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RESUMO

A espécie Cecropia pachystachya pertence ao género Cecropia Loefl. e possui ampla
distribuicdo no territdrio brasileiro, estendendo-se do sul ao norte do pais. As principais
sinonimias para a espécie sdo: Cecropia carbonaria Mart., Cecropia catarinensis Cuatrec.,
Cecropia cyrtostachya Miq. e Cecropia lyratiloba Mig. O envelhecimento cutdneo ¢ um
processo que pode ser classificado em intrinseco (natural) ou extrinseco (acelerado pelos
fatores externos). A radiacdo ultravioleta é um dos principais agentes do envelhecimento
extrinseco, uma vez que é inevitavel a exposicdo a mesma. Os danos provocados pela
radiacéo estdo relacionados com excesso de radicais livres gerados, provocando alteragfes no
DNA e no metabolismo dérmico e imunoldgico, culminando no fotoenvelhecimento. Outro
fator que pode acelerar o envelhecimento cutdneo é a glicagdo de proteinas envolvidas no
metabolismo dérmico, como por exemplo, o colageno. A busca por produtos capazes de
retardar ou tratar o envelhecimento cutaneo é crescente, uma vez que a expectativa de vida e a
preocupacdo com a aparéncia é cada vez maior. A fim de restabelecer a pele, empregam-se
produtos direcionados ao tratamento dos danos provocados pelo sol. Geralmente esses
possuem significativa atividade antioxidante. Alguns constituintes ja identificados nas folhas,
sobretudo flavonoides, por ser uma classe de compostos reconhecidamente antioxidantes
poderia auxiliar no tratamento do envelhecimento cutaneo. Dessa maneira foi realizada a
dosagem de fendis e flavonoides no extrato hidroetandlico e etandlico da Cecropia
pachystachya (EH e EE). Ambos possuem teores elevados de fendis, porém o EH possui
cerca de quatro vezes mais flavonoides que o EE. O potencial antioxidante foi avaliado por
meio de diferentes metodologias: método de formacdo do complexo de fosfomolibdénio,
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, substancias reativas ao acido tiobarbitdrico e
descoramento pelo sistema [-caroteno/acido linoleico. EE e EH exibiram atividade
antioxidante semelhantes em todas as metodologias, entretanto o0 EH mostrou-se mais ativo na
técnia do descoramento pelo sistema f-caroteno/acido linoleico em relacdo ao EE. A acéo dos
extratos foi avaliada frente a outros fatores envolvidos no envelhecimento. A capacidade
antiglicante e o potencial proliferativo em cultura celular de fibroblastos foram avaliados.
Ambos os extratos foram capazes de estimular a proliferacéo de fibroblastos. Ja em relacédo a
atividade antiglicante, o EH apresentou melhor atividade. Foi capaz de inibir cerca de duas
vezes mais 0 processo de glicacdo, quando comparado a substancia de referéncia
(aminoguanidina). O potencial inibitério em relacdo a importantes enzimas do metabolismo
dérmico (elastase e metaloprotease 2) também foi avaliado. Frente a notavel atividade
antiglicante, antioxidante e proliferativa sobre fibroblastos do EH, o mesmo foi selecionado
para os testes enzimaticos. O EH foi capaz de inibir a elastase e a metaloprotease 2, mesmo
em conentracdes baixas. Sendo assim, poderia ser empregado na formulacdo de
dermocosméticos, uma vez que atua em varios pontos do processo de encelhecimento
cutaneo.

Palavras-chave: antioxidante, antiglicante, elastase, metaloprotrease 2, fotoenvelhecimento



ABSTRACT

The species Cecropia pachystachya belongs to the genus Cecropia Loefl. and has wide
distribution in brazilian lands, from south to north in the country. The main synonyms for the
species are: Cecropia carbonaria Mart., Cecropia catarinensisCuatrec., Cecropia
cyrtostachya Miq. eCecropia lyratiloba Mig. Cutaneous aging is a process that can be
classified as intrinsic (natural) or extrinsic (accelerated by external factors). The inevitable
exposure to the ultraviolet radiation is one of the main extrinsinc aging factors. The damage
caused by radiation is related to excess free radicals generated causing changes in DNA and
dermal and immune metabolism, culminating in photoaging. Another factor that can
accelerate skin aging is the glycation of proteins involved in dermal metabolism, such as
collagen. In order to restore the skin, products are used to treat the damage caused by the sun.
Some constituents already identified in the leaves, especially flavonoids, being a class of
compounds known as antioxidants could help in the treatment of skin aging. In this way the
dosage of phenols and flavonoids in the hydroethanolic and ethanolic extract of Cecropia
pachystachya (EH and EE) was performed. As well as the antioxidant potential through the
methods of formation of the phosphomolybdenum complex, sequestration of the 2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical, thiobarbituric acid reactive substances and bleaching by
the B-carotene / linoleic acid system. In view of the good results obtained with the samples,
the action of the extracts was evaluated against other factors involved in aging. Antiglycant
capacity and inhibitory power against important enzymes of the dermal metabolism (elastase
and metalloprotease 2) were evaluated, as well as the proliferative potential in cell culture of
fibroblasts. The EH presented better antiglycant capacity than the reference substance, even at
low concentrations, in the same way that it was able to inhibit elastase and metalloprotease 2.
Thus it could be used in the formulation of dermocosmetics, since it acts in several points of
the skin encelemation process.

Key words: antioxidant, antiglicant, elastase, metaloprotease 2, photoaging
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INTRODUCAO

A pele esté sujeita ao envelhecimento cronoldgico assim como qualquer outro tecido,
porém como esta exposta continuamente ao meio externo, fatores como radiagdo
ultravioleta e poluicdo aceleram esse processo (FISHER et al., 2002).Com o aumento da
expectativa de vida associado a preocupacdo em manter a aparéncia jovem, a busca por
cosméticos capazes de prevenir e tratar diferentes alteracfes cutaneas decorrentes do
envelhecimento é cada vez maior (RAMOS-E-SILVA et al; 2013).

A radiagdo ultravioleta é capaz de promover o envelhecimento cutaneo por meio de
uma sequéncia complexa e especifica de respostas celulares, as quais provocam danos ao
tecido conectivo da pele. O mecanismo primario pelo qual a mesma atua é por meio da
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (FISHER et al., 2002). O estresse
oxidativo é capaz de alterar a regulacdo de mediadores celulares que culmina no aumento
da expressao das metaloproteases, enzimas responsaveis pela degradacdo de componentes
da matriz extracelular da pele, como por exemplo, o colageno e elastina (CALLAGHAN
e WILHELM, 2008). Aléem disso, as EROS provocam danos oxidativos diretos nos
componentes celulares, como por exemplo, membranas, mitocondrias e DNA (HAN et
al., 2014). Algumas alteracGes histoldgicas sdo consequéncias de modificacbes proteicas
associadas a reacdes oxidativas, como por exemplo, a glicacdo. A formacdo dos produtos
finais de glicacdo avancada ocorre entre proteinas e compostos dicarbonilicos, dessa
maneira proteinas da matriz dérmica, como colageno, ao sofrerem glicacdo, acumulam-se
e aceleram o processo de apoptose de fibroblastos, exacerbando assimo
fotoenvelhecimento (KATTA e DESAI, 2014; RADJEI et al., 2016).

Frente a importancia do estresse oxidativo e dos componentes da matriz extracelular
na fisiopatologia do envelhecimento cutdneo associados a tendéncia em utilizar
compostos derivados de produtos naturais, a espécie Cecropia pachystachya Trécul se
apresenta como uma possivel alternativa na prevencdo do fotoenvelhecimento. Isto
porque estudos anteriores mostraram que géis contendo extrato dessa espécie causaram
um aumento na deposi¢cdo de coldgeno em feridas de ratos. Atividade antioxidante
também foi descrita para a espécie (DUQUE et al.; 2016; MUKHERJEE et al., 2011).



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Produtos naturais

Existem relatos do uso de plantas com finalidades médicas desde os tempos mais
remotos. Na Mesopotamia ha 2.600 a.C mais de 1000 substancias derivadas de plantas foram
descritas. No tratado médico egipcio "Ebers Papyrus”, datado de 1500 a.C., sdo relatadas
cerca de 700 substancias, sendo a maioria originada de plantas (BORCHARDT, 2002). Até o
final do século XVIII, o uso das plantas medicinais era empirico. Porém, no inicio do século
XIX, com o isolamento da morfina, a busca por novos compostos bioativos passa a ter bases
racionais. Em meados do século XIX, a fim de reduzir os custos e facilitar a producéo,
iniciou-se o processo de sintese quimica de produtos naturais, sendo o &cido salicilico o
primeiro composto natural produzido sinteticamente (ATANASOV et al., 2015).

Atualmente, os produtos naturais (PNs) tem sido a maior fonte de descoberta de novas
moléculas empregadas na medicina (ATANASQV et al., 2015). Isso se deve ao fato dos PNs
exibirem variados farmacdéforos e alta estereoseletividade, caracteristicas que contribuem para
interacdo com alvos farmacoldgicos (DREWRY e MACARRON, 2010). Ademais, outra
vantagem em relacdo aos compostos sintéticos é a maior facilidade de atingir o meio
intracelular, através da interacdo com sistemas transportadores (HARVEY, EDRADA-EBEL
e QUINN, 2015). Entretanto, apenas aproximadamente 6% das plantas foram avaliadas
farmacologicamente, e 15% foram analisadas fitoquimicamente (CRAGG e NEWMAN,
2013).

No periodo de 01/1981 a 12/2014, 1562 novas moléculas foram registradas no FDA
(Food and Drug Administration). Muitas drogas diponivéis no mercado sdo desenvolvidas a
partir de um proto6tipo natural, ou até mesmo é um produto natural. No caso do cancer, da
década de 40 até 2014, foram aprovadas 175 novas moléculas para o tratamento da doenca.
Sendo que 75% ndo sdo puramente sintéticas, ou seja, sdo produtos naturais ou diretamente
derivados dos mesmos (NEWMAN e CRAGG, 2016). Entre 2008 e 2013, 25 drogas oriundas
de produtos naturais foram aprovadas pelo mercado mundial, sendo cinco classificadas como
produto natural, 10 como produtos naturais semissintéticos e 10 drogas derivadas de produtos
naturais (BUTLER, ROBERTSON e COOPER, 2014).

Em relacdo ao cenario dos produtos cosméticos, ha uma crescente busca por produtos
gue contenham ingredientes naturais ou organicos. Extratos vegetais ou substancias isoladas
sdo empregados em formulacgdes para o cuidado da pele e dos cabelos, como por exemplo,

xampus, sabonetes, fotoprotetores e tinturas capilares (ANTIGNAC et al., 2011). Umas das
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vantagens dos produtos naturais em relacdo ao principio sintético sdo os efeitos adicionais ao
efeito principal (ABURJAI e NATSHEH, 2003). De maneira particular, o emprego de
extratos vegetais na protecdo contra o fotoenvelhecimento € algo benéfico e possui maior
aceitacdo dos consumidores, em relacdo aos produtos constituidos apenas por sintéticos, pois
podem conferir multiplas a¢des em um Unico produto: atividade antioxidante, anti-

inflamatdria, fotoprotetora, emoliente e umectante (RAMOS et al.,2003).

1.2 Pele

A pele humana é o maior 6rgéo do corpo humano, correspondendo a 5,5% da massa
corporal de um adulto (GOLDSMITH, 1990). Possui cerca de 1,5 m? de 4rea e 3mm de
espessura (BREATHNACH,1975). Dentre as funcBes exercidas pela mesma, destaca-se a
protecdo ao organismo contra radiacdo ultravioleta (UV), agressdes mecanicas, quimicas e
térmicas. Além disso, por ser uma barreira impermeavel que separa 0 meio externo da
homeostase interna, atua impedindo a desidratagdo excessiva e a entrada de micro-
organismos. A pele ainda pode ser considerada um 6Orgdo sensorial, uma vez que possuli
diversos receptores para temperatura, dor, pressao e tato (BECHELLI e CURBAN, 1975).
Ademais, participa da sintese de vitamina D3, na regulacdo da temperatura corporea, secre¢cdo
de eletrolitos, dentre outras funcbes (SOUSA e VARGAS, 2004). A figura 1 exibe o

esquematicamente a pele € SeuUS anexos.



Figura 1: Estrutura da pele e tecido subcutaneo.
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FONTE: adaptado de Scanlon e Sanders, 2014.

A pele é classificada histologicamente em trés camadas: epiderme, derme e hipoderme

(Figura 1). Tais camadas sdo originadas de tecidos ectodérmico e mesodérmico (SOUSA e

VARGAS, 2004). A camada mais externa é denominada epiderme, a qual possui cerca de

0,05 a 1,5 mm de espessura e é formada por quatro tipos celulares, sendo eles queratindcitos,
melandcitos, células de Langerhans e células de Merckel (FORSLIND, 1995; RABE et al.,

2006). Suas funcdes estdo descritas na Tabela 1. O principal tipo celular da epiderme sdo os

queratindcitos, os demais tipos celulares encontram-se distribuidos entre esses.

Tabela 1: Tipos celulares da epiderme e suas respectivas funcdes

Tipo celular

Funcao

Queratindcito
Melandcito

Células de Langerhans

Células de Merkel

Barreira mecéanica, producdo de citocinas e
sinalizac&o celular.

Protecédo da pele dos raios ultravioleta,
através da sintese de melanina.
Barreira imunoldgica: fagocitose de
particulas estranhas, apresentacdo de
antigenos.

Percepcéao sensorial

Fonte: Adaptado de SCANLON e SANDERS, 2014.
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Quanto a espessura, a epiderme pode ter quatro (pele fina) ou cinco camadas (pele
espessa) (GARTNER e HIATT, 2007).

