade antioxidante em células na concentracdo de
25 pg/mL muito préxima das CEsg obtidas para o DPPH, demonstrando que os extratos tém
grande possibilidade de reproduzir esse efeito antioxidante in vivo e, principalmente, pouco da
atividade antioxidante observada no teste do DPPH € perdida quando avaliada em modelos
celulares.

Em comparacdo com a atividade antioxidante exercida pelo padrdo quercetina a 5
pmg/mL, todos os extratos analisados apresentaram menor acgdo. Esse fato, assim como
observado no ensaio de DPPH era previsivel, uma vez que a quercetina € um flavonoide
purificado com excelente atividade antioxidante e que os extratos de C. spruceanum
apresentam inumeras substancias que podem atuar em sinergia e melhorar ou reduzir a
atividade de compostos isolados.

A avaliacdo da atividade antioxidante em celulas fornece um parametro de como esse
composto poderd se comportar in vivo, ja que a eficacia na acessibilidade a parte interna da

célula € de extrema importancia para que possa ser observada uma atividade antioxidante
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celular e, depende de muitos fatores tais como: lipofilicidade dos compostos, solubilidade no
meio de incubacdo, o nimero de liga¢bes duplas e o nimero e posi¢do dos grupos hidroxila
(BLASA et al, 2011).

Alguns trabalhos que comparam atividades antioxidantes por métodos quimicos e
celulares sdo encontrados para alimentos (TAN et al, 2011; ROY et al, 2009; CHU et al,
2012) e extratos (TABART et al, 2012; CHU et al, 2011) principalmente. Quando
comparadas as atividades apresentadas pelos extratos de C. sprucenaum com outros extratos
estudados observamos que estes apresentam excelente atividade antioxidante celular.
Trabalho de Tabart e colaboradores (2012) encontraram uma CEsy de 113,0 £ 7,00 pg/mL
para extratos de folhas de Ribes nigrum, bastante superior a esperada para 0s nossos extratos.

Outro fator que gera interesse na utilizacdo de antioxidantes refere-se aos efeitos da
radiacdo UV na pele. Estd bem estabelecido que a resposta inflamatoria aguda apos a
irradiacdo de luz UV na pele e os processos degenerativos relacionados com a exposi¢do
cronica da pele a irradiacdo UV sdo em grande parte mediados pela producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (ROS) pela insuficiéncia de sistemas antioxidantes. Por isso,
devido aos efeitos deletérios de ROS na pele, muitos estudos tém-se centrado no
estabelecimento e avaliacdo de antioxidantes para enriquecer o sistema de protecdo enddgena
cuténea, e, assim, prevenir e/ou tratar danos na pele induzidos pela irradiagdo UV. Neste
contexto, muita atencdo tem sido dada aos antioxidantes de fontes naturais, em especial
flavondides e outros compostos fendlicos (FONSECA et al, 2010).

O estudo da atividade antioxidante também é um pardmetro importante quando sdo
visados efeitos despigmentantes, ja que o teste de inibicdo da tirosinase também aborda um
efeito antioxidante. A tirosinase é uma enzima chave na sintese de melanina e seus inibidores
podem ser utilizados para tratar eficientemente a hiperpigmentacdo e sdo amplamente

aplicados em produtos cosméticos e suplementos alimentares (YANG et al, 2012). Varios
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compostos ativos possuem tanto atividades anti-tirosinase quanto atividades antioxidantes,
como o acido kojico, hidroquinona, arbutina, acido citrico, sulfitos e 4-hexilresorcinol (LIN,
Y-Setal, 2012).

A atividade antioxidante € importante em inibidores de melanogénese, pois impede a
oxidacdo de substancias imprescindiveis para a formacdo de melanina. Nessa via sintética, a
dihidroxifenilalanina (DOPA) é convertida a dopacroma pela acdo da enzima tirosinase ou
por auto-oxidacdo e reacOes subsequentes de oxidacdo do di-idroxi-indol e do é&cido
carboxilico dihidroxiinddlico que terdo como produto final o polimero melanina. Assim, a
inibicdo da melanogénese pode ser alcancada por substancias antioxidantes ou por inibidores
da tirosinase (HEO et al, 2010).

A utilizacdo de inibidores da tirosinase como o acido kojico e hidroguinona tem
enorme importancia na inddstria cosmética devido aos seus efeitos despigmentantes. Tais
agentes sintéticos muitas vezes resultam em inflamacao da pele de modo que alternativas a
estes agentes estdo sendo procuradas entre produtos naturais. O uso tradicional das plantas
contra doencas de pele, especialmente para fins cosméticos, € uma pratica comum na
medicina popular de muitas culturas, e podem fornecer pistas para a descoberta de melhores
agentes despigmentantes (MOMTAZ et al, 2008). Alguns potentes inibidores da tirosinase
como cuminaldeido, oxiresveratrol, campferol, quercetina e derivados do &cido galico, tém
sido isolados a partir de varias plantas (HSU et al, 2007).

