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RESUMO

FORTE, A. L. S. A. Avaliacdo do potencial fotoquimioprotetor do extrato de
Protium heptaphyllum da Amazbnia em gel de aplicagdo topica. 2012. 86 f.
Dissertacao (mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

A pele atua como barreira entre 0 meio externo e o organismo. Mesmo possuindo
um grande namero de mecanismos de defesa antioxidante, certas situacdes como a
exposicdo prolongada a radiacdo ultravioleta (RUV), sdo capazes de romper o
equilibrio pré-oxidante/antioxidante no organismo, provocando um grande aumento
na concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). A administracdo topica
de antioxidantes € um eficiente modo para enriquecer 0 sistema protetor cutaneo
enddgeno, e assim uma estratégia de sucesso para reduzir os danos oxidativos
causados a pele pela RUV. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os extratos
vegetais de Eugenia biflora, Eugenia protenta, Protium heptaphyllum, e Miconia
minutiflora quanto as suas propriedades antioxidantes, bem como sua citotoxicidade,
e verificar a efichcia do extrato de Protium heptaphyllum como agente
fotoquimioprotetor in vivo. A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada por
diferentes métodos in vitro que simulam a formacdo de EROs e os valores foram
expressos como a concentracdo de extrato necessaria para promover 50% da acao
antioxidante (ICsp). Todos os extratos estudados tiveram valores de ICsg baixo, o que
representa um grande potencial antioxidante. Além disso, o extrato de Protium
heptaphyllum apresentou baixa citotoxicidade em concentracfes antioxidantes e
guando irradiado parece ser menos citotoxico. Assim, a eficacia fotoquimioprotetora
deste extrato incorporado a uma formulagao topica foi avaliada por meio de estudos
in vivo em camundongos sem pelos expostos a RUV. O extrato incorporado em uma
formulacdo gel, capaz de disponibilizar seus ativos antioxidantes na pele dos
animais, mostrou ser capaz de recuperar os niveis de GSH e a atividade da SOD
reduzidos pela RUV. Por outro lado, ndo houve inibicdo da atividade das
mieloperoxidases. Estes resultados indicam que o extrato apresenta potencial como
agente fotoquimioprotetor.

Palavras-Chave: Atividade antioxidante, Eugenia biflora, Eugenia protenta,
Fotoquimioprotecao, Miconia minutiflora, Protium heptaphyllum.



ABSTRACT

FORTE, A. L. S. A. Evaluation of photochemoprotective potencial of Protium
heptaphyllum Amazon plant extract added in gel formulation for topical
application. 2012. 86 f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

The human skin acts as barrier between the environment and the organism. It
presents a large number of antioxidant defense mechanisms, however, in some
situations, such as in prolonged exposure under ultraviolet radiation (UVR), it is
possible to break the pro-oxidant/antioxidant equilibrium in organism, causing an
increase of reactive oxygen species (ROS). Topic administration of antioxidants is an
efficient way to enhance cutaneous defense system, and a strategy to reduce
oxidative damages caused by UVR in the skin. The purpose of this study was to
evaluate the antioxidant properties and the citotoxicity of Eugenia biflora, Eugenia
protenta, Protium heptaphyllum and Miconia minutiflora plant extracts, and to test the
in vivo photochemoprotective efficiency of Protium heptaphyllum plant extract. The
antioxidant activity of plant extracts was evaluated by several in vitro methods that
simulated ROS generation and the results were expressed such as the extract
concentration necessary to promote 50% of the antioxidant action (ICsp). All the
studied plant extracts presented low ICs, values, showing a great antioxidant
potential. Moreover, Protium heptaphyllum extract presented reduced citotoxicity in
antioxidant concentrations and the exposure under UVR seems to decrease its
citotoxicity. So, the photochemoprotective effectiveness of this extract into a topical
formulation was evaluated by in vivo tests using hairless mice exposed under UVR.
Gel formulation with Protium heptaphyllum extract proved to be able to provide
antioxidant compounds to skin and to recover GSH levels and SOD activity reduced
by UVR. On the other hand, there was no inhibition of myeloperoxidases activity.
These results indicate that this extract presents potential as photochemoprotective
agent.

Keywords: Antioxidant activity, Eugenia biflora, Eugenia protenta, Miconia
minutiflora, Photochemoprotection, Protium heptaphyllum.
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1. Introducdo



Introducdo

Nos ultimos anos, evidéncias tém indicado o papel chave dos radicais livres e
outros oxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento cutaneo e pelas
doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer, doencas
cardiovasculares e disfuncdes cerebrais.