A camada mais profunda da epiderme, denominada camada basal, é formada por
células em intensa atividade mitética que dardo origem aos queratinocitos, sendo responsavel
pela renovagéo da epiderme (GARTNER e HIATT, 2007). Porém, apenas 15% dessas celulas
estdo envolvidas no processo de renovacdo celular continuo, as demais estdo em estado de
quiescéncia (BLANPAIN, e FUCHS, 2006). A camada espinhosa ainda possui queratinocitos
em atividade mitdtica, porém em quantidades inferiores a camada basal (GARTNER e
HIATT, 2007). A fim de promover a unido entre as células da epiderme e a resisténcia ao
atrito, ja apresentam diferenciaces como desmossomos e tonofilamentos (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004). Na terceira camada, denominada camada granulosa, 0s queratindcitos
secretam por exocitose queratoialina, Tal substancia promove a formacao de uma camada rica
em lipidios, a qual impermeabiliza a epiderme e impede a chegada de nutrientes na proxima
camada (camada lucida) (GARTNER e HIATT, 2007). A camada llcida, presente em peles
espessas, encontra-se entre a camada granulosa e a camada cdornea. As células dessa camada
possuem citoplasma com filamentos de queratina e ja ndo dispdem de ndcleo e organelas, uma
vez que foram digeridas por enzimas lisossomais (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A
ultima camada é designada camada cornea, constituida de células mortas com citoplasma
ricamente queratinizado (queratindcitos diferenciados denominados cornedcitos) aderido ao
compartimento lipidico. Tal arquitetura permite a formacdo de uma barreira impermeéavel e
mecanicamente resistente (FORSLIND, 1995; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004;
MADISON, 2003).

A derme encontra-se abaixo da epiderme, é composta por tecido conjuntivo e possui
cerca de 1 a 4 mm de espessura (SILVER et al., 2001). Nessa camada estdo presentes as
raizes de foliculos pilosos, terminacGes nervosas, glandulas (sebaceas e sudoriparas) e vasos
sanguineos. E constituida de fibras colagena e eléstica, as quais sdo sintetizadas pelos
fibroblastos, imersas em substancia fundamental amorfa (SCANLON e SANDERS, 2014). A
substancia  fundamental amorfa é composta por macromoléculas anibnicas
(glicosaminoglicanos e proteoglicanos) e glicoproteinas multiadesivas  (laminina,
fibronectina) que se ligam a receptores proteicos na superficie celular (integrinas) conferindo
viscosidade a mesma. Devido a essa caracteristica, é capaz de impedir a penetracdo de micro-
organismos e atuar como lubrificante. A matriz extracelular (MEC) é entdo formada por
liquido extracelular, substancia fundamental amorfa e fibras (elasticas, reticulares e
colagenas) (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). O colageno é a principal fibra insoltvel da
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matriz extracelular e do tecido conjuntivo, sendo responsaveis por conferir a derme
integridade estrutural e mecénica. Os coldgenos mais frequentes na derme séo do tipo l e Il e
sdo sintetizados pelos fibroblastos (POON, KANG, CHIEN, 2015). O colageno tipo | é
majoritario na constituicdo da derme integra, chegando a 90% de sua composicdo. Possui
funcdo de resisténcia a forca de tracdo, devido ao fato de serem fibras mecanicamente estaveis
(SILVA et al., 2008). As fibras elasticas representam 2-4% da matriz extracelular. S&o
compostas por microfibrilas e componentes de elastina, atribuindo propriedades elasticas a
pele através da formacdo de uma rede elastica (TZAPHLIDOU, 2004; USHIKI, 2002).

Com base em caracteristicas histoldgicas, a derme é dividida em duas camadas
distintas: derme papilar (superficial) e derme reticular (profunda). A derme papilar é uma
camada delgada que sustenta a epiderme. E constituida de tecido conjuntivo frouxo, fibras
colageno tipo I11, as quais sdo mais finas e ndo se agrupam em feixes; fibras colagenas tipo 1V
e fibras elasticas, cuja funcdo é unido da derme a epiderme (GARTNER e HIATT, 2007,
PROST-SQUARCIONI et al., 2008; SORRELL, BABER, e CAPLAN, 2004). A derme
reticular corresponde a 10% da espessura da derme. E formada de tecido conjuntivo denso
ndo modelado; fibras elasticas entrelacadas; fibras colagenas tipo | mais curtas e espessas
dispostas em varios sentidos, sendo a maioria paralela a epiderme; e fibras colagenas tipo Ill
permeando as demais fibras (SOUSA e VARGAS, 2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

Na derme podem-se encontrar fibras reticulares, que séo fibras colagenas delgadas. O
colageno recém-formado consiste em fibras grandes, porém em determinadas areas, as fibras
colagenas estéo sob a forma de fibras reticulares, ou seja, ndo irdo assumir o tamanho da fibra
coladgena (LEVER e SHAUMBURG-LEVER, 1991).

A juncdo dermoepidérmica é responsavel por separar a epiderme da derme. E
composta por proteinas da matriz extracelular produzidas por fibroblastos, sendo
caracterizada pela presenca de papilas dérmicas - invaginacfes da derme que se projetam na
epiderme - proporcionando adesdo e aumentando a superficie de contato entre as duas
camadas, permitindo a troca de oxigénio e nutrientes (CIARLETTA e AMAR, 2012;
TZAPHLIDOU, 2004).

A camada mais profunda da pele é denominada hipoderme. Os adipécitos sdo as
células predominantes, e desempenha fungdes de reserva energética, protecdo mecanica e
térmica (SCANLON e SANDERS, 2014). Além disso, é responsavel por conectar a pele aos
musculos, permitindo o deslizamento da pele sobre as estruturas nas quais se apoia. Nessa

camada encontram-se também fibras colagenas, elasticas e reticulares. Desempenham a
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funcdo de nutrir e apoiar células epteliais, envolver musculos, nervos, vasos sanguineos e
linfaticos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

1.2.1 Envelhecimento cutaneo

Envelhecimento pode ser definido como o acimulo de alteracdes moleculares com o
decorrer do tempo (GIACOMONI, 1992). A pele, como qualquer outro tecido do corpo,
também esté sujeita a esse fendmeno (GIACOMONI et al., 2000). Além disso, por estar em
contato direto com o0 meio ambiente, muitas vezes sofre danos em funcao das a¢cdes do mesmo
(FISHER et al.; 2002) Assim, as alteracdes estruturais, celulares e de matriz extracelular séo
decorrentes de processos  sinérgicos, sendo eles fatores extrinsecos (como
fotoenvelhecimento) e intrinsecos (cronolégico) (GIACOMONI et al., 2000; ZOUBOULIS e
MAKRANTONAKI; 2011).

O envelhecimento intrinseco é um evento geneticamente programado que promove a
reducdo da sintese proteica e da proliferacdo celular, influenciando na constituicdo tanto da
derme quanto da epiderme (PAGEON e ASSELINEAU, 2005; ZOUBOULIS e
MAKRANTONAKI, 2011). Porém, a matriz extracelular da derme é a area com maiores
alteracdes. As fibras de colageno, que na pele jovem (20-30 anos) sdo abundantes, firmemente
empacotadas e bem organizadas, na pele naturalmente envelhecida (aproximadamente 80
anos) sdo fragmentadas e desorganizadas. Fendmeno esse, que também ocorre com as fibras
elasticas. Ademais, hd um desequilibrio na homeostase do colageno, pois hd um aumento de
sua degradacdo e uma reducdo de sua sintese, estabelecendo-se a deficiéncia do mesmo, a
qual resulta em uma pele fina e fragil (FISHER, VARANI, VOORHEES, 2008; QUAN et
al.,2010). Assim como ocorre com os fibroblastos, a atividade metabélica dos queratinécitos,
melandcitos e células de Langerhans também é reduzida, com consequente comprometimento
da renovacdo das células da epiderme (RABE et al.,2006). Com essas alteracfes estruturais,
a pele desenvolve rugas finas e ténues (QUAN e FISHER, 2015). Em decorréncia de uma
deficiente rede vascular em torno de bulbos capilares e glandulas, essas estruturas podem
atrofiar. FuncBes como sintese de vitamina D e defesa imunoldgica, também s&o
comprometidas, assim como, protecdo, excrecao, secrecao e absorcdo (RAMOS-E-SILVA e
DA SILVA CARNEIRO, 2007). De maneira geral, os tratamentos topicos ndo podem retardar
o envelhecimento intrinseco (BEITNER, 2003).



1.2.2 Fotoenvelhecimento cutaneo

A pele por estar em contato com 0 meio ambiente, além do envelhecimento
cronoldgico (intrinseco), também estd sujeita ao envelhecimento como consequéncia das
agressdes ambientais. Assim, a combinacdo do envelhecimento intrinseco associado a
radiacdo UV é denominada fotoenvelhecimento (FISHER et al.; 2002; TSOURELI-NIKITA,
WATSON e GRIFFITHS, 2006). A pele fotoenvelhecida apresenta rugas profundas,
despigmentacdo e notavel perda da elasticidade (ZENG et al.,2014). A figura 2 exibe o

aspecto da pele naturalmente envelhecida e da pele fotoenvelhecida.

Figura 2: Envelhecimento da pele: (A) Contraste entre area do pescoco fotoenvelhecida e
pele abaixo do pescoco naturalmente envelhecida (B) Contraste entre pele da maéo
fotoenvelhecida e area da barriga naturalmente envelhecida

Fonte: KOSMADAKI E GILCHREST, 2004.

As alteracdes histolégicas identificadas ocorrem, sobretudo, na derme. Porém, na
epiderme ha modificacdes de pigmentacdo, como lentigo, hiperpigmentacdo e hiperqueratose
da camada cornea (RAMOS-E-SILVA e DA SILVA CARNEIRO, 2007). Na derme,
geralmente ha um aumento do nimero de fibroblastos, acompanhado de reducéo da sintese de
colageno tipo | e 111, em funcdo do down-regulation exercido pelo coldgeno recém-sintetizado
(RABE et al., 2006). A elastose solar € uma caracteristica peculiar do fotoenvelhecimento.
Consiste na substituicdo da elastina funcional por material elastico espesso e emaranhado com
funcionalidade alterada (KAWABATA et al., 2014). Segundo Baillie e colaboradores (2011),

o0 nivel de substituigdo da elastina esta relacionado com o grau de exposi¢éo a luz UV.



1.2.2.1 Estresse Oxidativo e envelhecimento cutaneo

O estresse oxidativo é estabelecido quando ha um desequilibrio entre a quantidade de
espécies oxidantes geradas e a capacidade antioxidante do organismo (PISOSCHI e POP,
2015). As espécies reativas de oxigénio (EROS) podem ser radicais, ou seja, que possuem
elétrons desemparelhados, como por exemplo, o radical anidnico superdxido (O7’) e o radical
hidroxil (HO"); ou ndo radicais, os quais sdo também extremamente reativas devido a sua
instabilidade, como por exemplo, peroxido de hidrogénio (H,O,) e o oxigénio molecular
simpleto (1/2 O,) (RIBEIRO et al., 2006). Ambos possuem a capacidade de oxidar moléculas
as quais estdo em contato (FILOMENI, DE Z10 e CECCONI, 2015).

As EROSs podem ser produzidas por meio do metabolismo aerdbico celular ou devido
a infeccBes microbianas, a poluentes e toxinas, como por exemplo, alcool e tabaco, pesticidas
radiacdo UV e ionizante (POLJSAK, SUPUT e MILISAV, 2012). Nas células eucaridticas, a
mitocondria € responsavel pela formacdo do trifosfato de adenosina (ATP) e,
consequentemente, é a maior fonte enddgena de EROs. Para geracdo de ATP € necessario que
uma série de fosforilagbes oxidativas ocorra, porém alguns elétrons escapam da cadeia
transportadora de elétrons e interagem com oxigénio molecular resultando no radical aniénico
superéxido, o qual é espontaneamente ou enzimaticamente convertido em perdxido de
hidrogénio ou radical hidroxil (RAHAL et al., 2014; SKULACHEV, 2012). Contudo, o
reticulo endoplasmatico, assim como 0s peroxissomos e as membranas plasmaéticas e
nucleares também sdo capazes de formar tais espécies (RINNERTHALER et al., 2015). Para
que 0s niveis das substancias oxidantes mantenham-se baixos, o organismo é provido de um
sistema antioxidante que atua promovendo sua eliminagdo, assim como a reducdo dos efeitos
nocivos dos mesmos (LUSHCHAK, 2014). O sistema antioxidante enzimatico inclui a
superoxido dismutase, capaz de converter superéxido em peroxido de hidrogénio; catalase e
glutationa redutase, responsaveis pela conversdo de peréxido de hidrogénio em agua
(FINKEL e HOLBROOK, 2000). Ha ainda um sistema ndo enzimatico que também é capaz
de capturar radicais livres e € composto por elementos de baixo peso molecular como, por
exemplo, o &cido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), carotenoides, antocianinas,
polifendis, ubiquinol, &cido urico e a glutationa (RAHAL et al., 2014).

O estresse oxidativo esta associado com a patofisiologia e a patogénese de diversas
doencas crénicas como, por exemplo, as doencgas neurodegenerativas (Parkison, Alzheimer,
Esclerosse Amiotrofica Lateral e doenga de Huntington’s), enfizema, asma, catarata, diabetes

e doencas cardiovasculares e inflamatdrias (PISOSCHI e POP, 2015).
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Na pele, a formagdo de EROs se da de maneira peculiar, pois a mitocdndria, nucleo,
reticulo endoplasmatico e peroxissomos pouco contribuem para a sintese dos EROs, uma vez
que com a cornificagdo dos queratinocitos todas as organelas sdo degradadas (HOLBROOK,
1989; JEON, DJIAN e GREEN, 1998). Entretanto, a pele ¢ a interface entre 0 meio ambiente
e a homeostase interna, sendo diretamente exposta a poluentes, xenobidticos e radiagdo UV.
Assim como outros fatores, como ingestdo de alcool, deficiéncias nutricionais e estresse
mecanico e fisiologico que contribuem para a formacdo de EROs (RINNERTHALER et al.,
2015)

O sol emite um espectro continuo de radiacdo eletromagnética, o qual pode ser
subdividido em radiacdo ultravioleta (200 a 400 nm), que representa cerca de 10% da radiacéo
que atinge o planeta; radiacédo visivel (400 a 700 nm) que constitui 40% da radiacéo solar e 0s
50% restantes sao radiacdes infravermelho (700 a 900nm) (SCHALKA, et al., 2014). A
radiacdo UV ainda pode ser subdividida de acordo com suas caracteristicas de propagacao e
efeitos fisioldgicos em UVA, UVB e UVC, sendo a ultima filtrada pela camada de ozonio
(MAHMOUD et al., 2010; SCHALKA, et al., 2014). A radiacdo infravermelha esta associada
com o aumento da temperatura da pele, podendo essa atingir até 40 °C. Com a exposicao
cronica ao calor, alteracGes na pele podem ser ocasionadas. J& a luz visivel pode induzir a
pigmentacdo, além de contribuir para producdo de radicais livres (BALOGH, et al., 2011).