Nenhum dos extratos secos estudados apresentou inibicdo enzimatica superior a do
acido kojico (Clsp = 8 ug/mL). A atividade apresentada pelo extrato fluido foi extremamente
baixa, apresentando uma inibicdo de apenas 15,3 + 0,54 % na concentracdo de 2 mg/mL,
indicando assim, que a etapa de secagem do extrato € necessaria quando esta atividade é
visada. O extrato seco por liofilizagdo mostrou efeito inibitorio sobre a tirosinase (Clsp = 0,3 +

0,02 mg/mL) notavelmente superior ao extrato seco por aspersédo (Clsp= 1,1 £ 0,09 mg/mL).
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As formulacdes preparadas a partir dos extratos secos, liofilizado e seco por asperséo,
apresentaram boa atividade anti-tirosinase (41,0 £ 0,36 e 25,6 £ 1,35 %, respectivamente), ja
0 produto e a formulacdo a partir do extrato fluido ndo apresentaram inibicao da tirosinase. Os
extratos secos, portanto, apresentam maior potencial para utilizagdo com agentes anti-
tirosinase, e novamente, o extrato liofilizado apresenta atividade superior a atividade
apresentada pelo extrato seco por aspersao.

A diferenca nas atividades dos extratos secos sugerem que outros compostos ativos
podem ser 0s responsaveis pela atividade anti-tirosinase do extrato e que estes podem ter sido
degradados durante o processo de secagem no spray dryer. Outra hipdtese para a diferenca na
atividade dos extratos pode ser que apesar de os valores de fendis totais ndo apresentarem
diferenca estatisticamente significativa, deve-se lembrar que fendis compreendem taninos,
flavonoides e polifendis, os quais podem estar em diferentes concentracGes nos dois extratos
justificando assim essa diferenca tdo grande na atividade bioldgica dos produtos. Lin, L. et al
(2012) comparou diferentes métodos de extracdo e secagem para Rabdosia serra (Maxim.) e
também observou melhores atividades inibitdrias da tirosinase nos extratos liofilizados.

O processo de secagem pode influenciar na atividade bioldgica, segundo Oliveira e
Petrovick (2010) deve-se levar em consideracdo que 0 processo de spray dryer exerce
influéncia ndo somente sobre as caracteristicas tecnoldgicas, fisicas e quimicas dos produtos
obtidos, podendo também interferir na sua atividade biolégica. O processo de liofilizacao
também pode influenciar na atividade bioldgica de extratos. Estudo de Hsu e colaboradores
(2007) observou que o processo de liofilizagdo causava a diminuicdo da atividade anti-
tirosinase de extrato aquoso de algumas espécies de Lavendula sp. optando assim, pela
utilizacdo de extratos brutos para o estudo. Essa instabilidade dos compostos frente a
liofilizacdo levou os pesquisadores a acreditar que 0s compostos ativos poderiam ser

proteinas.
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Na literatura, polifendis e flavondides, sdo relatados como compostos que apresentam
alta inibicdo da tirosinase e oxidacdo (CHEN et al, 2010). Alam et al (2012) sugerem que a
atividade antioxidante pode ser também um dos mecanismos importantes para a atividade
inibitdria da tirosinase. No entanto, mesmo com a significativa atividade antioxidante que
estes extratos apresentaram, isso ndo foi suficiente para que exibissem atividade inibitdria
satisfatoria e parece nao ter influenciado nessa atividade.

Muitos inibidores desta enzima possuem estrutura fendlica tal como o acido kéjico e a
arbutina (SUNTAR et al, 2011). No entanto, o fato de os extratos testados ndo terem
apresentado atividade notavel nas concentracOes testadas, pode estar relacionado a estrutura
de seus compostos fitoquimicos. Sintar et al (2011) discutem em seu trabalho que o fator
mais importante na eficacia das chalconas contra a tirosinase é a localizacdo dos grupos
hidroxila em anéis aromaticos, e que a prenilacdo com o grupo de isoprenila ou a vinilacdo a
moléculas de flavondides ndo aumentam a atividade inibitdria da tirosinase.

Atividades anti-tirosinase sdo atribuidas também a alcal6ides, compostos ativos
presentes na espécie C. spruceanum, e que podem ter sofrido degradacdo durante 0s processos
de secagem. Shaheen e colaboradores (2005) isolaram alcaldides de Aconitum laeve, dentre 0s
quais dois, lappaconitina e puberanina, apresentaram inibicdo da tirosinase com Cls de 93,33
e 205,21 uM, respectivamente. Os alcalOides alpneumina G, vincamina, e apovincamina
isolados e testados quanto a atividade anti-tirosinase demonstraram ser capazes de diminuir a
sintese de melanina em linhagens celulares B16F10 (KOYAMA et al, 2010).