A molécula de oxigénio no seu estado fundamental (O;) contém dois elétrons
ndo pareados, o que favorece sua reducdo e a formacgéo de produtos intermediarios
denominados Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (DARR; FRIDOVICH, 1994).
As EROs podem reagir com as moléculas organicas provocando a perda da
integridade celular, da funcionalidade enziméatica e da estabilidade gendmica
(MEAGHER; FITZGERALD, 2000).

Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos in vivo agem por inibicdo da
geracdo de EROs ou diretamente pelo sequestro de radicais livres (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Contudo, em condi¢Bes pro-oxidantes a concentracao desses
radicais pode aumentar resultando no desequilibrio entre moléculas oxidantes e
antioxidantes. A inducdo de danos celulares pelos radicais livres tem sido chamado
de estresse oxidativo (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Poucos tecidos estao sujeitos a um estresse oxidativo tdo elevado quanto a pele
(MELONI; NICOLAY, 2003), sendo a radiagéo ultravioleta (RUV) a maior promotora
de EROs e o principal fator ambiental causador de cancer (PEUS et al., 2001)

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2011), o cancer de pele nao
melanoma € o cancer mais comum no mundo e sua incidéncia continua a aumentar.
Tem-se observado também um expressivo crescimento na incidéncia de tumores do
tipo melanoma em popula¢gdes caucasianas. Com o0 objetivo de reduzir os efeitos
carcinogénicos e foto danos da radiacdo solar, recomenda-se 0 uso de
bloqueadores solares contendo filtros ultravioleta.

No entanto, o aumento do uso de bloqueadores solares tem coincidido com o
aumento do cancer de pele (RAMPAUL; PARKIN; CRAMER, 2007). Estudos
conduzidos por Hanson, Gratton e Bardeen (2006) mostram que quando os filtros
solares quimicos penetram nas camadas nucleadas da pele, o nivel de EROs
aumenta além daquele produzido naturalmente pelos cromoforos epiteliais sob
radiacdo ultravioleta. Além disso, trabalhos na literatura ja demonstraram que 0s
filtros solares sofrem processos de degradacgao induzidos pela radiacdo UV, o que
leva a uma reducdo na capacidade de protecdo da pele e também a geracdo de
especies potencialmente toxicas (SCALIA; MEZZENA, 2010).
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Fotoquimioprevencdo € o termo que define o uso de agentes capazes de
prevenir ou combater os efeitos adversos da RUV na pele (FGUYER; AFAQ;
MUKHTAR, 2003). Antioxidantes, principalmente de origem vegetal, tém recebido
consideravel atencdo como agentes fotoquimiopreventivos para uso humano. Alguns
trabalhos ja demonstram a eficacia de extratos vegetais e substancias isoladas de
plantas, a qual tem sido atribuida a sua capacidade antioxidante e/ou
antiinflamatoéria (KATIYAR; AFAQ; MUKHTAR, 2001; VAYALIL; ELMETS; KATIYAR,
2003; CASAGRANDE et al., 2006; NICHOLS; KATIYAR, 2010).

Portanto, considerando a estreita relacdo entre a exposi¢ao solar e o aumento do
estresse oxidativo na pele, aliada ao fato de que estudos epidemiol6gicos
demonstram que o0 uso de protetores solares ndo € completamente efetivo na
prevencado do cancer de pele induzido pela exposicdo a RUV, o uso de antioxidantes
surge como alternativa para fotoprotecado e prevencao do cancer de pele e outras
patologias cutdneas (GONZALEZ; FERNANDEZ-LORENTE; GILABERTE-
CALZADA, 2008).

1.1. A radiacéo ultravioleta e os danos causados a pele

A radiagéo ultravioleta emitida pelo sol dividi-se em: UVC (200 — 280nm), UVB
(280 — 320nm) e UVA (320 — 400nm). A radiacdo UVC, de maior energia e
consequentemente a mais danosa biologicamente, é absorvida pela camada de
ozbnio da atmosfera terrestre e, assim, seu papel nas patogenias humanas
causadas pela exposicdo a radiacdo solar € minimo (AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR,
2005). As radiacdes UVB e UVA diferem quanto aos seus sitios de acao na geracao
de lesbes. Os raios UVB, 0s mais energéticos comprimentos de onda que atingem a
Terra, podem induzir lesdes diretamente no DNA, ja os raios UVA sdo menos
energéticos que os UVB, mas tém maior poder de penetracdo, sendo que 0 seu
principal modo de acdo se da pela geracdo de EROs (VIOUX-CHAGNOLEAU et al.,
2006).