A radiacdo UV, sobretudo a radiacdo UVA, ao penetrar na pele é absorvida pelos
cromoforos da mesma, como por exemplo, &cido urocénico, riboflavinas, melanina,
bilirrubina, porfirina e pterinas, com excecdo do DNA. Assim, esses cromoforos sdo levados
para um estado excitado, podendo acontecer duas reacdes distintas: o retorno para o estado
fundamental, através da emissao de calor ou fluorescéncia; ou ainda reacdes que conduzem a
um estado excitado. O estado excitado é apenas um estado intermediario para reacdo com o
DNA ou com o oxigénio molecular, culminando em EROs, como por exemplo, superéxido,
radical hidroxil, oxigénio singuleto ou peréxido de hidrogénio (RINNERTHALER et al.,
2015). Segundo Heck et al., (2003) a radiacdo UVB também é capaz de gerar EROs em
queratinocitos. Além disso, o0 aumento da producdo intracelular de H,0, leva a ativagdo do
receptor EGF (fator de crescimento epidérmico), o qual atua como mediador na cascata de
ativacdo da via quinase ativada por mitogeno (MAP) (FISHER, et al., 1999; KULMS e
SCHWARZ, 2002). Com a ativagdo da MAP, a transcri¢cdo da proteina ativadora 1 (AP-1) é
induzida. Essa por sua vez, regula a expressdo da matriz metaloprotease (MMP), promovendo

0 Seu aumento.
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A MMP ¢é uma familia de proteases responsavel pela degradacédo dos componentes da
matriz extracelular que determina a formacdo de rugas no envelhecimento extrinseco e
intrinseco (BRENNEISEN, SIES e SCHARFFETTER-KOCHANEK, 2002; FISCHER et al.,
2002). Alem disso, estdo envolvidos em diferentes patofisiologias, como por exemplo, na
artrite, no cancer de pulméo, doencas cardiovasculares, na cicatrizacdo de feridas, na
angiogénese, dentre outras (FOLGUERAS et al., 2004; PITTAYAPRUEK et al., 2016). As
MMPs sdo classificadas de acordo com dois critérios: o tipo de substrato em que atuam; e se
sdo secretadas como proteinas soltveis ou ligadas a superficie de membranas de células.
Assim, quando secretadas como proteinas sollveis podem ser colagenases, gelatinases,
estromelisinas, e quando aderidas a membrana celular séo denominadas MMP tipo membrana
(QUAN et al., 2009). Na pele, séo secretadas por fibroblastos e queratindcitos em resposta
a estimulos diversos, como por exemplo, citocinas, estresse oxidativo e radiacdo UV
(PITTAYAPRUEK et al., 2016).

A familia de MMP responsavel pela degradacdo da MEC possui caracteristicas em
comum, como por exemplo, o multidominio zinco, e depende do elemento célcio assim como
do pH neutro para atividade endopeptidasica (QUAN et al., 2009). A classificacdo das

MMP e sua relacdo com o fotoenvelhecimento estdo enumeradas na Tabela 2.

Tabela 2: Metaloproteases e sindnimos com suas respectivas acdes no fotoenvelhecimento.

Subgrupo de MMP MMP Nome alternativo Papel no
fotoenvelhecimento
Colagenases MMP-1 Colagenase Degradacéo do
intersticial colageno tipo I e 11

Colagenase Tipo |

MMP-8 Colagenase Papel limitado
Neutrdfila
MMP-13 Colagenase-3
Gelatinase MMP-2 Gelatinase —A Degradacéo do
Colagenase tipo 1V colageno tipo IV
72 kDa
MMP-9 Gelatinase-B
Colagenase tipo IV
92 kDa
Subgrupo de MMP MMP Nome alternativo Papel no

fotoenvelhecimento

MMP-10 Stromelisinas- 2 Ativacdo da pro-
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Transina-2 MMP
MMP-11 Stromelisinas- 3 -
Matrilisinas MMP-7 Matrilisina- 1 Degradacéo da
Pump-1 elastina
MMP-26 Matrilisina-2 -
Endometase

Tipo membrana MMP-14 MT-1-MMP
MMP-15 MT-2-MMP
MMP-16 MT-3-MMP
MMP-17 MT-4-MMP
MMP-24 MT-5-MMP
MMP-25 MT-6-MMP

Outros tipos MMP-12 Metaloelastase Degradacéo da
elastina

MMP-19 RASI-1 -
MMP-20 Enamelisina
MMP-21 -
MMP-22 -
MMP-23 -
MMP-28 Epilisina

Fonte: PITTAYAPRUEK et al; 2016.

Assim, a luz UV também é capaz de interferir no metabolismo dérmico através da
MMP, uma vez que sua expressao é aumentada frente a radiacdo UV (BRENNEISEN, SIES e
SCHARFFETTER-KOCHANEK, 2002; FISCHER et al., 2002).

O material genético também pode ser alterado pela radiacdo UV (ZILLICH et al.,
2015). O DNA mitocondrial (nDNA) sofre delegdes que contribuem para o aumento da
producdo de EROs pela mitocondria e, consequentemente mais danos ao MDNA,
estabelecendo assim um ciclo (RINNERTHALER et al., 2015). Os raios UVB sdo capazes de
interagir com o DNA facilitando as dimerizagdes de bases nitrogenadas, e consequentemente,
de promover mutaces e erros de replicacdo. Ademais, as radiagdes UVA atuam impedindo o
reparo do DNA (ZILLICH et al., 2015).

A pele também possui naturalmente substancias antioxidantes, garantindo a protecao
intra e extracelular (PINNELL, 2003). Porém, com a exposicao excessiva e crénica a radiacdo
UV, estabelece-se um desequilibrio entre o sistema antioxidante e os EROs. Assim, 0 excesso
a exposicdo a luz UV resulta em efeitos prejudicais a pele (NICHOLS e KATIYAR, 2010).
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1.2.2.2 Glicacéo e envelhecimento cutaneo

Os produtos finais de glicacdo (AGEs) sdo formados a partir de reacdes nao
enzimaticas como interacGes amino carbonilo entre agucares redutores ou lipideos oxidados e
proteinas, aminofosfolipideos ou &cidos nucleicos. Em condicbes fisiologicas, a formagéo de
AGEs transcorre lentamente, comprometendo sobretudo proteinas de vida longa, como por
exemplo o colageno, relacionadas principalmente com o envelhecimento (FORBES,
SOLDATOS e THOMAS, 2005). Contudo, em alteracbes metabdlicas, como o diabetes e 0
estresse oxidativo, por exemplo, h& um aumento na sua taxa de formacdo (BARBOSA,
OLIVEIRA e SEARA, 2008). Apesar da formacdo de AGEs ser predominantemente
enddgena, o fumo e a dieta também sdo fontes desses compostos (GKOGKOLOU e BOHM,
2012; PEPPA, URIBARRI e VLASSARA, 2003). Devido a diversidade de precursores, 0S
AGEs sdo um grupo heterogéneo e complexo, com estruturas ainda ndo identificadas (OTT et
al, 2014). A formacdo dos AGEs pode ocorrer por diferentes vias. A via denominada classica
ocorre por meio da reacdo de Maillard ou glicacdo, e pode ser subdividida em trés etapas
(inicial, avancada e tardia). A fase inicial é caracterizada pela formacdo das aminocetoses
denominadas produtos de Amadori. Para tal, ocorre a condensacdo do grupo carbonil do
acucar redutor (glicose, frutose, galactose, manose e xilose) com o grupo amino livre, forma-
se entdo uma base de Shiff instavel (aldimina). A fim de tornar a estrutura mais estavel, as
bases de Shiff sofrem rearranjos estruturais formando entdo os produtos de Amadori
(hemoglobina glicada e frutosamina). Estes, além de serem estruturas estaveis, também so os
produtos iniciacdo da reacdo de Maillard. (BARBOSA, OLIVEIRA e SEARA, 2008; HENLE
e MIYATA, 2003; SEMCHYSHYN, 2014). Quando o grupo amino livre envolvido na
formacdo do produto de Amadori pertence a uma proteina de meia vida longa, a reagdo é
reversivel (OTT et al, 2014). Na fase avancada, os produtos de Amadori sdo degradados via
hidrélise ou desaminacdo originando compostos secundarios extremamente reativos
denominados a-dicarbonils ou a-oxaldeidos (deoxiglucosona, metilglioxal e glioxal) (BEM e
KUNDE, 2006; SINGH et al., 2001). Tais compostos também sdo formados através da
oxidacdo das bases de Shiff, e por meio da autoxidacdo direta dos agUcares redutores na
auséncia de grupos amino livres. A autoxidacdo de aclcares é catalisada por metais de
transicdo, e pode ser observada durante experimentos in vitro em que um acUcar redutor é

+

incubado com proteinas na presenca de tampdo fosfato que possui Cu 2 e Fe™ como
contaminantes (MONNIER, 2003; OTT et al.,, 2014). No estagio final, os produtos de

Amadori e os oxaldeidos induzem a formagdo de AGEs através da condensacdo irreverssivel
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de grupos carbonilas reativos com aminas primarias. O primeiro AGE identificado foi o N-
carboximetilisina, resultante da reacdo entre a lisina e o glioxal ou da quebra oxidativa da
frutosamina. A pentosidina é um AGE formado a partir de um residuo de lisina e um residuo
de arginina que se ligam ao carbono cinco do aglcar redutor. Ja a pirralina € um AGE
formado através da lisina e da glicose. JA& os AGEs GOLD (glioxal-lisina), MOLD
(metilglioxal-lisina) e DOLD (3-deoxiglucosona-lisina) sdo obtidos a partir de dimeros de
lisina com glioxal, metiglioxal e 3-desoxiglicosona respectivamente (HENLE e MIYATA,
2003; GKOGKOLOU e BOHM, 2012).

A via dos poliois é uma via alternativa capaz de gerar AGEs, tendo como principal
produto o 3-desoxiglicosona. Inicialmente a glicose é reduzida em sorbitol por acdo da
enzima aldose redutase. O sorbitol € convertido em frutose por meio da enzima sorbitol-
desidrogenase. A frutose por sua vez, € desidratada formando 3-desoxiglicosona; ou ainda,
através da enzima frutose-3-fosfoquinase, a frutose é convertida em frutose-3-fosfato que ao
perder uma molécula de &cido fosférico resulta em 3-desoxiglicosona (CONTRERAS e
NOVAKOFSKI, 2010; SEMCHYSHYN, 2014).

A formacédo de AGEs pode ainda decorrer de uma rota alternativa, em que através da
peroxidacdo lipidica, compostos dicarbonilicos sdo formados (HUEBSCHMANN et al.,
2006). Os é&cidos graxos polinsaturados, quando em contato com espécies reativas de
oxigénio, formam radicas perdxidos que sdo extremamente reativos. OxidacOes sucessivas
promovem a producdo de hidroperdxidos lipidicos e perdxido de hidrogénio, 0s quais serdo
substrato para posteriores oxidacfes, formando as espécies reativas de carbonil, como o
malonaldeido, 4-hidroxi-trans-2-nonenal e a-oxoaldeidos (glioxal, metilglioxal, 3-
desoxiglicosona).

Algumas células de defesa como neutrofilos, mondcitos e macréfagos, também podem
contribuir para formacdo de AGEs, uma vez que, com o estimulo inflamatério ha liberacdo de
mieloperoxidase e ativacgio NADPH oxidase, enzimas capazes de oxidar aminoacidos e,
assim, formar aldeidos reativos que se ligam covalentemente a proteinas (URIBARRI e
TUTTLE, 2006).

A fim de prevenir o acimulo e efeitos deletérios dos AGEs, o organismo dispde de
alguns mecanismos de defesa celulares e humorais (RAHBAR et al., 2000). O sistema
glioxalase € a principal defesa frente a glicagdo e ao estresse oxidativo (SADOWSKA-
BARTOSZ e BARTOSZ, 2016). Atua sobre os compostos carbonilicos reativos impedindo
seu acumulo e reorganizacdo. O sistema citosolico glioxilase é composto pela glioxiase I e 11,

responsaveis pela conversdo dos a-oxaldeidos em a-hidroxiacidos. A glioxilase 1 €
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responsavel pela conversdo do hemiacetal em S-2-hydroxiacilglutationa. A glioxilase I
catalisa S-2-hidroxiacilglutationa em o-hidroxiacido e glutationa. O aumento do estresse
oxidativo é prejudicial para essa via, uma vez que reduz os niveis de glutationa disponivel
(OTT et al., 2014). As enzimas aldose redutase e aldeido redutase também estdo envolvidas
no processo de defesa do organismo, contudo o substrato dessas enzimas sdo 3-
deoxiglucosona e seus derivados. O estresse oxidativo também é prejudicial para a acdo da
enzima aldeido redutase, uma vez que é necessario NADPH para a acdo da mesma. Porém,
em condicdes de estresse oxidativo, também ha consumo NADPH, deixando-a menos
disponivel para reagdes com a aldeidoredutase (ABORDO, MINHAS e THORNALLEY,
1999; RABBANI e THORNALLEY, 2015). J& a deglicacdo dos produtos de Amadori ja
formados é realizada por duas classes de enzimas: frutosamina oxidase e frutosamina quinase.
Ambas reconhecem o produto de Amadori como substrato e atuam por diferentes mecanismos
de deglicacdo. A frutosamina quinase fosforila os produtos de Amadori em frutolisina-3-
fosfato, a qual é decomposta em lisina, fosfato inorganico e 3-desoxiglicosona. A obtencdo de
3-desoxiglicosona como produto da reacao € algo desfavoravel ao processo, uma vez que tal
composto é altamente reativo podendo gerar outros AGEs. Ja a frutosamina oxidase atua por
meio da oxidacdo dos produtos de Amadori com liberacdo de perdxido de hidrogénio. O
produto de Amadori uma vez oxidado é decomposto por hidrolise (WU e MONNIER, 2003).