Ao compararmos a inibicdo da tirosinase causada pelos extratos das cascas de C.
spruceanum com os efeitos inibitérios de outras plantas reportadas na literatura, pode-se
perceber um grande potencial do extrato liofilizado para esta atividade. Diferentes extratos de
sorgo (Sorghum bicolor L. Moench ou Sorghum vulgare Pers.), aquoso, 70% &agua:acetona e

metanolico, foram liofilizados e estudados por Wang et al (2011) apresentando Clsp = 0,91 £
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0,16; 1,60 £ 0,11; 0,58 £ 0,09 mg/mL, respectivamente. Chiari et al (2010) estudaram extratos
secos por aspersdo de 91 espécies nativas da regido central da Argentina quanto a atividade
anti-tirosinase encontrando nas espécies Dalea elegans, Lithrea molleoides e Thalictrum
decipiens Bolvin uma inibicéo superior a 90% da atividade difenolase a 1000 pg/mL, sendo a
primeira a mais eficaz (Clso = 49,27 pg/mL) seguido por L. molleoides (Clsp = 79,44 pg/mL)
e, finalmente, T. decipiens (Clsp = 158,03 pug/mL). Com base nesses resultados e, devido a
alta disponibilidade e acessibilidade a espécie L. molleoides na &rea montanhosa de Cordoba,
esta espécie foi selecionada pelos autores como fonte potencial de novos compostos anti-
tirosinase. Oliveira (2011) estudou diferentes extratos de Passiflora nitida obtidos por
diferentes processos de extracdo, todos os extratos passaram pelo processo de secagem por
aspersdo para entdo serem avaliados quanto a inibicao da tirosinase, 0s extratos secos, aquoso
por maceracdo (EAM) e aquoso por infusdo (EAI) foram os que apresentaram melhor
atividade inibitdria da tirosinase, Clso = 439 + 0,03 pg/mL para o EAM e 475 + 0,03 pg/mL
para o EAL.

Apesar do potencial sobre a tirosinase apresentado in vitro, faz-se necessario a
avaliacdo do comportamento desses extratos em modelos celulares e/ou modelos in vivo, pois
apesar da simplicidade do teste de inibi¢do da tirosinase in vitro, neste ensaio a enzima obtida
é proveniente de um cogumelo e fornece apenas uma idéia do potencial do extrato estudado.
Chan et al (2011) ressaltam que deve-se lembrar que a tirosinase de cogumelo é encontrada
no citosol, enquanto a tirosinase em melandcitos é ligada a membrana, podendo portanto, ser
esperado um efeito antimelanogénese diferente sobre essas tirosinases. Uma vez que as
células alvo dos agentes a serem rastreados sdo melanocitos, seria mais viavel usar tirosinase
derivada das células produtoras de melanina em vez de cogumelos. Portanto, mais estudos

para melhor avaliacdo dessa atividade devem ser realizados.



82

Este trabalho também avaliou a acdo dos extratos de C. spruceanum sobre as enzimas
colagenase, elastase e hialuronidase, enzimas presentes na matriz extracelular que estdo
envolvidas em processos cicatriciais e no envelhecimento cutaneo.

A diminuicdo da matriz extracelular (MEC) é um evento comum durante o
envelhecimento dos tecidos conjuntivos. Fibroblastos obtidos da pele humana de doadores
mais velhos tém niveis aumentados de mMRNA colagenase e de proteinas, em relacdo aos
doadores mais jovens, enquanto a expressao de genes do colageno tipo I e Il diminuem de
forma dependente da idade. O envelhecimento estd associado com uma expressao aumentada
da colagenase, no entanto, os mecanismos reguladores envolvidos na superexpressdo da
colagenase dependentes da idade ainda ndo foram elucidados (RICCIARELLI et al, 1999).

O estresse oxidativo também é atribuido como causa do envelhecimento cutaneo. Ha
uma teoria do envelhecimento cutaneo pela acdo dos radicais livres que se baseia na falha do
mecanismo antioxidante natural. Estudos realizados in vivo e in vitro sugerem uma correlacao
entre o processo de envelhecimento e a reducdo de agentes enzimaticos e ndo-enzimaticos,
com consequente aumento na formacdo de espécies reativas de oxigénio (KEDE e
SABATOVICH, 2004). Assim, a juncdo de atividades antioxidantes e inibitoria sobre as
enzimas que atuam degradando a MEC fornecerdo agentes com grande potencial para o
tratamento ou prevencao de processos cicatriciais e envelhecimento cutaneo.

As enzimas proteoliticas elastase, hialuronidase e colagenase (MMP-1) estdo presentes
na derme, e sdo responsaveis pela degradacdo da elastina, acido hialurénico e fibras colagenas
da MEC. A repetitiva exposicao a radiacdo UV acelera a sintese destas enzimas conduzindo a
perda de elasticidade da pele e diminuindo a capacidade dela para reter a agua, o que implica
na formagdo de sinais mais evidentes de envelhecimento cutdneo. Os tratamentos mais
promissores do envelhecimento da pele incluem extratos de ervas, vitaminas e suplementos

alimentares antioxidantes, que tém sido amplamente aceitos como sequestradores de radicais
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livres a partir de células da pele e redutores dos niveis de enzimas dérmicas para restauracdo
da elasticidade da pele, reduzindo assim, o processo de formacgdo de rugas, por exemplo
(MAITY et al, 2011).

Quanto ao papel da colagenase tipo | (MMP-1), um fato interessante e que deve ser
observado, € que fibroblastos obtidos de pacientes que sofrem prematuramente de varias
sindromes do envelhecimento secretam niveis elevados de MMP-1, o que indica que ha uma
forte associagdo entre a idade e a expressdo anormal dessa enzima (DASGUPTA et al, 2009).
A metaloproteinease-1 (MMP-1) degrada, especificamente, os colagenos tipo I, 1l e lll
(SUNAMI et al, 2000; SARDINHA et al, 2000).