A energia proveniente da RUV é absorvida pelos cromoforos celulares, como
DNA, porfirinas, &cido urocanico e aminoacidos aromaticos, e convertida em energia
guimica. Esses croméforos energizados podem reagir com o oxigénio molecular
resultando na geracédo das EROs, dentre os quais destacam-se os radicais hidroxila

(HO"), superéxido (02"), peroxila e alcoxila (RO2' e RO’), o oxigénio singlete (*O,) e
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os peroxidos de hidrogénio (H,O,) e organicos (ROOH) (GUARANTINI; MEDEIROS;
COLEPICOLO, 2007; XU; FISHER, 2005).

As EROs podem reagir com as moléculas organicas, como proteinas, lipidios,
acidos nucléicos e carboidratos, provocando a perda da integridade celular, da
funcionalidade enzimética e da estabilidade genémica (MEAGHER; FITZGERALD,
2000). Dentre as moléculas organicas, os lipidios séo, provavelmente, as mais
susceptiveis a serem atacadas pelas EROs (INAL; KANBAK; SUNAL, 2001), pois as
membranas biolégicas contém consideraveis quantidades de lipidios altamente
insaturados e sao banhadas por fluidos ricos em oxigénio e metal (BUEGE; AUST,
1978).

A peroxidacao lipidica pode conduzir a uma desorganizacdo da membrana
celular com liberacéo de fosfolipidios que atuam sinergicamente a um aumento das
atividades da fosfolipase A2 (PLA2) e da ciclooxigenase-2 (COX-2) induzidas pela
radiacdo UV, resultando em niveis maiores de producdo de prostaglandinas (PG),
incluindo a prostaglandina E2 (PGE2), responsaveis pela inflamacéo epitelial. A
primeira resposta observada na pele apdés exposicdo ao sol €, portanto, a
inflamacéo, caracterizada por eritema, edema e calor, e pela elevacao dos niveis de
prostandides (HRUZA; PENATLAND, 1993; KANGROTONDO et al., 1993; WILGUS
et al., 2003). As funcbes presumiveis do processo inflamatério instalado na pele
apos a exposicdo a RUV séo de remover e reparar os tecidos e células danificadas
(RIJKEN et al., 2006).

O processo inflamatério promove a liberacdo de fatores de crescimento, de
citocinas proé-inflamatérias e o recrutamento de células inflamatérias como
macrofagos e neutréfilos. As citocinas liberadas pela exposicdo a radiacdo UV
atuam sobre as células da epiderme e os leucdcitos infiltrados, estimulando a
sinalizacao intracelular e alterando a expressao génica. Por exemplo, a interleucina-
1 (IL-1), liberada de células epidermais expostas a luz UV e de células inflamatorias,
pode prontamente induzir o passo de sinalizagdo intracelular de proteinas quinases
ativadas por mitégeno (MAP quinases) (JANSSENS; BEYAERT, 2003). As MAP
quinases compreendem um grande numero de proteinas serina/treonina quinases
envolvidas na regulacdo de diferentes processos celulares, como proliferacéo,
diferenciacao, adaptagcéo ao estresse e apoptose (AFAQ et al., 2005).

A via de sinalizagdo das MAP quinases leva a indu¢cao de membros chave das

metaloproteinases da matriz (MMP), uma familia de zinco endopeptidases capaz de
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degradar estruturas protéicas como o colageno, elastina e outras proteinas
presentes na matriz extracelular da pele (LAHMANN et al, 2001; VIOUX-
CHAGNOLEAU et al., 2006). Sob condicdes fisiologicas normais, as MMPs ativadas
sdo controladas por inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) e sao
geralmente expressas em baixos niveis. No entanto, os niveis de algumas destas
MMPs podem ser elevados rapidamente quando o tecido é submetido a radiagdo UV
(FISHER et al., 1996; FISHER et al., 1997), durante a inflamacéo, a cicatrizacdo de
feridas e cancer no estagio de progressédo (STEENVOORDEN et al., 2001; ZUCKER
et al., 2003).

A ativacdo enzimética pode ser um reflexo da geracdo de EROs, porque
oxidantes sdo potentes ativadores de MMP. Este episddio talvez seja a maior causa
dos danos observados no fotoenvelhecimento. No entanto, a contribuicéo individual
de cada uma dessas enzimas na destruicdo do tecido conectivo pela exposicédo a
RUV, ainda ndo é precisamente conhecida. Sugere-se que a MMP-8 e a MMP-13
pouco contribuem para os danos estruturais do fotoenvelhecimento (BRENNAN et
al., 2003), enquanto que a MMP-1 (colagenase 1 ou colagenase intersticial), que
degrada fibras de colageno tipo | e Ill, a MMP-3 (estromelisina-1) que degrada
colageno tipo IV e a MMP-9 (gelatinase-B) que degrada fragmentos de colageno
gerados pela MMP-1, juntas, tém a capacidade de degradar a maior parte das
proteinas estruturais que compdem o tecido conectivo dérmico (FISHER et al., 2001;
XU; FISHER, 2005).