A remocdo dos AGEs dos componentes teciduais pode ocorrer por duas vias: através
da protedlise extracelular ou pelas células scavengers, como por exemplo macrofagos, que
sdo dotadas de receptores que permitem a endocitose dos AGEs. ApOs a degradacdo
intracelular, os AGE-peptideos, que sdo solUveis e de baixo peso molecular, sdo liberados na
corrente sanguinea para eliminacdo via renal. Dessa maneira, o clearence renal é um fator
determinante para eficiéncia do sistema de remocdo de AGEs (BARBOSA, OLIVEIRA e
SEARA, 2008).

O acumulo de AGEs decorre da ineficiéncia de eliminacdo e metabolismo dos
mesmos, 0 que implica em envelhecimento e processos patoldgicos tais como aterossclerosse,
cancer, diabetes, neuropatia, Doenca de Alzheimer, nefropatia diabética, doengas respiratorias
e hepéticas (FOSTER et al., 2014; VERMA e MANNA, 2017). De maneira geral, 0s danos
provocados pelos AGEs sucedem de trés mecanismos: modificacdo de proteinas intracelulares
e componentes da matriz extracelular modificados por AGEs que interagem de maneira
andmala com outros componentes da matriz e com receptores expressos na membrana celular;
e através da interacdo de proteinas plasméaticas modificadas por AGEs com receptores
presentes na superficie celular (GIACCO e BROWNLEE, 2010). H& varios receptores
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passiveis de se ligarem aos AGEs, contudo os que foram melhores caracterizados sdo os
receptores multiligantes de AGE (RAGE). Pertencem a superfamilia das imunoglobulinas e
estdo localizados na superficie celular. A expressdo dos mesmos é regulada em funcdo de
modificagdes metabdlicas que ocorrem, por exemplo, durante o envelhecimento, diabetes e
hiperlipidemia. Podem ser expressos em diferentes tipos celulares, dentre eles
monaocitos/macrofagos, linfocitos T, células endoteliais, células dentriticas, fibroblastos,
células da musculatura lisa, células neuronais, células da glia, condrécitos e queratinocitos
(OTT et al., 2014). A interacdo com o receptor RAGE é capaz de induzir a producdo de
EROS, as quais promovem a ativacdo de genes responsaveis pela transcricdo de NF-Kb, o
qual provoca multiplas alteracdes patoldgicas na expressao génica (GIACCO e BROWNLEE,
2010).

Em relacdo a pele, a glicacdo esta associada ao envelhecimento cutaneo, acometendo
as celulas (fibroblastos e células endoteliais) e proteinas estruturais, como por exemplo,
colageno, elastina, glicoproteinas e glicosaminoglicanas (CRISAN et al.,2013). Os AGEs
alteram a homeostase da pele por diferentes mecanismos: 1)por inducdo a apoptose ou por
acao toxica aos fibroblastos, diminuindo a viabilidade celular dos mesmos; 2) pela promogéo
modificagdes na MEC capazes de afetar o crescimento, diferenciacdo e motilidade de
fibroblastos, alterar atividades enziméaticas (MMP) e respostas a citocinas e, até mesmo a
homeostase vascular (CRISAN et al.,2013; SHIN et al., 2015); 3) por modificacdes
oxidativas, que também podem provocar danos moleculares que resultam no envelhecimento
cutaneo (RADJEI et al., 2016). A ativacdo dos RAGE pelos AGEs também contribui para o
envelhecimento, pois ha alteracdo na sinalizacdo celular e na expressédo génica que culminam
com a liberacéo de citocinas pro-inflamatdrias e formacdo de EROs (SHIN et al., 2015).

Frente aos maleficios provocados pelos AGEs, a busca por alternativas capazes de
impedir sua formacdo tornam-se cada vez mais importantes. Alguns compostos sdo capazes
de impedir a formacdo dos AGEs ou até mesmo degradar AGEs recém produzidos
(RICHARDSON et al., 2015). A aminoguanidina foi o primeiro composto estudado com o
proposito de impedir a formacgdo de AGEs, reagindo com os produtos iniciais da glicagdo. Em
modelos animais mostrou-se promissora. Entretanto, em estudos clinicos direcionados ao
tratamento das comorbidades diabéticas, seu uso foi suspenso por questdes de seguranca, uma
vez que a mesma € capaz de inibir a oxido nitrico sintetase (BARBOSA, OLIVEIRA e
SEARA, 2008; RICHARDSON et al., 2015; SADOWSKA-BARTOSZ e BARTOSZ, 2016).
Alguns efeitos adversos foram relatados durante o uso da aminoguanidina, dentre eles:

distarbios gastrointestinais, sintomas gripais, insuficiéncia hepatica, anemia e vasculite. A
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piridoxamina, um derivado da vitamina B6, é capaz de reagir com 0s intermediarios
cabornilicos e com produtos de Amadori (SADOWSKA-BARTOSZ ¢ BARTOSZ, 2016).
Assim como a aminoguanidina, também é capaz de prevenir as complicacfes diabéticas em
roedores (PRICE et al, 2001).

1.2.2.3 Pevencéao do fotoenvelhecimento

Considerando a fisiopatologia da pele fotoenvelhecida, alguns tratamentos podem ser
empregados, a fim de prevenir, proteger e restabelecé-la. As duas principais vertentes sdo:
bloqueio a absorcdo de raios UV e medicamentos para o tratamento de danos ja provocados
pela mesma. A fotoprotecdo € uma estratégia preventiva ao fotoenvelhecimento. Consiste em
impedir a absor¢do da radiacdo UV, através do uso de filtros solares e roupas que possuam
fator de protecdo solar. O tratamento dos danos provocados pela radiacdo envolve a aplicacédo
de retinoides topicos, 5-fluoroacil e cosmecéuticos. Os retinoides atuam em fatores de
transcrigcdes, aumentando a sintese de colageno, a proliferacdo de fibroblastos e impedindo a
degradacdo da matriz extracelular da derme. Os cremes que contem 5-fluoracil atuam,
sobretudo, aumentando a sintese de pré-colageno tipo I. J& os cosméceuticos incluem
antioxidantes e extratos vegetais. Os antioxidantes sdo capazes de proteger as células dos
danos provocados pelos radicais livres. Os principais antioxidantes sdo: coenzima Q, acido
lipoico, vitamina C e E. Os extratos vegetais podem atuar de diversas maneiras. Acredita-se
gue o extrato derivado da espécie Camellia sinensis é capaz de inibir a MMP. Ja o extrato
oriundo da Ginkgo biloba, além da atividade anti-inflamatdria, € capaz de induzir a
proliferacdo de fibroblastos (HAN, CHIEN e KANG, 2014; POON, KANG e CHIEN, 2015).

Nesse contexto, os polifendis sdo substancias promissoras a serem incorporadas em
formulacBes, uma vez que sdo capazes de absorver radiacdo UV além de serem potentes
antioxidantes. Esses compostos sdo capazes de reduzir os efeitos nocivos do sol. Segundo
Nichols e Katiyar (2010), os polifenois combatem a inflamacéo, o estresse oxidativo e danos
ao DNA induzidos pela radiacdo UV. Outra caracteristica dessa classe € a inibicdo da
atividade da colagenase e da elastase, enzimas responsaveis pela degradacdo do colageno e
elastina, respectivamente. Fato que deve ser destacado, pois com a formacgdo excessiva de
EROs, a expressdo dessas enzimas fica aumentada. Consequentemente, o emprego dos
polifendis na terapia e prevengdo do fotoenvelhecimento é justificadopor diferentes modos de
acao dos mesmos (ZILLICH et al., 2015).
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2 GENERO CECROPIA

O género Cecropia Loefl. pertence a familia Urticaceae Jussque compreende 55
géneros e cerca de 2000 espécies, abrangendo &reas tropicais e temperadas (GAGLIOTI e
ROMANIUC-NETO,2014; WU et al., 2013).E uma familia que apresenta vasta diversidade
morfologica, podendo ser encontradas ervas, arbustos e arvores(GAGLIOTI e ROMANIUC-
NETO, 2014). O género Cecropia € constituido por arvores que podem atingir até 22 metros
(SPOSITO e SANTOS, 2001) e possui cerca de 80 espécies com distribuicdo em regides
tropicais e subtropicais, sendo nas regides tropicais as areas de maior diversidade de espécie.
Sdo encontradas espécies na América Central e do Sul, distribuidas do sul do México ao norte
da Argentina (BERG, FRANCO-ROSELLI e DAVIDSON 2005; PAROLIN, 2002;
SOUCCAR, 2008).

Normalmente, as espécies do género Cecropia sdo encontradas em locais Umidos e
altitudes de até 2600 metros (FRANCO-ROSSELI e BERG, 1997). As espécies desse género
sdo consideradas pioneiras tipicas de formacdes florestais, uma vez que sdo encontradas em
areas de regeneracdo florestal e clareiras de vegetacdo secundaria. Entretanto, hd também
espécies em florestas maduras e primarias (GUERRERO et al., 2010; NETO, GAGLIOTI e
GUIDO, 2009).

Espécies de Cecropia sdao amplamente utilizadas na medicina tradicional dos paises da
América Latina. Sdo empregadas como broncodilatadores, antimicrobiana, diuréticas, anti-
inflamatorias, hipotensores, cicatrizantes, antitérmicos, hipoglicemiantes e tranquilizantes.
Frente a ampla utilizacdo na medicina popular, despertou-se um grande interesse para o0
estudo cientifico dessas plantas (COSTA, SCHENKEL, e REGINATTO, 2011; DUQUE et
al., 2016). Alguns metabdlitos especiais ja foram identificados nessas espécies, dentre eles
substancias fendlicas e compostos das classes de flavonoides, triterpenos e taninos (JOSE-
CHAGAS et al.,2014).

No Brasil ha 26 espécies do género Cecropia (JOSE-CHAGAS et al.,2014). As
espécies Cecropia glaziovii e Cecropia pachystachya sdo endémicas das regides sul e sudeste,
aléem do estado da Bahia (FLORA DO BRASIL 2020,2017; BERG e ROSSELLI, 2005).
Estudos demonstraram que a espécie C.glazioui possui atividade anti-hipertensiva (LIMA-
LANDMAN et al.,, 2007), ansiolitica, antidepressiva (ROCHA, F. F., et al., 2007),
antiasmatica (DELARCINA Jr. et al., 2007) e atua em distarbios estomacais (SOUCCAR et
al., 2008).
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Jé& a espécie Cecropia hololeuca pode ser encontrada no sudeste e no estado da Bahia
(FLORA DO BRASIL 2020,2017). Segundo Brand&o e colaboradores (2008), tal espécie é
empregada no tratamento de tosse, resfriado, gonorreia e como anti-diarréica e diurética.
Porém essas atividades ndao foram comprovadas por meio de ensaios farmacologicos. A
espécie Cecropia membranacea estd presente nos estados do Acre, Amazonas e Para e 0
extrato metanolico provenientes de suas folhas foi capaz de atuar no sistema nervoso central
de ratos como anticonvulsivante e ansiolitico (JARAMILLO, RINCON e GUERRERO, 2008;
FLORA DO BRASIL 2020,2017). A fracdo butandlica proveniente da espécie Cecropia
peltata também se mostrou ativa a nivel central como anticonvulsivante, ansiolitica e sedante
em ratos. Também é empregada € empregada pela populacdo em distdrbios cardiacos,
respiratorios e como diurético (CHAVEZ, VELANDA e PABON, 2013). Ademais, ja foi
relatado efeito frente as cepas Neisseria gonorrhoeae da fracdo hidroalcolica in vitro
(CACERES et al., 1995); atividade cicatrizante dos extratos aquoso e etandlico em uso topico
e oral em ratos (NAYAD, 2006); capacidade de reduzir os niveis de glicose sérica ao
administrar os extrato metandlico das folhas em ratos normais (NICASIO et al., 2005);
laxativo e bactericida (CANO e VOLPATO, 2004). Estudos in vitro indicaram potencial
atividade agonista de receptores de estrogénio, progesterona e serotonina, bem como inibidor
da COX-2 (MICHEL, CACERES e MAHADY, 2016). No Brasil, pode-se encontrar C.
peltata nos estados do Acre, Amazonas, Para e Roraima (FLORA DO BRASIL 2020,2017).

Apesar da espécie Cecropia obtusifolia ndo ser encontrada em territorio brasileiro, é
amplamente distribuida na costa leste e oeste do México (ANDRADE-CETTO e VAZQUEZ,
2010). E empregada no tratamento de diabetes, uma vez que é relatada sua atividade
hipoglicemiante; além disso, possui acdo analgésica, anti-inflamatoria e depressora central
(ANDRADE-CETTO, 2009; ANDRADE-CETTO e HEINRICH, 2005; PEREZ-GUERRERO
et al., 2001; REVILLA-MONSALVE et al., 2007). Os possiveis mecanismos pelos quais ha
reducdo da glicemia sanguinea sdo: entrada de glicose nos adipdcitose e o bloqueio da
gliconeogénese hepatica (ANDRADE-CETTO e VAZQUEZ, 2010; ALONSO-CASTRO et
al., 2008).

2.1 Cecropia pachystachya Trécul

A espécie Cecropia pachystachya Trécul é encontrada em todos os estados brasileiros,
com excecdo dos estados do Acre, Amapa, Rondbnia e Roraima (FLORA DO BRASIL
2020,2017) (Figura 2). Também esta presente no norte da Argentina e Paraguai (CONSOLINI
e MIGLIORI, 2004). Conhecida popularmente como embatva, embauba, imbadba, umbauba,
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arvore da preguica e tore, a arvore pode atingir até 12 metros de altura (SOUZA et al., 2014;
COSTA et al., 2011). Apresenta um Unico conjunto de 6rgdos sexuais por individuo,
classificando-as como dioicas (CONSOLINI e MIGLIORI, 2004). A floracdo ocorre entre 0s
meses de agosto e fevereiro, com auge em dezembro (ZALAMEA et al., 2011). Possui folhas
grandes com coloracdo verde-escuro na por¢do superior e cinza-esbranquicado com presenca
de pelos finos e macios na porgéo inferior (COSTA et al.,2011; CONSOLINI e MIGLIORI,
2004) (Figura 3). Cecropia carbonaria Mart.,Cecropia catarinensis Cuatrec., Cecropia
cyrtostachya Mig. e Cecropia lyratiloba Mig sdo as principaissinonimias para a especie
(FLORA DO BRASIL 2020,2017).