O colageno tipo | é a proteina mais abundante encontrada em tecidos de mamiferos,
sendo a principal proteina estrutural do o0sso, pele e tenddo, fornecendo integridade estrutural
atuando como uma matriz, na qual as outras células podem proliferar. O colageno também é
conhecido por ter um papel no controle do formato, diferenciacdo e migracao celular e, na
sintese de um grande nimero de proteinas. Além disso, é também um biomaterial importante
encontrado em aplicacGes difundidas em &reas como suturas cirlrgicas, cosméticos e
cicatrizacao de feridas (MADHAN et al, 2007).

O método escolhido para conhecimento inicial da atividade dos extratos sobre a
colagenase foi a Zimografia. Esse € um método simples quantitativo, que pode ser utilizado
para a determinagéo direta e estudo da distribuicdo espacial das MMPs e seus inibidores. A
zimografia envolve a separacdo eletroforética de proteinas sob condi¢cdes ndo redutoras
através de um gel desnaturante de SDS-PAGE (dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida),
contendo substratos (por exemplo, gelatina, caseina ou colageno). A clivagem do substrato
ocorre ap6s renaturacdo das proteinas pela troca do SDS por um detergente nao ionico (por
exemplo, Triton X-100). Atividades proteoliticas de MMPs s&o entdo detectadas como bandas

claras apoés coloragcdo com Coomassie Blue. A auséncia de um padrdo universal contribui para
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a falta de reprodutibilidade inter-laboratorial e transferibilidade dos resultados. Apesar dos
problemas com a normalizacgéo, este método é largamente utilizado (KRIZKOVA et al, 2011).

Ap0s o resultado positivo no método da zimografia, os extratos foram avaliados em
metodologia espectrofotometrica na qual verificou-se que 0 processo de secagem nao exerceu
influéncia na acdo inibitoria sobre a colagenase (Tabela 9), ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa na acdo desses extratos (p > 0,05). A atividade inibitéria da
colagenase em extratos vegetais € atribuida principalmente a polifenois, os quais estdo
presentes em nossos extratos, no entanto, parecem nao ser 0s que possuem maior afinidade
para inibicdo dessa enzima. A utilizacdo de polifenois sob a forma de curtimenta vegetal para
a estabilizacdo de coldgeno da matriz extracelular remonta a histéria da humanidade
(MADHAN et al, 2007).

Poucos trabalhos sdo encontrados com estudos de inibicdo da MMP-1. Losso e
colaboradores (2004) estudaram o efeito de uma proteina obtida a partir da soja e verificaram
inibicBes dessa enzima em concentracOes abaixo de 115 nM. Maity et al (2011) encontraram
acdo similar a do &cido oleandico no extrato metanolico das flores Tagetes erecta Linn. Leite
(2009) estudou a acdo das drogas meloxicam, tenoxicam, piroxicam e alendronato de sddio
sobre a MMP-1 encontrando as seguintes Clsg, 66, 91 e 63 UM, respectivamente. O
alendronato de sodio estimulou a atividade da MMP-1 mas inibiu a atividade das MMP 3, 8,
9, 12 e 13. Rennert e Melzing (2002) estudaram a ac¢ao do extrato aquoso e diclorometano de
quinze basidiomicetos sobre a colagenase tipo 1, 0s extratos aquosos ndo apresentaram
inibicdo e os com diclorometano apresentaram inibi¢cdo na concentracdo de 200 pg/mL, dos
quais sete apresentaram Clsp inferior a 200 pg/mL. Thring et al (2009) estudaram 21 extratos
vegetais quanto a atividade inibitoria sobre a colagenase e a elastase, desses dezesseis extratos

apresentaram atividade anti-colagenase, entre eles, o cha branco, cha verde, tintura de Rosa
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centifolia L. e Lavandula angustifolia L. com 87, 47, 41 e 37% de inibicdo, respectivamente
na concentracao de 25 pg/mL.

Assim, observando-se os resultados relatados na literatura e comparando-0s com 0s
obtidos neste trabalho, nota-se que os extratos das cascas de C. spruceanum apresentam uma
fraca atividade anti-colagenase, o que pode, se visto de modo isolado, classifica-los como
agentes ndo tdo interessantes na prevencdo e tratamento dos sinais do envelhecimento
cutaneo. No entanto, quando aliadas as atividade antioxidantes, com as atividades anti-
elastase e anti-hialuronidase que serdo discutidas a seguir, percebemos que estes possuem
grande potencial como agentes anti-envelhecimento.

As metaloproteinases desempenham papéis importantes numa variedade de processos
bioldgicos e o desequilibrio da sua atividade e expressdo, muitas vezes sao a base de diversas
doencas. Por esta razdo, eles tem sido historicamente representadas como intrigantes alvos de
drogas, apesar de que sua inibicdo terapéutica tém levantado muitas questfes, uma vez que (1)
a atividade dessas enzimas € pleiotrépica de modo que sua inibicdo poderia modular
negativamente a algumas funcGes celulares; e (2) um grande nimero de inibidores ndo séo
seletivos para uma Unica enzima (SBARDELA et al, 2012).