Figura 3: Distribuicdo da espécie C. pachystachya no territorio brasileiro
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FONTE: Cecropia in Flora do Brasil 2020 em construcao, 2017.
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Figura 4: Folhas e &rvore da espécie C. pachystachya

FONTE: Fernandes, 2017

Levantamentos etnobotanicos indicam que C. pachystachya é empregada como
hipoglicemiante, cardiotdnica, expectorante (DE SOUZA e FELFILI, 2006), diurética,
antiblenorragica (RODRIGUES e CARVALHO, 2001), analgésico em dores renais (BESSA
et al., 2013), no tratamento de doencas respiratdrias (RODRIGUES e CARVALHO, 2001),
renais (ALVES e POVH, 2013), na obesidade e nas dislipidemias (SILVA et al., 2010).

Frente as atividades atribuidas a espécie pelo uso tradicional, algumas ja foram
comprovadas por estudos farmacoldgicos, dentre elas o efeito hipoglicemiante, atribuido a
presencados c-glicosilflavonoides e ao 4cido clorogénico (ARAGAO et al., 2010); atividade
cardiotbnica, conferido pela inibicdo central colinérgica (CONSOLINI et al., 2006;
CONSOLINI e MAGLIORI, 2004), efeito analgésico (KLANK, 2014) e redutor da
inflamacdo renal (MAQUIAVELI et al., 2014). Contudo, segundo Consolini e Migliori
(2004) em estudo realizado com C. pachystacya em ratos, nao foi observado efeito diurético.

Ademais, atividades ainda nédo relatadas pelo uso popular ja foram identificadas, sendo
utilizadas diferentes partes da espécie assim como diversos solventes para extracdo. O extrato
metanolico proveniente das folhas apesentou atividade hipotensora, atuando como antagonista
adrenérgico nos vasos sanguineos; anti-inflamatdria tdpica; ativa contra linhagens de células
tumorais de melanoma, pulméo e mama (ALMEIDA et al., 2016; ALMEIDA et al., 2006;
CONSOLINI e MAGLIORI, 2004; PACHECO et al., 2014). Triterpenoides isolados do
extrato metandlico da casca foram ativas frente a linhagens leucémicas multirresitentes, sendo
uma potencial fonte de agentes citotoxicos (ROCHA, G da G. et al., 2007). O extrato e
fragbes metanolicas provenientes do caule e tambeém das folhas sdo descritos como
coadjuvante de aminoglicosideos frente a Staphylococcus aureus multirresistente (SOUZA et

al.,2014). Assim como o extrato metanolico, o extrato em diclorometano das folhas também
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exibiu atividade anti-inflamatoria oral, limitando os processos de inflamagéo aguda por meio
de apoptose de polimorfonucleares (SCHINELLA et al., 2008). J& o extrato em acetato de
etila das folhas demonstrou atividade cicatrizante e antioxidante (DUQUE et al., 2016). O
extrato etandlico produzido a partir de diversas partes da planta também apresentou atividade,
como por exemplo, efeito leishmanicida do extrato das folhas (CRUZ et al., 2013); agéo
antimalérica do extrato de raizes, tronco e folhas (UCHOA et al., 2010). Estudos recentes
realizados com o extrato etandlico das folhas demonstraram potencial neuroprotetor contra
disfungdes bioguimicas e comportamentais geradas por estresse crénico (ORTMANN et al.,
2016). Além disso, pode ser uma alternativa para prevencao de distarbios bipolares recidivos
e aos danos oxidativos aos quais sdo associados (GAZAL et al., 2015).

Por meio de uma prospeccéo fitoquimica das folhas da espécie C. pachystachya foram
identificados flavonoides, taninos, flavonas e catequinas (COSTA et al., 2011; SOUZA et al.,
2014). Nas folhas, foram identificados catequina, epicatequina, isoquercetina, isovitexina,
isoorientina, orientina, apigenina (CRUZ et al., 2013), procianidina, sitosterol, trans-fitol, o—
amirinae acido pomolico (SCHINELLA et al.,, 2008). Costa e colaboradores (2011)
identificaram 4&cido clorogénico e quantificaram os C-glicosilflavonoides, que sdo o0s
compostos fendlicos majoritarios nas folhas, sendo a isoorientina, 0 composto predominante,
um marcador quimico da C.pachystachya. Das raizes, alguns terpenos ja foram identificados,
sendo eles B-sitosterol, acido torméntico (UCHOA et al.,2010), &cido ursélico, &cido
oleanoico ,19-a-hidroxi-a-amirina, 2a-acetil acido euscafico, 2a-acetoxi-3p,19a-dihidroxi-
11a,12a-epoxi-ursan-28,13p-olideo, 3pB-acetoxi-2a,19a-dihidroxi-11a,12a-epoxi-ursan-
28,13p-olideo, &cido 2a-acetil torméntico, acido. 2a,3a,23-trihidroxi-olean-12-en-28-oico. A
composicdo fitoquimica do caule é semelhante ada raiz, com exce¢do dos compostos 2a-
acetoxy-3p19a-dihydroxy-11a,12a-epoxy-ursan-28,133-olido e 3B-acetoxy-2a,19a-
dihydroxy-11a,12a-epoxy-ursan-28,13p-olideo (QUINTELA, 2013).
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2. OBJETIVO

Avaliar o potencialantienvelhecimento cutaneo in vitro da espécie C. pachystachya.

2.1 Objetivos especificos
- Obter extratos hidroetandlicos e etandlicos das folhas da espécie;

- Determinar a atividade antioxidante dos extratos por meio de diferentes métodos
e Formacéo do complexo de fosfomolibdénio,

e Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
e Descoramento pelo sistema f-caroteno/acido linoleico
e Substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico
- Determinar a atividade antiglicante dos extratos;
-Determinar a atividade inibitéria dos extratos frente as enzimas metaloprotease 2 e
elastase;

- Avaliar o efeito proliferativo dos extratos em cultura de fibroblastos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao das folhas de Cecropia pachystachya

A coleta do material vegetal ocorreu em agosto de 2016. Sua exsicata esta depositada no
Herbéario Leopoldo Krieger (CESJ) da Universidade Federal de Juiz de Fora sob a numeracéo
CESJ 46591. A espécie foi identificada por Dr. Ricardo Montianele de Castro da
Universidade de Feira de Santana, Bahia, Brasil.

3.2 Preparo do extrato vegetal

As folhas coletadas foram secas a 40 °C, em seguida foram mecanicamente trituradas em
moinho de facas e acondicionadas ao abrigo da luz. O material vegetal foi submetido a dois
processos extrativos diferentes, porém ambos utilizaram a propor¢do de 1 g de folha
pulverizada para 10,5 ml de solvente. O material vegetal foi submetido a maceracgéo estatica
com etanol (98%) por 4 dias. O extrato foi separadodo material vegetal por meio de filtracéo e
em seguida evaporadoem evaporador rotatdrio a 40 °C.O extratofoi entdo denominado extrato
etandlico (EE). O outro processo extrativo empregou uma solucédo etanol e agua (75:25). A
mistura foi aquecida por 30 minutos a 60°C. Em seguida, o extrato foi separado do material
vegetal por meio de filtracdo e evaporado em evaporador rotatério fornecendo o extrato
hidroetanolico (EH). O extrato EH foi liofilizado e submetido a ensaios quimicos e biologicos

subsequentes, assim como o extrato EE.

3.3 Determinacao de fendis totais

A determinacdo de fendis totais foi realizada por meio do método espectrofotométrico
Folin Ciocalteu, segundo metodologia desenvolvida por Singleton e Rossi (1965) com
modifica¢bes. Acido tanico foi empregado como substancia de referéncia. O método Folin
Ciocalteu utiliza como reagente uma mistura de acidos fosfotingsticos e fosfomolibdicos, que
guando em meio alcalino e na presenca de compostos fendlicos sdo reduzidos, formando o
complexo azul molibdénio-tungsténio que pode ser determinado espectroscopicamente a 760
nm (AINSWORTH e GILLESPIE, 2007).

As amostras EE e EH foram pesadas e diluidas em metanol, a fim de se obter uma solucao

estoque de 0,5 mg/mL de cada amostra. Em microplaca de 96 pogos foram adicionados
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120uL de solugdo Folin Ciocalteu (20% v/v em agua destilada), 100 puL de solugdo carbonato
de sodio (4% m/v em agua destilada) e 30 puL da solucdo estoque das amostras. Apos 30
minutos de reacdo ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em 770 nm em
espectrofotbmetro. Foi feito um branco utilizando-se as mesmas substancias preparadas com
excecdo da amostra, a qual foi substituida por metanol. Os resultados foram expressos em
micrograma de fenois por miligrama amostras equivalente a acido tanico, baseada na curva de
calibracdo de acido tanico construida com concentracdes variando entre 0,0075 mg/mL a 0,2
mg/mL. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata. Para anélise dos resultados foi

usado Excel (regresséo linear).

3.4 Determinagao de flavonoides

O contetdo de flavonoides foi determinado pelo método de Dowd (1959), com
modificagdes. O fundamento do método € a complexacdo dos flavonoides com o ion aluminio
I11, sozinho ou em meio contendo acetato de sédio, acido ou nitrito de sodio em meio alcalino.
O complexo formado entre o aluminio e os flavondis ou flavonas promovem a formacéo de
um produto estavel cuja cor é amarela (JULKUNEN-TIITTO et al., 2015)

Foi preparada uma solucéo estoque contendo o EE e outra contendo o EH em etanol. Em
um tubo de ensaio foram adicionados 250 ul da solucéo estoque contendo a amostra, 250 pl
de cloreto de aluminio (2 % m/v em etanol) e 500 ul de etanol com 5% acido acético Os tubos
permaneceram ao abrigo da luz durante 30 min. Uma aliquota de 250 pl foi transferida para
microplaca de 96 pocos para medicdo da absorbancia em espectrofotdmetro a 415nm. Foi
feito um branco utilizando-se as mesmas substancias preparadas com excecdo da amostra, a
qual foi substituida por etanol. Os resultados foram expressos em micrograma de flavonoides
por miligrama amostras equivalente a quercetina, baseado na curva de calibracdo de
quercetina construida com concentracdes variando entre 1ug /mL a 320 pg /mL.. Todas as
determinacdes foram realizadas em triplicata. Foi usado Excel (regressdo linear) para andlise

dos resultados.
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3.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O EE e o EH foram submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O
aparelho utilizado foi o Agilent Technologies® Série 1200, constituido de injetor automatico,
bomba quartenéria, detector DAD-UV. A coluna utilizada foi do tipo fase reversa (Zorbax
SB-18; 25 cm X 4,6 cm X 5 um). O volume de inje¢éo foi de 40uL, e o comprimento de onda
utilizado na detecéo foi de 330nm. As amostras foram preparadas a 2 mg/mL e solubilizadas

em metanol grau HPLC. As condi¢es utilizadas para a elui¢do estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3: CondicBes cromatogréficas utilizadas na cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para caracterizacdo do extrato etandlico (EE) e do hidroalcodlico (EH) de Cecropia
pachystachya.

Tempo de eluicdo (minutos) Solvente Fluxo
Metanol Agua
0 5% 95% 0,8 mL/min
5 33% 67%
30 37% 63%

3.6 Atividade antioxidante

3.6.1 Método de formacdo do complexo de fosfomolibdénio

A capacidade antioxidante total (CAT) do EE e do EH foi determinada através do método
de pierto et al., (1999), que baseia-se na nareducdo do molibdénio (Mo®* — Mo®") por um
agente redutor, e a complexacdo do mesmo com o fosfato em meio acido, com formacéo do

fosfomolibdénio que possui coloragéo verde.

A solucdo reagente utilizada foi composta por 28% v/v fosfato de sodio (0,1 mol/L), 12 %
v/v molibidato de amonio (0,03 mol/L) e 20 % v/v &cido sulfarico (3 mol/L). A solucédo
estoque do EE e EH foi preparada em agua: metanol (1:1) na concentracdo de 2 mg/mL. Em
tubos de ensaio, foi adicionado 300uL da amostra e 2 mL de solucao reagente. Em seguida, 0s
tubos foram incubados a 95°C por 90 min. O branco da amostra foi feito substituindo-se a
solucdo reagente por agua destilada, e o branco da técnica foi feito substituindo-se a amostra

por agua:metanol (1:1). O &cido ascorbico foi utilizado para a construcdo dacurva de
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calibracdo, com concentragdes variando entre 50 mg /mL a 300 mg /mL. Todas as
determinacOes foram realizadas em triplicata. Os resultados foram analisados por regresséo
linear utilizando-se Excel e expressos em miligramas de amostra equivalentes a 1 mg de cido

ascorbico.

3.6.2 Método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante dos extratos EH e EE frente ao radical DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) foi realizada de acordo com Blois (1958) com modificagdes. Na forma de
radical, o DPPH possui uma coloracdo violacea quando recebe um elétron ou um hidrogénio,
ou seja, na forma reduzida, passa a ter uma coloracdo amarela (MOLYNEUX, 2004). Assim,
ha uma reducdo da absorbancia na faixa 515-517 nm o que indica uma relacdo entre o
aumento da concentragdo da forma n&o radical do DPPH e a reducdo da absorbancia (LEE et
al., 2007).

A amostra foi adicionada em microplaca de 96 pogos nas concentracdes de 250 a 0,49
pug/mL (diluigdes sucessivas). Para isso, foram transferidos para um poco da placa 100 puL de
uma solucdo 1 mg/mL em metanol e foram realizadas 10 dilui¢des sucessivas 1:2 em metanol.
Posteriormente, foram adicionados 150 pL de solu¢ao de DPPH (20 pg/mL) em metanol. Foi
feito um branco que continha todos os reagentes exceto a amostra, a qual foi substituida por
metanol. Quercetina e acido ascorbico foram utilizados como substancia de referéncia. A
placa foi incubada por 30 min ao abrigo da luz e, sequencialmente, a absorbancia foi
determinada a 517 nm. Todo o experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram

expressos na forma de ICs, com auxilio do programa GraFit 7.