Este trabalho também avaliou a ac¢do inibitéria dos extratos de C. spruceanum sobre a
elastase onde nota-se que 0 extrato seco por aspersao apresentou atividade levemente superior
a do extrato liofilizado (Tabela 9) e estatisticamente significativa (p < 0,05). AlteracOes
teciduais idade-dependentes frequentemente envolvem o aumento da atividade proteolitica e,
especialmente, da atividade de elastase tipo endopeptidase. Estas enzimas séo, pelo menos
parcialmente responsaveis pela fragmentacéo idade-dependente das fibras elasticas, tanto nos
grandes vasos quanto na pele (ROBERT et al, 2010). O inibidor alfa-1-proteinase (al1PI), é
um inibidor de protease que é inativado por oxidantes, e é o principal inibidor endégeno da

elastase ajudando a limitar a atividade da elastase excessiva (DAELS-RAKOTOARISON et
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al, 2003) assim, a atividade antioxidante apresentada pelos extratos seria de grande vantagem
também como um agente para auxiliar na atuacdo desse inibidor natural de elastase impedindo
sua inativacao.

Os resultados encontrados mostram o potencial das cascas de C. spruceanum como
agente anti-elastase (Clsp — EHL = 55,6 + 0,93; Clsp — EHSA = 49,1 + 4,38; e Clso — EHF =
36,9 £ 0,25 pg/mL) mesmo quando comparado a extratos que apresentaram atividades
superiores. O extrato fluido apresentou atividade superior a dos extratos secos, sendo a do
extrato seco por aspersdo superior a do extrato liofilizado, mostrando que o processo de
secagem interfere nessa atividade, possivelmente pela degradacdo dos compostos com
potencial inibidor da elastase, verificando-se também maior degradacdo desses compostos
pelo processo de liofilizagao.

Maity e colaboradores (2011) encontraram uma excelente atividade inibitéria sobre a
elastase no extrato metanolico das flores de Tagetes erecta Linn (Clsp = 4,13 £ 0,93 pg/mL)
superior ao padrdo, acido oleandico, concluindo que os compostos presentes no extrato atuam
em sinergia potencializando esta acdo. Os compostos isolados a partir do extrato desta flor,
acido siringico e -amirina, apresentaram baixa atividade inibitoria segundo os pesquisadores
(Clsp = 34,29 + 1,71 e 33,98 + 1,82 ug/mL), mostrando que estes atuam em sinergia. Nema e
colaboradores (2011) estudaram o potencial do suco liofilizado de Cucumis sativus sobre a
elastase e encontraram uma excelente atividade, com Clsg de 6,14 + 1,74 pg/mL, superior a
do é&cido oleandico (Clsp = 18,47 £ 1,4 pg/mL). Um estudo com extratos de quinze
basidiomicetos realizado por Rennert e Melzing (2002), onde todos 0s extratos com
diclorometano apresentaram inibicdo na concentracdo de 2 pg/mL, nove desses extratos
apresentando inibicdo de cerca de 90% nessa concentracdo. Os extratos aquosos dos
basidiomicetos também apresentaram inibicdo da elastase. Thring et al (2009) estudaram a

acdo de vinte e um extratos sobre a elastase e encontrou no cha branco um potencial superior
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ao encontrado nas cascas de C. spruceanum, o qual apresentou 89% de inibicdo da enzima na
concentracédo de 25 pg/mL.

O 4cido hialurdnico e elastina sdo responsaveis pela organizacdo, elasticidade e
estrutura da matriz extracelular do tecido conjuntivo, a qual diminui acentuadamente durante
a maturacéo, bem como no envelhecimento prematuro. A polimerizacdo das fibras do tecido
conjuntivo levam a perda de elasticidade da pele e a diminuicdo da sua capacidade de
retencdo da agua. Nesse sentido, a busca de novos ativos cosméticos a partir de recursos
naturais tem tido um grande interesse e também podem ser utilizados como ativos cosméticos
para diminuicdo dos efeitos do envelhecimento na pele (NEMA et al, 2011)

Na avaliacdo da atividade inibitdria sobre a hialuronidase nota-se que o extrato seco
por aspersdo assim como na atividade anti-elastase também apresentou atividade levemente
superior (Clso = 17,4 + 1,68 pg/mL) a do extrato liofilizado (Clsp = 29,7 = 1,30 pg/mL) e
estatisticamente significativa (p < 0,05). A Atividade do extrato seco por asperséao foi superior
a do padréo rutina (Clsp = 27,6 £ 0,06 pg/mL) e a atividade do extrato liofilizado foi muito
préxima a exibida pelo padrdo (p < 0,05).

Ao compararmos a atividade dos extratos com o padrdo observamos que eles possuem
grande potencial para utilizacdo como agentes anti-envelhecimento pois apresentam grande
atividade inibitéria sobre a elastase e a hialuronidase. Ao pesquisarmos na literatura,
verificamos que outros extratos também apresentaram atividades muito boas, as vezes
superiores, mas que ndo descartam a utilizacdo dos extratos de C. spruceanum como agentes
anti-hialuronidase. Um exemplo é o trabalho de Piwowarski et al (2011), os pesquisadores
estudaram o extrato das partes aéreas de Lythrum salicaria L., 0 qual apresentou uma
excelente inibicdo da atividade da hialuronidase com Clsg = 8,1 = 0,8 pg/mL em contraste
com o padrdo utilizado pelos autores, a heparina (Clsp = 62,1 £ 7,5 pg/mL), um inibidor nédo-

competitivo da enzima bem conhecido. O extrato metanolico das flores de Tagetes erecta
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Linn apresentou excelente atividade inibitoria sobre as enzimas elastase (Clso = 4,13 £ 0,93
pg/mL) e hialuronidase (Clsp = 11,70 £ 1,79 pg/mL), superiores a acdo do acido oleandico
(Clsp = 43,38 £ 0,37 ug/mL) e superiores a dos compostos isolados no extrato, acido siringico
e B-amirina (Clsp = 22,24 = 2,27 e 29,41 + 2,14 pg/mL), confirmando a idéia de que os
compostos nos extratos atuam em sinergia aumentando a atividade sobre a enzima (MAITY et
al, 2011). Barros (2012) estudou os extratos secos por aspersdo da casca e da vagem de
Libidibia ferrea obtendo Clsp = 8,5 = 1,08 e 16,0 £ 0,5 pg/mL, respectivamente. O suco
liofilizado de Cucumis sativus apresentou Clsp = 20,98 + 1,78 pg/mL na hialuronidase
enguanto que o padréo, &cido oleandico, apresentou Clsy = 41,54 £ 1,57 ug/mL (NEMA et al,
2011), os resultados obtidos para o fruto C. sativus estdo muito proximos aos obtidos em
nosso trabalho.

Para conhecimento da seguranca dos extratos e para possibilitar a realizacdo do teste
de atividade antioxidante celular, fez-se necessario conhecer a viabilidade dos extratos em
linhagens celulares de fibroblastos murinos (NIH 3T3). Para tanto, a avaliagcdo ocorreu apenas
no periodo de 24 h. A avaliacdo da viabilidade celular em melandcitos murinos (Melan-A) foi
realizada em diferentes periodos de tratamento (24, 48, 72 h) visando conhecer se 0s extratos
apresentam algum efeito citotoxico importante nestas linhagens. Assim, pode-se obter um
parametro de seguranca de utilizag@o desses extratos.

Para avaliacdo da viabilidade celular nas linhagens NIH 3T3 e Melan-A utilizou-se o
método de Alamar Blue. Tal método trata-se de um ensaio pratico de estudo de citotoxicidade
pelo qual é possivel mensurar a viabilidade celular através da reducdo da resazurina
inicialmente azul pelas células vidveis, tornando-a rosa e mais fluorescente (NAKAYAMA et
al, 1997).

Quanto a citotoxicidade, pode-se afirmar que em linhagens Melan-A o0s extratos

tiveram comportamento tempo-dependente e no periodo maximo de exposicao (72 h) também
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apresentaram comportamento concentracdo-dependente. O extrato seco por aspersdo foi
levemente mais citotdxico para Melan-A do que o extrato liofilizado (Tabela 11).

Observando-se a Clsp dos extratos em NIH 3T3 (Tabela 12) observa-se que a
concentracdo necessaria para uma Otima atividade antioxidante celular é bastante inferior a
concentracdo toxica para 50% da populacdo celular estudada. No entanto, observa-se que o
extrato liofilizado é mais citotoxico para esta linhagem e que 0s extratos apresentam-se mais
citotoxicos em NIH 3T3 do que em melandcitos.

Os extratos de Lithospermum erythrorhizon, Pharbitis nulo, Gentiana macrophylla,
Glycyrrhiza uralensis, Sophora japonica, Spatholobus suberectus, Polygonatum odoratum,
Cannabis sativa, Morus alba, Phytolaacca acinosa, Citrus reticulata e Amornurn villosurn
foram testados por Wang e colaboradores (2006) em linhagens de melandcitos humanos e
apresentaram segundo 0s autores, baixa citotoxicidade, apresentando uma viabilidade celular
de 80% na concentracdo de 100 pg/mL em melandcitos humanos. Diante do exposto,
podemos enfatizar que os extratos de C. spruceanum também possuem baixa citotoxicidade.

Assim como a avaliagdo da citotoxicidade celular pelo método do Alamar Blue, o
potencial hemolitico € um outro método que pode ser utilizado para se conhecer a seguranca
dos extratos estudados. A avaliacdo do potencial hemolitico de produtos cosméticos € exigida
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e encontra-se referida no Guia para
Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004).