3.6.3 Descoramento pelo sistema p-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante pelo método do descoramento do sistema B-caroteno/acido
linoleico foi realizada segundo Marco (1968) com modificagcbes. O método fundamenta-se na
formagéo do radical peroxil (LOO¢) a partir da peroxidacdo do &cido linoleico (&cido graxo
insaturado) quando em contato com oxigénio. Esse radical ao reagir com o [-caroteno
promove seu descoramento, visto que as estruturas radicalares formadas atacam as duplas
ligacOes presentes no B-caroteno. Dessa maneira, a emulséo descora, passando de amarelo
intenso para amarelo claro (HUANG e WANG, 2004; JAYAPRAKASHA e PATIL, 2007).
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Para o preparo da emulsdo foram utilizados 30 pL de &cido linoleico, 265 pL de
Tween 40, 100 pL de solucdo de p-caroteno em diclorometano (10 pg/mL) e 500uL de
diclorometano. A mistura foi submetida a nitrogénio gasoso por 50 minutosa fim da completa
evaporacdo do diclorometano. Adicionou-se 40 mL de agua destilada previamente oxigenada
(30 minutos), com o proposito de se obter uma solugdo emulsionada com densidade Optica na
faixa de 0,6-0,7 nm. EE e EH foram solubilizados em metanol e avaliados em 7 diferentes
concentracdes, partindo-se de 222 pg/mL até 4,625 pg/mL. 20 pL do EE e do EH foram
transferidos para microplaca de 96 pocgos e a cada amostra foram adcionados 250 pL da
emulsd@o. Todas as leituras foram realizadas em triplicata. A absorbancia das amostras e do
controle (sem adigdo de antioxidante) foi medida a 470 nm ao longo de 2 horas a 45°C.
Foram realizadas 9 leituras, com 15 minutos de intervalo entre cada uma delas. A atividade

antioxidante foi calculada por meio da seguinte formula:

% Inibico =| (Aci—Ace) (Aar- Aar)| X100
(Acr— Acr)

Onde Ac) e Aas representam a absorbancia inicial do controle e da amostra
respectivamente. J& Acr € Aar S80 as absorbancias finais do controle e da amostra

respectivamente.

3.6.4 Método das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

O processo de oxidacdo de 4&cidos graxos poliinsaturados suscita sua quebra,
determinandoa formacéo de aldeidos e componentes carbonilicos, sobretudo dialdeidos de trés
carbonos, como por exemplo, o malonaldeido (MDA), os quais sdo capazes de reagir com 0
acido tiobarbiturico. Cada molécula de TBA é capaz de se complexar com duas moléculas de
MDA, formando um complexo que pode ser quantificado espectrofotometricamente, cuja
méaxima absorcao se da entre 532-535 nm (BUEGE e AUST, 1978).

Para determinacdo do TBARS foi utilizada a técnica proposta Sgrensen e Jgrgensen
(1996) com modificagbes. EE e do EH foram solubilizados em metanol e avaliados nas
concentragdes de 7,5; 15 e 30 mg/mL. O meio reacional continha 25 g de carne moida, 17 mL
de 4gua destilada e 200uL de cada extrato. BHT (Hidroxitolueno butilado) foi utilizado como

substancia de referéncia, e agua destilada como controle. Com o auxilio de um mixer, as
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amostras foram homogeneizadas. Em seguida, as amostras foram submetidas a aquecimento
até o surgimento da coloragcdo marrom, para entdo completar o volume com agua destilada
para 100 mL. Novamente as amostras foram homogeneizadas com mixer e transferidas para
frascos ambar para armazenamento em refrigerador.

No dia do preparo e nos 3 dias consecutivos, 0,5 g do homogenato foram pesados em
tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 50 mL de solucdo alcéolica de BHT (4% m/v),
2,5 mL de acido fosférico (1% v/v) e 1,25 de acido tiobarbiturico 1% (p/v em NaOH 0,05 M).
Essa mistura foi mantida em banho fervente por 15 minutos e imediatamente transferida para
banho de gelo, onde permaneceu por mais 10 minutos. Em seguida, a cada tubo de ensaio
foram adicionados 3 mL de butanol e os tubos agitados por inversdo. Os mesmos foram
centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos. Para a leitura espectrofotométrica a 535 nm, 200uL
do sobrenadante foram transferidas para a microplaca de 96 pocos. Para a determinacdo da
concentracdo do complexo MDA-TBA, utilizou-se o tetrametoxipropano para a construcao de
uma curva padrdo de MDA. A inibicdo da peroxidacdo lipidica foi calculada a partir da

seguinte férmula:

Abs “N — Abs "M% 100
Abs N

Onde, Abs “N e Abs “M%%30 as absorbancias referentes ao controle negativo e a amostra

respectivamente.

3.7 Atividade antiglicante

A avaliacdo da atividade antiglicante dos extratos EE e EH foi realizada baseada na
metodologia descrita por Farsi et al., (2008) com modificacdes. Esse teste fundamenta-se no
desenvolvimento de fluorescéncia quando a albumina bovina sérica (BSA) liga-se a um
acucar redutor (RAHBAR et al., 2000).

A uma microplaca de 96 pogos estéril foram adicionados 60 pL de tampao fosfato de
sodio 0,1 M (pH 7,4), 50 puL de solugdo de BSA (10 mg/mL), 25 pL de solucdo de frutose
(1,6M), 50 uL da amostra (EE ou EH) e 15 pL de azida sédica (8g/L). Todas as solugdes
foram esterilizadas utilizando-se membranas filtrantes de celulose. O EE e o EH foram

diluidas em tampéo fosfato de sodio 0,1 M e testadas em diferentes concentracdes (12,5; 25;
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37,5; 250 e 375 pg/mL). Foi feito um branco que continha todos os reagentes, exceto a
amostra que foi substituida por tampéo fosfato de sodio. A quercetina e a aminoguanidina
foram utilizadas como substancia de referéncia. Apds incubacdo ao abrigo da luz a 37 °C
durante 7 dias, a quantidade de AGEs fluorescentes formados foi determinada utilizando um
fluorimetro, em comprimento de onda de excitacdo de 330 nm e em comprimento de onda de
emissdo de 410 nm. A porcentagemde inibigdo da formacdo de AGE para cada extrato foi
calculada pela seguinte equacéo:

% de inibicao = [(fluorescéncia da solucdo sem inibidores - fluorescéncia da solugdo com

inibidores / fluorescéncia da solucdo sem inibidores)] x 100%.

3.8 Cultura celular

A linhagem celular de BALBc/3T3 foi adquirida do banco de células da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (BCRJ-UFRJ). As células foram cultivadas em meio Dulbecco
Modificado por Eagle, DMEM, suplementado com soro fetal bovino 10%, 3,7g/L de
bicarbonato de sodio, 2,5 g/L HEPES, estreptomicina (100 pg/mL) e penicilina (100 Ul/mL).

As células foram mantidas em ambiente a 37°C, sob tensdo de 5% de CO, e umidade 95%.

3.8.1 Ensaio de viabilidade celular

A acdo dos extratos EH e EE sobre a linhagem de fibroblastos em BALBc/3T3 foi
determinada pelo ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio)
sugerido por Mosmann (1983). O teste baseia-se na conversdo do MTT, um sal amarelado
solivel em &gua, pela enzima mitocondrial succinil-desidrogenase presente nas células

viaveis, a um composto insoltvel de cor roxa (cristal de formazan).

Assim, as células foram semeadas em microplacas de 96 pocos, na concentracdo de
1x10* células/poco. A cultura foi entdo incubada a 37°C, sob tens&o de 5% de CO,, por 24 h,
para a aderéncia dos fibroblastos. Em seguida, as células foram tratadas com extratos EH e EE
em diferentes concentragdes (16,75, 32,5, 75, 150 e 300 pg/mL), por 24 h. Decorrido 20 h de
incubacédo, foram adicionados 20 puL de uma solugdo de MTT & 5 mg/mL em cada poco, € a
incubacdo prossegui por mais 4 h. Apos esse periodo, 0 meio de cultura foi removido, e 0s

cristais de formazan precipitados foram resusspensos pela adicdo de 200pL de DMSO em
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cada pogo. A quantidade de MTT-formazan é diretamente proporcional ao nimero de células

viaveis, esta foi mensurada pela absorbancia a 540nm, em leitor de microplacas.

3.9 Atividade inibitéria enzimatica

3.9.1 Elastase

A determinagdo da atividade inibitoria do EH sobre a enzima elastase baseou-se no
método de BIETH, SPIESS e WERMUTH (1974) com modificaces.

Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados 200 puL de tampédo Tris HCI
100Mm (pH 8) 13 pL da solugdo de substrato N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p nitroanilida (4,4
mM) e 20 pL do EH solubilizadoos em tamp&do, o qual foi testado em diferentes
concentracdes (0,8; 4; 8 e 16ug/mL). Apds homogeneizacdo, 7L da enzima elastase (0,03
un/mL) foi acrescentada aos po¢os. O branco da amostra continha todos os reagentes, exceto a
enzima elastase que foi substituida pelo mesmo volume de tampdo Tris HCI 200Mm (pH 8).
O poco referente ao controle continha todos 0s reagentes com excecdo da amostra. Foram
realizadas 15 leituras consecutivas, com intervalo de um minuto entre elas a 410 nm em
espectrofotdbmetro. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata. Para o célculo do
percentual de inibicdo, foram construidas curvas referentes a tempo X concentracdo de
substrato. Com o coeficiente angular das mesmas determinou-se o percentual de inibigcdo de

acordo com a seguinte formula:

% | =100-|100 x CAa
CAC

Onde CAa e CAc refere-se ao coeficiente angular da reta obtida pelas determinacdes
da amostra e do controle respectivamente.

3.9.2 Metaloprotease-2 (MMP-2)
A técnica de zimografia por eletroforese foi empregada para a determinacdo da

capacidade inibitéria do EH frente a metaloprotease-2. As metaloproteases foram obtidas a

partir do meio de cultura das células de macréfagos RAW 264.7.
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Posteriormente, foram preparados géis de 0,75 mm com solucdo de acrilamida-
bisacrilamida, e como substrato foi adicionada gelatina 2,5%. VVolumes equivalentes de meio
e extrato incubados foram aplicadas ao gel para migracdo eletroforética (30mA a 4°C) em
tampédo de Tris-glicina (25mM/192mM). Apos a migracdo, os geéis foram lavados com 100
mL de Triton X-100 2% e incubados com 100 mL de tampdo de incubacgdo (50 mM Tris-HClI,
pH 8.2, 5mM CaCl, e 1uM ZnCl,) por 24 horas a 37°C. Em seguida, os géis foram corados
com Coomassie Blue R250 (0,5% de corante, 30% de metanol e 10% &cido acético) e
descorados com solucdo descorante (30% de metanol e 10% &cido acético). A atividade da
MMP-2 foi evidenciada pela presenca de regifes claras nos géis. Para medir a intensidade

dessas bandas foi utilizado o programa TotalLab Quant® (England, UK).

4. Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo teste de ANOVA seguida do
teste de Bonferroni, exceto para a atividade enzimatica a qual foi utilizado o pds teste de
Tuckey para analise de significAncia. As diferencas foram consideradas significativas com
p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Rendimento dos extratos obtidos

A massa e 0s respectivos rendimentos dos processos extrativos empregados estdo
representados na tabela 4.

Tabela 4: Massa e rendimento dos extratos etandlico (EE) e hidroetandlico (EH) de Cecropia
pachystachya

Extrato Massa obtida Rendimento
EE 10,81 ¢ 10,37%
EH 7,04 g 14,08%

4.2 Determinacao do teor de fenois e flavondides

Os valores referentes ao teor de fendis e flavonoides do EE e do EH estdo
apresentados na tabela 5. A equacdo da reta obtida para a dosagem do teor de fendis através
de regressao linear dos dados da curva foi y=0,0271x + 0,0644 com coeficiente de correlacdo
de r2 = 10,9900, sendo os resultados expressos em pg de fendis por mg de amostra equivalente
a &cido tanico (EAT) Ja a equacdo da reta obtida para a dosagem do teor de flavonoides
através de regressdo linear dos dados da curva foi y=0,0409x + 0,0082 com coeficiente de
correlacdo de r2 = 0,9977, sendo os resultados expressos em pg de flavonoides/mg de amostra

equivalente a quercetina (EQ).

Tabela 5: Teor de fenois e flavonoides das amostras em EE e EH + erro padrdo da média
(n=3).

Amostra Teor de Fendis (ug de Teor de Flavonoides (ug de
fenois/mg de amostra EAT)  flavonoides/mg de amostra
EQ)
EE 962,90 +19,14 18,73+ 0,12

EH 656,16 + 22,03 72,71+0,92
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4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O perfil cromatogréfico e os espectros de absor¢do UV dos sinais obtidos atraves de

CLAE apos a eluicdo de EE e EH estdo apresentados nas figuras 4 e 5 respectivamente.

Figura 5: Cromatograma em vermelho - Cromatograma do extrato etanolico das folhas de
Cecropia pachystachya obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Cromatograma
em verde - Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas de Cecropia pachystachya
obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia

2 DAD1 E, Sig=330,16 Ref=360,100 (MF 071216 2016-12-07 12-51-48\001-0101.D)
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A anélise foi realizada nas seguintes condic¢des: coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm X
5 um); Gradiente de solventes A (Metanol) e B (H20); 5 a 37% de A em 30 min; fluxo de 0,8
mL/min; concentragdo de amostra de 1 mg/mL; volume de injecdo de 40 pL; temperatura de
25°C; deteccdo UV a 330nm.
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Figura 6: Espectro UV dos sinais obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia do
extrato etandlico e do extrato hidroetandlico provenientes das folhas de Cecropia

pachystachya.
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4.4 Atividade antioxidante in vitro
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A atividade antioxidante do EE e do EH foi avaliada por quatro métodos diferentes: de

formacdo do complexo de fosfomolibdénio, de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-

hidrazil, do descoramento pelo sistema B-caroteno/acido linoleico e das substancias reativas

ao acido tiobarbitdrico.

Os valores referentes a atividade antioxidante estdo na tabela 6.
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Tabela 6: Atividade antioxidante do EE e EH avaliada pelos métodos da formag¢do do complexo fosfomilibdénio, DPPH e sistema [ caroteno/
acido linoleico

Método CAT DPPH Sist Bcaroteno/ac. Linoleico (% inibi¢ao)
(EAA) (CI150) pg/mL

Amostra 292 148 74 37 18,5 9,25 4625
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

EE 049+0,07 2,07+0,05 °%78,87+2,22 "70,31+3,69 P68,60+3,88 °50,82+0,65 238,99+3,07 222,32+4.45 216,89+1,22

EH 0,53+0,08 %1,07+0,06 2%82,37+4,25 ¥8586+2,42 *77,31+1,86 %*65,18+582 °51,49+253 °41,82+240 °26,64+1,75

AA NR 0,28 + 0,05 NR NR NR NR NR NR NR

Q NR NR 333,63+6,86 °%87,20+1,07 286,09+1,24 271,28+3,42 °71,21+4,03 ©73,29+3,10 °52.42+6,56

Valores expressos em meédia xerro padrao da média (n=3). Médias com letras iguais na mesma coluna sdo estatisticamente iguais (p<0,05). CAT:
capacidade antioxidante total; EAA: equivalente a acido ascorbico; EE: extrato etandlico, EH: extrato hidroetandlico, AA: &cido ascorbico, Q:
quercetina; NR: n&o realizado.
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Figura 7: Efeito antioxidante do extrato etandlico e extrato hidroetanolico das folhas de
Cecropia pachystachya, avaliado através da dosagem de espécies reativas do acido
tiobarbitdrico (TBARS) expressos em MDA.
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O BHT (Hidroxitolueno butilado) foi utilizado como controle positivo, e a d&gua destilada
como controle negativo. Os valores expressos indicam média + erro padrdo da média ( n=3).
*** significativamente diferente do grupo controle negativo (p< 0,001); a significativamente
igual ao grupo BHT7,5 (p<0,1); b significativamente igual ao grupo BHT15 (p<0,1); ¢
significativamente igual ao grupo BHT7,5 (p<0,1) por ANOVA two-way seguido de
Bonferroni.
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4.5 Atividade antiglicante

Os valores referentes a atividade antiglicante da aminoguanidina, quercetina, EE e EH
em diferentes concentracdes estdo representados na figura 7.
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Figura 8: Percentual de inibicdo da glicacdo dos extratos etanolico (EE) e hidroetandlico
(EH) das folhas de Cecropia pachystachya pelo método BSA/frutose.
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A aminoguanidina e quercetina foram utilizados como controles positivos. Os valores
expressos indicam média + erro padrdo da média (n=3). * diferente estatisticamente da
aminoguanidina (p<0,01); ® diferente estatisticamente da quercetina (p<0,01); ® diferente
estatisticamente do extrato hidroetanolico (p<0,001).

4.6 Atividade de EE e EH sobre fibroblastos

4.6.1 Proliferacéo Celular
Os resultados obtidos a partir do tratamento das linhagens de BALBc/3T3 com o0 EE e
EH estéo apresentados na figura 8.
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Figura 9: Percentual de proliferacdo da linhagem BALBc/3T3 quando submetidas a diferentes
concentragOes de extrato etanolico (EE) e extrato hidroetandlico (EH) (16,75-300 pg/mL) por
24 horas.
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Os valores expressos indicam média + erro padrdo da média (n=3). *** significativamente
diferente do grupo controle (DMSO) (p< 0,001); ** significativamente diferente do grupo
controle  (DMSO) (p< 0,01) por ANOVA one-way seguido de Bonferroni.
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4.7 Inibicdo enzimética

A atividade inibitdria enzimatica de EH foi avaliada frente a duas enzimas distintas:
elastase e MMP-2. Em relacdo a metaloprotease-2, os resultados estdo expressos na figura 9.

Figura 10: Percentual de inibigdo da atividade da enzima elastase pelo extrato hidroetandlico
(EH) das folhas de Cecropia pachystachya.
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Os valores expressos indicam média * erro padrdo da média (n=3). Letras iguais representam
resultados significativamente iguais (p< 0,05) por ANOVA seguido de Tukey.
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Figura 11: (A) Percentual de inibigdo da atividade enziméatica da MMP-2 pelo extrato
hidroetandlicodas folhas de Cecropia pavchystachya. (B)Zimograma em gel poliacrilamida a
7,5% com adicdo de gelatina 2,5%.
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DMSO 0,5% 300 pg/mL 150 pg/mL 75 pg/mL 32,5 ug/mL 16,75ug/mL

Os valores expressos indicam média + erro padrdo da média (n=3). ** significativamente diferente do
grupo DMSO 0,05% (controle negativo) (p< 0,05); * significativamente diferente do grupo DMSO 0,05%
(controle negativo) (p< 0,05); * significativamente diferente do grupo DMSO 0,05% (controle negativo)
(p<0,1) por ANOVA seguido de Tukey.
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5 DISCUSSAO

O processo extrativo escolhido foi a maceragdo, pois apresenta boa eficacia para
extracdo de fitoconstituintes, o que pode ser justificado pelo amolecimento e ruptura dos
compartimentos celulares vegetais, permitindo a liberacdo de fitoquimicos sollveis e
preservando a atividade dos compostos (DAUD et al., 2017). Utilizou-se como solventes
extratores o etanol (98%) e uma mistura contendo etanol: agua 75:25 v/v. Foram empregados
dois sistemas distintos de extracdo, objetivando maximizar a extracdo de substancias
fendlicas, especificamente flavonoides. O uso da &gua esta relacionado ao aumento da
polaridade da solucéo extrativa, reduzindo interferentes lipofilicos e maximizando a extracéo
de compostos fendlicos (OENING, CITADIN e BARROS, 2004). Por meio do rendimento
obtido para o EE (10,37%) e para o EH (14,08%), pode-se inferir que a solucdo hidroetanolica
foi mais efetiva em extrair os fitoconstituintes.

A eficiéncia de uma extracdo esta relacionada com a polaridade dos constituintes e da
solucdo extratora (MEDIANI et al.,, 2015). Os teores de fendis obtidos para o EE
(962,90+19,14 pg de fendis/mg de amostra EAT) e para o EH (656,16+22,03 pg de fendis/mg
de amostra EAT) evidenciam a eficiéncia do processo extrativo. Os teores de fendis
observados por Oliveira e Minguzzi (2015) em C. pachystachya, avaliados pelo mesmo
método, para os extratos em acetato de etila, butandlico e cloroformico foram 291, 300 e
270ug equivalentes de acido galico /mg de extrato, respectivamente, sdo demasiadamente
inferiores aos valores determinados para o EE e EH. Os diferentes solventes empregados no
processo extrativo possuem polaridades diferentes sendocapazes de extrair compostos como
alcaloides, flavonoides (glicosilados ou néo) e taninos, o que pode justificar os diferentes
teores de fendis encontrados. Além disso, o emprego de etanol, metanol e misturas
hidroetandlicas é preconizado para maxima extracdo de constituintes, devido a caracteristica
desses solventes de aumentarem a permeabilidade das membranas celulares permitindo assim,
a extracdo de constituintes de polaridade alta a intermediaria (MANDAL, MANDAL e DAS,
2015). A técnica de Folin Ciocalteau, apesar de amplamente utilizada para dosagem de fenois
possui diversos interferentes como substancias redutoras e proteinas.

E importante salientar que, além do alto rendimento apresentado, os liquidos
extratores escolhidos- etanol e mistuta hidroetandlica 25% - s&0 menos nocivos para 0 meio
ambiente do que os solventes organicos comumente utilizados. Os solventes organicos sdo

muitas vezes toxicos e a sua reutilizagdo nem sempre é vidvel. Nos Ultimos anos, tem-se
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registrado um esforco considerdvel no sentido de substituir os solventes orgénicos
convencionais por outros ambientalmente mais aceitaveis, como é o caso da agua e do etanol.
(KERTON e MARRIOTT, 2013).

Apesar do teor de fendis do EE ter sido superior ao EH, a mistura
hidroetandlica foi capaz de concentrar os flavonoides (72,71+ 0,92 pg de flavonoides/mg de
extrato) em relacdo ao EE (18,73 0,12 ug de flavonoides/mg de extrato). Os flavonoides séo
polifendis sintetizados pela via dos fenil-propanoides e sdo responsaveis por diversas
atividades farmacoldgicas. Possuem em sua estrutura o nucleo benzo-y-pirona e estdo
universalmente distribuidos no reino vegetal (KUMAR e PANDEY, 2013). Séo divididos em
oito classes de acordo com a oxidagdo do anel principal e dos substituintes do anel
heterociclico (BORGES BUBOLS et al., 2013). Sdo reconhecidos pela atividade antioxidante,
a qual esta relacionada a configuracdo, substituicdo e o nimero de grupamentos hidroxilas
ligados ao nucleo. Os flavonoides atuam quelando ions metalicos e capturando radicais livres,
mecanismos passiveis de influéncia da estrutura desses compostos (KUMAR e PANDEY,
2013).

Devido ao alto contetdo de fendis e flavonoides e com o objetivo de conhecer melhor
o perfil quimico dos extratos, EE e EH foram submetidos a cromatografia de alta eficiéncia.
Os perfis cromatograficos (Figuras 4) foram muito semelhantes. Os sinais que aparecem nos
tempos de retencdo por volta de 13, 14, 15 e 18 minutos possuem espectro de UV
caracteristicos de flavonoides (Figura 5), uma vez que possuem 2 picos de absorc¢do, um na
faixa de 240 a 280 nm e outro na faixa de 300 a 500nm (BOBIN, RAYMOND, e
MARTINI,1994). As substancias eluidas por volta de 7,9 e 8,6 minutos possuem maior
intensidade em ambas as amostras. A partir de seus espectros de UV pode-se inferir que ndo
se tratam de susbtancias fendlicas, sendo necessarios testes complementares para sua
identificacéo.

Frente ao alto teor de fendis e flavonoides encontrados, e sua relacdo com atividade
antioxidante, investigou-se a atividade antioxidante do EE e do EH. Uma substancia
antioxidante é aquela que em baixas concentragdes é capaz de inibir ou retardar a oxidacao de
um substrato mediado por radicais livres, apos a formacao de intermediarios estaveis (SINGH
et al., 2016). Levando em consideracao a diversidade de constituintes dos extratos vegetais e
a complexidade do processo oxidativo, sdo necessarios metodos com fundamentos distintos
para tracar o perfil antioxidante de uma amostra (PRABHAKAR et al., 2006). Portanto, foram
empregados quatro métodos antioxidantes diferentes (formacdo do complexo de

fosfomolibdénio, sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, descoramento pelo sistema
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B-caroteno/acido linoleico e método das substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico) a fim de
garantir que os resultados ndo retratem apenas uma reatividade quimica entre compostos
devido as condi¢cbes do meio reacional (DEHIMI et al., 2016). O extrato etanolico e o0 extrato
hidroetandlico da Cecropia pachystachya ao serem avaliados por diferentes métodos
antioxidantes exibiram comportamentos semelhantes entre si, sendo relevante o potencial
antioxidante para ambos 0s extratos.

A técnica do fosfomolibdénio visa quantificar a capacidade antioxidante total, ou seja,
a capacidade antioxidante de compostos hidrofilicos e lipofilicos por meio da habilidade da
amostra em doar elétrons a radicais, convertendo-os em espécies mais estaveis (DORMAN et
al., 2003). Os valores foram expressos em equivalentes a &cido ascorbico, ou seja, o EE (0,49
+ 0,07mg EAA) possui 49% da atividade antioxidante do &cido ascorbico, assim como o EH
(0,53 0,08 mg EAA) possui 53% da atividade antioxidante do acido ascérbico.

O método do DPPH é amplamente utilizado para determinar a atividade antioxidante
de produtos naturais, uma vez que € uma técnica rapida, simples, sensivel e reprodutivel
(SEOW et al., 2014). EH (1,07+ 0,06pg/mL) e o EE (1,07 = 0,05ug/mL) apresentaram
reduzidos valores de Clsp, indicando a capacidade redutora das amostras. O potencial
antioxidante frente ao radical DPPH esta relacionado com a estrutura das substancias
presentes na amostra, pois 0 numero de radicais que sdo reduzidos é diretamente proporcional
a capacidade da molécula de doar a&tomos de hidrogénio (KANATT et al., 2015). Os valores
de CI50 determinado por Dugue e colaboradores (2016) e Pacheco e colaboradores (2014)
para 0s extratos em acetato de etila (3,1+ 0,25 pg/mL) e metanolico (1,93 + 0,02 pg/mL) das
folhas de C.pachystachya apresentaram menor atividade antioxidante quando comparada ao
EE e ao EH. Segundo Zengin e colaboradores (2014) a escolha do solvente empregado no
processo extrativo € um dos principais fatores capazes de influenciar a atividade antioxidante.
Além dos solventes organicos, outros fatores como tamanho das particulas, tempo e
temperatura de extracdo também sdo capazes de influenciar o processo (CAMPOS e
FRASSON, 2012). O extrato etandlico proveniente da espécie Cecropia obtusa também
apresentou baixo valor de CI 50 (1.83 £ 0.01pg/mL) no método do DPPH (ALVES et al.,
2016).

No método do descoramento do B-caroteno/acido linoleico é avaliada a capacidade da
amostra de impedir o descoramento de um substrato lipidico (B-caroteno) por meio da doacgéo
de hidrogénio aos perdxidos de acido linoleico formados a partir do aquecimento (HARSHA
et al., 2013; SANG et al., 2014). Dessa maneira, a presenca de compostos antioxidantes no

extrato vegetal minimiza o descoramento do B-caroteno, pois o radical livre linoleato e outros
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radicais sdo neutralizados (SANG et al., 2014). Os altos percentuais de inibi¢do evidenciam o
potencial antioxidante de EE e EH, sendo mais acentuado para EH, principalmente nas
maiores concentracdes (222 a 37 pg/mL) , nas quais os resultados foram estatisticamente
iguais a substancia de referéncia (quercetina). Ja o EE é estatisticamente igual a quercetina
apenas na concentracgao de 222 pg/mL. Os extratos avaliados exercem o poder antioxidante de
maneira dose-dependente, uma vez que com a redugdo da concentragdo, 0s percentuais de
inibicdo também reduziram significativamente. A atividade antioxidante encontrada para o EE
e EH foi maior que a encontrada por Pacheco e colaboradores (2014) para oextrato
metandlico (C1 50 5.1 £1.31 pg/mL) e por Duque e colaboradores (2016) para o extrato em
acetato de etila (CI150) 2,20 + 0,56 pg/mL. Considerando que uma das limitagcbes do método é
o fato de indicar apenas a capacidade antioxidante de compostos lipofilicos, pode-se inferir
que as variagOes encontradas para cada tipo extrato possam estar relacionadas com o tipo de
compostos extraidos (CONDELLI et al., 2015). Entretanto, de acordo com a polaridade do
etanol e da solucdo hidroalcoélica (75% etanol v/v) presumia-se que o EE fosse mais eficaz em
evitar o descoramento do [ caroteno, Visto que possui maior propensdo de extrair compostos
apolares. Ainda sdo relatados como limitaces dessa técnica a andlise cinética e a
complexidade de reagdes envolvidas nas reaces dos carotenos e oxigénio, pois em baixas
concentragdes de O, os carotenos possuem atividade antioxidante, contudo em solucdes
saturadas propagam a cadeia oxidativa (AMORATI e VALGIMIGLLI, 2015).