A avaliagdo da estabilidade mecénica da membrana eritrocitaria € um bom indicador
de danos provocados por varios compostos como triagem de citotoxicidade (SHARMA e
SHARMA, 2001). A membrana dos eritrocitos € uma estrutura delicada que pode ser
significantemente alterada através de interacbes com drogas (AKI e YAMAMOTO, 1991). O
eritrocito humano, que € destituido de nacleo e outras organelas, ndo é uma célula tipica. No

entanto, a sua simplicidade estrutural e funcional faz com que seja um modelo conveniente



90

celular que é particularmente Util para estudos de toxicidade de xenobioticos (BORS et al,
2011)

Apesar de serem relatadas a presenca de saponinas e alcaldides na espécie C.
spruceanum (ZULETA, 1997; ZULETA et al, 2003) e a literatura indicar que algumas
substancias isoladas de plantas como polifendis, epicatecinas, glicosideos estéril, saponinas
triterpenendides e outros podem causar alteracbes na membrana de células vermelhas e
produzir hemolise (BADER et al, 1996; GRINBERG et al, 1997; ZHANG et al, 1997), ndo
foi observado efeito hemolitico dos extratos até na concentracdo de 1 mg/mL, 0s quais
apresentaram hemdlise apenas na maior concentracao testada (2 mg/mL).

As hemolises apresentadas pelos extratos secos, liofilizado e seco por aspersao, e pelo
produto comercializado foram muito baixas na concentracéo de 2 mg/mL (15,6 £ 1,06; 11,2 +
1,69 e 14,3 + 2,75%, respectivamente) e sdo estatisticamente semelhantes, indicando que séo
seguros para a utilizacdo nessas concentracfes, sugerindo que 0s compostos com poder
hemolitico que estdo presentes nestes extratos ndo foram capazes de causar danos as
membranas celulares.

A hemolise apresentada pela formulacdo-base (74,6 + 2,40%) é estatisticamente
semelhante (p > 0,05) a hemélise apresentada pelo creme com extrato seco por aspersdo de C.
spruceanum (86,6 + 1,82%), o que nos leva a crer que a hemolise detectada refere-se a
formulacdo-base e ndo ao extrato seco por aspersdo, sugerindo que este ndo apresentou
compostos hemoliticos ativos mas também ndo estava dotado de substancias anti-hemoliticas
para reversao do efeito apresentado pela formulagéo-base.

A formulacéo creme com extrato fluido apresentou menor potencial hemolitico (66,7 +
3,33%) que a formulacdo-base e, a formulagdo com extrato liofilizado ndo apresentou
atividade hemolitica. A hemdlise apresentada pela formulacdo-base pode ter sido devido a

compostos com potencial hemolitico, no entanto, ndo foram encontrados relatos desse
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potencial para os seus componentes. A atividade apresentada pelo extrato liofilizado e a
diminuicdo da hemolise apresentada no creme com extrato fluido podem ter sido alcancadas
devido a presenca de flavonoides no extrato. Os extratos de C. spruceanum apresentaram uma
boa porcentagem de fenois totais dentre os quais encontram-se os flavonoides. A atividade
encontrada no teste anti-tirosinase quando comparada com a obtida nesse ensaio nos leva a
crer que a porcentagem de fendis do extrato liofilizado concentra em sua maioria flavondides,
afinal, tais substancias sdo relatadas como inibidoras da tirosinase e antioxidantes e esse
extrato apresentou atividade superior ao extrato seco por aspersao na inibicdo da tirosinase. O
efeito anti-hemolitico de flavondides ja foi demonstrado in vitro, e o papel de protecdo
desempenhado por esses compostos contra a hemdlise oxidativa hipotdnica parece depender
da sua incorporacdo nas membranas dos globulos vermelhos por ligacdes seletivas com
lipidios e proteinas de membrana (TULIPANI et al, 2011).

O produto comercial também ndo apresentou atividade hemolitica e isso pode ter
ocorrido a diversos fatores, entre eles, adjuvantes farmacéuticos que ndo apresentam potencial
hemolitico e maior teor de flavondides nessa formulacdo conferido protecdo contra a
hemolise, isso porque tal formulacdo ndo é composta apenas por extrato de C. spuceanum,
apresentando por exemplo extratos de algas marinhas e de 6leo de germe de trigo.

Os eritrdcitos sdo considerados como alvos principais para ataque de radicais livres,
devido a presenca na membrana de concentracdes elevadas de &cidos graxos polinsaturados e
ao seu papel especifico como transportadores de oxigénio (SANTOS et al, 2011). Nesse
sentido, alguns estudos buscam avaliar a inibi¢cdo da hemdlise oxidativa in vitro. Assim, 0s
polifendis, que estdo presentes nestes extratos, segundo Santos e colaboradores (2011) sdo
compostos antioxidantes que podem contribuir para sua atividade anti-hemolitica.