A peroxidacdo lipidica pode ser iniciada por diversos radicais, sobretudo pelo radical
aniénico superoxido ou pelo radical hidroxil, provocando danos irreversiveis as membranas
(AKAZAWA-OGAWA et al., 2015). Por meio da dosagem de espécies reativas do acido
tiobarbiturico € possivel quantificar a peroxidacdo lipidica. Em condi¢cdes de altas
temperaturas (100° C) e meio acido, o acido 2-tiobarbiturico reage com o malonaldeido —
composto proveniente da oxidacdo de lipideos insaturados — formando um composto rosa, o
qual pode ser dosado espectrofotometricamente (AMORATI e VALGIMIGLI, 2015). De
maneira geral, os extratos avaliados apresentaram notavel protecdo frente a peroxidacéo
lipidica (Figura 6) que foi inibida por EE e EH. No primeiro dia, a atividade apresentada pelo
EE em todas as concentragdes (7,5; 15 e 30 mg/mL) foi significativamente igual a substancia
de referéncia (BHT), assim como EH, com excec¢do da concentracdo mais baixa de 7,5
mg/mL. A inibicdo da peroxidacdo lipidica foi mantida até o quarto dia, Ultimo dia do
experimento, para o EE e EH, sendo mais intensa na concentragdo de 30 mg/mL. A partir do
comportamento dos extratos ao longo do experimento foi possivel verificar que a inibi¢do da

peroxidagdo lipidica é dose dependente. E importante salientar que durante todo o
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experimento os valores referentes as diferentes concentracdes de BHT ndo foram
estatisticamente diferentes entre si, ou seja, a concentracdo do ativo ndo interferiu na atividade
antioxidante. O BHT € um antioxidante sintético capaz de inibir a peroxidacao lipidica através
da ligacdo do radical lipidico peroxil na posicdo para do grupamento fenoxi do BHT. Uma
vez associado a um radical ndo pode se ligar a outros (SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015).
Algumas espécies do género Cecropia Loefl. ja foram avaliadas quanto a capacidade de inibir
a peroxidacdo lipidica no modelo TBARS.O extrato etandlico proveniente da espécie C.
glaziovii reduziu a peroxidacéo lipidica em cultura celular de queratindcitos HCAT expostos a
radiacdo UVA em concentragOes de 5 a 20 pg/mL (ALVES et al., 2016).Estudos realizados
com ratos submetidos a modelo inflamatério de pleurisia, utilizando extrato aquoso da mesma
espécie em concentragdes de 10 a 300 mg/mL evidenciaram a capacidade de impedir a
peroxidagdo lipidica nos pulmdes dos mesmos (MULLER et al., 2016). Em relacdo a C
pachystachya, o extrato metandlico e o extrato em acetato de etila 7,5 mg/mL foram mais
ativos que EE e EH, apresentando percentual de inibicdo de 81% ao final de 4 dias (DUQUE
et al; 2016; PACHECO et al; 2014). Ja o extrato aquoso avaliado in vivo, em modelo de
comportamento maniaco induzido por quetamina no cortex pré-frontal de ratas pré-tratadas
por 14 dias, foi capaz de inibir a peroxidacdo lipidica provocada pela quetamina (GAZAL et
al., 2015).

A atividade antioxidante em extratos vegetais € associada ao contetdo de polifendis
(MONTORO et al., 2006), uma vez que sdo capazes de reduzir substancias através da doacao
de elétrons ou hidrogénios (PIETTA, 2000; RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1997)
Dessa maneira, a notavel atividade antioxidante do EE e do EH pode ser atribuida alto teor de
fenolicos dos mesmos (Tabela 5).

Sabe-se que 0 estresse oxidativo na pele resulta em desordens cutaneas,
envelhecimento precoce e até mesmo canceres de pele (NICHOLS e KATIYAR, 2010).
Dessa maneira, ha um crescente interesse na busca de produtos naturais antioxidantes e, que
inibam o envelhecimento cutdaneo (TU e TAWATA, 2015). Dessa forma, devido a
proeminente atividade antioxidante encontrada para EE e EH, parametros relacionados ao
envelhecimento como atividade antiglicante, inibicao das enzimas elastase e metaloprotease
foram avaliados. Os resultados indicaram que, de fato, ambos 0s extratos possuem uma
notavel atividade antiglicante. Em todas as concentra¢fes avaliadas (375 a 12,5 pg/mL) EE e
EH apresentaram percentuais de inibicdo de glicacdo estatisticamente superiores ao da
substancia da referéncia aminoguanidina. Em relacdo a outra substancia de referéncia,

quercetina, o EH apresentou a mesma atividade antiglicante em todas as concentracdes,
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exceto na maior (375 pg/mL) em que a quercetina apresentou percentual de inibicdo superior.
JA o EE apresentou percentuais estatisticamente igual ao da quercetina apenas na
concentracdo de 25 pg/mL. O EE assim como o EH, na menor concentracdo (12,5 pg/mL),
foram mais ativos em inibir a glicacdo do que a quercetina. Apesar de atuarem de maneira
dose-dependente, ou seja, a medida que a concentragdo é reduzida a capacidade de inibir a
glicagdo também o é, na menor concentragdo ambos o0s extratos ainda exibem percentuais de
inibicdo superiores ao das substancias de referéncia. Os produtos naturais sdo largamente
investigados na busca de substancias que impecam a formacao de produtos finais de glicacédo
avancada, uma vez que os compostos fendlicos com atividade antioxidante s&o considerados
0s agentes mais promissores (PENG et al., 2008). Além disso, 0s compostos naturais sao
preferiveis aos seus anadlogos sintéticos, por apresentarem menor toxicidade (SHI et al., 2016).

Alguns extratos vegetais também tiveram capacidade de inibir a glicacdo atribuida ao
potencial antioxidante, dentre elas o Paspalum scrobiculatum, Eleusine coracana (HEGDE,
CHANDRAKASAN e CHANDRA, 2002) e Psidium guajava L (WU et al., 2009).

Outros produtos naturais com atividade antioxidante ja foram relatados como
inibidores da glicacdo, como a rutina e gracinol (ELOSTA et al; 2017).

Os flavonoides sdo citados na literatura como compostos com potencial antiglicante,
sendo que sua estrutura quimica influencia na atividade (MATSUDA et al., 2003). Com a
finalidade de corroborar essa informacdo, estudos realizados por Ramkissoon e colaboradores
(2013) em extratos etandlicos oriundos de condimentos, indicam uma forte correlagédo entre o
teor de flavonoides e a formacdo de produtos finais de glicacdo avancada.

O acimulo de radicais livres e AGEs desempenha um papel relevante no
envelhecimento da pele (SHIN et al., 2015). Por conseguinte, considerando o potencial
antioxidande e a capacidade de inibir a formacdo de AGEs, o EE e o EH sdo amostras com
proeminente emprego no tratamento do envelhecimento cutaneo. Uma vez que evidéncias
indicam que um dos principais fatores que contribuem para o envelhcimento é a glicacdo
proteica. Estudos realizados em pele sintética apontam consequéncias da glicacdo para o
metabolismo dérmico como, alteragdes estruturais nas fibras elésticas que culminam com a
perda da elasticidade das mesmas; e com a glicacdo do colageno ocorre o aumento das
moléculas da matriz metaloprotease (MMP1, MMP2 e MMP9) (SADOWSKA-BARTOSZ e
BARTOSZ, 2016). Aliado ao poder antiglicante, a atividade antioxidante associado a
constituicdo rica em fendis e flavonoides também fortalece sua aplicacdo para tal fim, uma
vez que ao inibir o estresse oxidativo fatores que aceleram a senescéncia celular séo
minimizados (SHIN et al., 2015).
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A pele por estar diretamente exposta a radiagdo ultravioleta sofre demasiadamente
com os danos ambientais. A radiacdo ultravioleta, por meio do estimulo a producdo de
espeécies reativas de oxigénio é capaz de iniciar a ativacdo de enzimas que degradam proteinas
da matriz extracelular (RITTIE e FISHER, 2002). A pele é majoritariamente composta por
colageno, que € responsavel pela forca de tensdo da mesma. J& as fibras elasticas representam
de 2-4% da MEC as quais a elasticidade é atribuida. A fim de evitar a degradagdo desses
constituintes e consequente formacdo de rugas, muitas formulacBes cosméticas séo
desenvolvidas. Compostos oriundos de fontes naturais possuem grande potencial de inibir
essas enzimas, atuando como agente anti-rugas (MAITY et al., 2011; THRING, HILI e
NAUGHTON, 20009).

A fim de fortalecer o potencial de EE e EH na prevencao do envelhecmento cutaneo, o
EH e EE foram avaliados quanto a sua capacidade proliferativa em fibroblastos. EH e EE
apresentaram efetiva acdo proliferativa em todas as concentracfes testadas. Assim, pode-se
inferir que os extratos ndo apresentam citotoxidade nas concentragdes avaliadas, e estimulam
o crescimento de fibroblastos. Os resultados de Duque et al (2016) corroboram com o
estimulo determinado pelo EE e EH. Em experimento realizado in vivo com extrato em
acetato de etila da C. pachystachya, o uso topico de géis contendo 2 ou 5% do extrato foi
capaz de estimular a proliferacdo de fibroblastos e consequente aumento da sintese de
colageno.

Ambos os extratos, EH e EE apresentaram expressivo potencial para continuidade dos
estudos, porém como a solugdo hidroalcoolica apresentou maior rendimento e por utilizar
menor quatidade de solvente organico que o etandlico, o EH foi selecionado para a
continuidade dos estudos. Assim, esse extrato foi avaliado quanto a capacidade de inibir as
enzimas elastase e colagenase tipo IV (MMP2). Em relacdo a elastase, o EH foi capaz de
inibi-la de maneira indiscriminada quanto a concentracdo do extrato. Ou seja, de 0,8 a
16pg/mL apresentou a mesma atividade inibitoria, cerca de 50% de inibigdo. Em estudo
realizado por Thring e colaboradores (2009) o extrato aquoso de 21 espécies foram avaliadas
frente a elastase na concentracdo de 100 pg/mL, sendo que 9 plantas foram capazes de inibir
essas enzimas. A espécie Camellia sinensis Kuntze foi a amostra mais ativa para a inibigdo
enzimatica .Pode-se inferir que o EH possui maior poder de inibicdo da elastase, uma vez que
foi avaliado em concentracbes menores que a Camellia sinensis Kuntze. Tal atividade foi
atribuida ao alto teor de fendlicos da amostra. Além disso, em estudo realizado por
Piwowarski e colaboradores (2011) com extratos aquosos a 10 pg/mL de 12 plantas ricas em

taninos, a espécie Aesculus hippocastanum L. apresentou melhor atividade (62%), sendo
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atribuido aos taninos a acdo inibitdria. Estudos recentes realizados com fragdes enriquecidas
com polifendis, incluindo &cido gélico, procianidina B1 e B2 e catequinas corroboram essa
teoria (WITTENAUER et al., 2015). Entretanto, substancias ndo fenolicas como, por
exemplo, o acido boswellico, um triterpenoide isolado da Boswellia ssp, também ja teve sua
atividade anti-elastase relatada (THRING, HILI e NAUGHTON, 2009). Apesar das diferentes
espécies utilizadas nos estudos, é importante ressaltar que ha limitagdes nas comparacfes
estabelecidas, pois as diferentes condicdes de ensaio (substrato, tempo de incubacdo) e
métodos de obtencdo de extratos, podem influenciar na resposta enzimatica (WITTENAUER
etal., 2015).

EH também foi capaz de inibir a MMP2, sendo que, diferentemente da elastase ha
uma relacdo entre a concentracdo do EH e o percentual de inibicdo, isto é, uma relacdo de
dose dependéncia. O maior percentual de inibicdo ocorre a 300 pug/mL, sendo que nas duas
menores concentracdes (16,75 e 32,5 pg/mL) ndo apresentou atividade. Dessa maneira, o0 EH
se mostrou eficiente em inibir a elastase assim como a MMP2. A relacdo de dose dependéncia
no modelo de inibicdo da MMP2 em zimografia também foi encontrada por Limtrakul e
colaboradores (2016) em estudo realizado com extrato butandlico de flores da espécie Cassia
fistul. Nesse mesmo estudo, foram testadas concentragdes entre 50 e 200ug/mL as quais em
todas elas houve inibi¢do enzimatica. Os fibroblastos quando submetidos a estresse oxidativo
sdo estimulados a produzir MMP2, além de induzir a apoptose dos mesmos (GALICKA et al.,
2014). Em posse desses resultados, pode-se inferir que o emprego do EH com finalidade anti-
rugas € uma possibilidade viavel, uma vez que € capaz de inibir enzimas relevantes no

processo de envelhecimento.
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6 CONCLUSAO

Diante ao exposto, extratos de Cecropia pachystachya sdo passiveis de serem
utilizados em formulacdes dermocosmeticas com finalidade antissinais, uma vez que age em
diferentes fatores que culmimam no envelhecimento cutdneo. Possui notavel efeito
antioxidante, é capaz de inibir enzimas que participam da degradacdo da matriz extracelular,

assim como possui relevante efeito antiglicante e efeito proliferativo sobre fibroblastos.
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