Aki e Yamamoto (1991) observaram que drogas hidrossolUveis podem causar

hemolise através da ligacdo da droga a membrana das hemacias, as quais, ap0s terem seus
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sitios de ligacdo saturados, se rompem. Ja farmacos com baixa solubilidade em agua podem
causar a hemolise por intercalacdo aos fosfolipideos de membrana. Esta intercalacdo induz
mudancas de permeabilidade ou até mesmo fragmentacdo da membrana eritrocitaria,

ocasionando lise osmética (PRETE et al, 2011; APARICIO et al, 2005).
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7 CONCLUSOES

O processo de secagem, seja liofilizagdo ou spray dryer, ndo influenciou o teor de
fendis totais e a atividade anti-colagenase do extrato hidroetanolico das cascas de C.
spruceanum;

A atividade antioxidante do extrato seco por liofilizacdo foi ligeiramente superior a do
extrato seco por aspersao tanto pelo método do DPPH quanto pelo ensaio de atividade
antioxidante celular;

A atividade antioxidante das formulagcbes contendo extratos secos foram equivalentes
e superiores as atividades das formulagdes contendo extrato fluido. A formulagéo
contendo extrato fluido preparada neste estudo teve atividade antioxidante superior ao
produto comercial;

A capacidade quelante de ferro apenas pode ser observada no extrato fluido da casca
de C. spruceanum, observando-se também que ao incorporar 0s extratos na
formulacdo-base essa atividade é perdida;

O extrato seco por liofilizacdo apresentou melhor inibicdo da tirosinase que o extrato
Seco por aspersao;

A formulacdo contendo extrato seco por liofilizagcdo apresentou melhor inibicdo da
tirosinase que o extrato seco por aspersdo. As formulagdes contendo extratos fluidos
ndo apresentaram atividade satisfatoria sobre essa enzima;

O extrato seco por aspersdo apresentou atividades de inibicdo das enzimas elatase e
hialuronidase ligeiramente superiores as apresentadas pelo extrato seco por
liofilizag&o;

O extrato seco liofilizado foi ligeiramente mais citotoxico em células NIH 3T3,
enquanto o extrato seco por aspersdo foi ligeiramente mais citotoxico em células

Melan-A. Ambos 0s extratos apresentaram-se mais citotoxicos em NIH 3T3;
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Os extratos ndo foram capazes de causar hemolise importante na maior concentracéo
estudada, sendo seguros para uso. No entanto, a formulagdo-base possui componentes
com potencial hemolitico e precisa ser revista;

A formulacédo contendo extrato liofilizado e o produto comercial ndo apresentaram
atividade hemolitica e a formulacéo contendo extrato fluido apresentou diminuicdo da
atividade hemolitica quando comparada a apresentada pela formulacdo-base o que
pode ser atribuido a um efeito protetor exercido por flavonodides que provavelmente

encontram-se em concentracao satisfatdria neste extrato.
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ITEM USO NO PROJETO VALOR (R$)
Coleta do material vegetal USO. nos testes  de 500,00
avaliacéo
Inspecdo visual, lavagem, secagem, Uso nos testes de
S : - 250,00
estabilizacdo e moagem do material vegetal | avaliagio
Preparacdo do extrato amostra para finsde | Uso nos testes de 50000
ensaio preliminares avaliacio ’
Reagentes (meio de cultura, soro, alamar Preparo de solucoes,
5.000,00
blue, etc.) preparo dos testes
Mate_rlal de]aboratorlo (luvas, pipetas, Uso na coleta de
ponteiras, mascaras, placas, tubos, gaze, sanaue dos voluntarios 2.000,00
algodéo, etc) g
Preparo de solucdes e
Vidrarias auxilio na realizagdo 500,00
dos testes
Total 8.750,00

INFRA- ESTRUTURA DISPONIVEL:

Equipamentos

Uso no Projeto

Banho de Ultrassom

Dissolucdo de amostras

Banho-Maria

Utilizado para manter as amostras na temperatura adequada
guando estdo sendo processadas

Botijdo de Nitrogénio

Utilizado para manter os tubos criostaticos para a preservagao
das células.

Capela de Exaustao

Para manipulacéo de reagentes e contaminantes.

Capela de Exaustdo de Vapores | Secagem das placas cromatograficas

Capela de fluxo Ilaminar

vertical

Utilizada para o manuseio estéril das culturas de células

Centrifuga refrigerada

Utilizada para o processamento das amostras em baixas
temperaturas

Computador Acoplado aos microscopios para obtenc¢éo de imagens
Contador de células manual Utilizado para contagem de células
Estufa Secagem de material

Incubadora de CO,

Utilizada para manter as células em cultura em atmosfera de 95%
de O, e 5% de CO, e com temperatura controlada.

Leitora Elisa

Utilizada para fazer leitura de microplacas

Micropipetas Automaticas

Utilizadas para a realiza¢éo dos testes

Moinho de faca tipo Willey

Utilizado para triturar o extrato

Rotaevaporador

Utilizado para retirar solvente da amostra
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1o
|70
|70
|70
1o
|0
|70
|0
1o
|70
1o
1o
1o
|70
|70
1o
1o
|70
1o
1o
|70
1o
1o
|70
|70
1o
|70
|70
|70
1o

Coleta da planta R

Preparagéo dos
extratos

Caracterizacdo do
extrato

Exame de
qualificacio

Preparagdo das
formulagbes

Ensaio do DPPH RIR R

Inibicdo da
Tirosinase

Inibicdo da
Colagenase

Inibicdo da Elastase R|IR R

Inibicdo da
Hialuronidase

Zimografia reversa

Alamar blue R

X |0|0

Antioxidagdo
celular

Potencial RIR R
Hemolitico

Redacéo da RIR|IR|R
dissertacao

Defesa da R
dissertacdo

R — Realizado