A radiacdo também aumenta os niveis de mieloperoxidase (MPO), uma enzima
peréxido de hidrogénio oxidorredutase especificamente encontrada em leucdcitos
granulociticos, incluindo polimorfonucleares (PMNs), mondcitos, baséfilos e
eosinofilos que contribui para a atividade bactericida dessas células (TRUSH, 1994).
Durante a acdo dos neutrofilos no organismo, elétrons sao transferidos do oxigénio
pela enzima NADPH oxidase para o fagossomo ou para 0 meio extracelular gerando
02" e H,0;, que atuam como desencadeantes da formacao de outros radicais mais
potentes. A geracdo desses radicais € dependente da presenca de mieloperoxidase
que, juntamente com o peroxido de hidrogénio, forma halégenos oxidados, como o
acido hipocloroso (HCIO), efetivos contra microrganismos e células tumorais
(FREIRE; QUELUZ, 1995).

Para proteger a pele dos efeitos causados pela radiagdo UV, numerosos

mecanismos de defesa antioxidante evoluiram para limitar os niveis intracelulares de
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radicais livres e impedir a indugdo de danos (HENSLEY et al., 2000). Antioxidantes
enzimaticos e nao enzimaticos, como a glutationa (GSH), acido ascorbico, a-
tocoferol, B-caroteno e acido retindico, agem in vivo por inibicdo da geracdo de
EROs, ou diretamente pelo sequestro de radicais livres. Os niveis enddégenos de
antioxidantes podem ser regulados pelo aumento da expressdo dos genes que
codificam as enzimas antioxidantes superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase. Superoxido dismutases (SOD) removem O, acelerando sua conversao
a H,O,. Catalases (CAT) convertem H,O, em agua e O,. No entanto, as enzimas
mais importantes na remocdo de H,O, das células humanas sdo as glutationa
peroxidases (GPx) (ARUOMA, 2003). A GPx catalisa a reducéo de H,O, e peroxidos
organicos para seus correspondentes alcodis a custa da conversdo da glutationa
reduzida (GSH) a sua forma oxidada (GSSG). A recuperacdo da GSH é feita pela
enzima Glutationa-redutase (GSH-Rd), uma etapa essencial para manter o sistema
de protecdo celular integro (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Sob tensédo normal de oxigénio, esses mecanismos de defesa antioxidante sédo
suficientes para manter a homeostasia, removendo os radicais livres produzidos.
Contudo, em condi¢des pré-oxidantes, como a exposicdo prolongada a RUV, a
concentracdo de radicais pode aumentar devido a maior geragao intracelular ou pela
deficiéncia dos mecanismos antioxidantes (SIERENS et al, 2001). Baixas
concentracbes de EROs no organismo sdo indispensaveis nos processos de
sinalizacao celular e na defesa contra microrganismos. Porém, a presenca em altas
concentracdes e/ou a remocao inadequada dessas EROs podem levar a disfuncdes
metabolicas e danos as macromoléculas bioldgicas (MATES; SANCHES-JIMENEZ,
1999). A exposicdo a radiacdo UV causa deplecdo do sistema antioxidante
endodgenos fazendo com que os efeitos deletérios ndo sejam completamente
prevenidos, resultando em danos oxidativos ao DNA.

A reducéo das defesas antioxidantes da pele devido a exposicdo a radiacdo UV
ja foi relatada por diversos pesquisadores. Shindo e colaboradores (1993)
demonstraram que, apos a irradiagdo de camundongos sem pelos com dose de
RUV corresponde a dez vezes a dose eritematosa minima (25J/cm?), as atividades
das enzimas catalase e superoxido dismutase sofreram um grande decréscimo na
derme e epiderme. Os antioxidantes a-tocoferol, 9-ubiquinol, 9-ubiquinona, &cido
ascorbico, &cido dihidroascorbico e GSH também sofreram decréscimo de 26-93%.

Pence e Naylor (1990) verificaram que a atividade da enzima superoxido dismutase
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sofreu um decréscimo significante ap6s 12 horas de uma Unica exposi¢cao de
camundongos sem pelos a radiacdo UVB e manteve-se suprimida por mais de 72
horas ap0s essa exposicao.

Antioxidantes enddgenos estdo presentes em maior concentracdo na epiderme
gue na derme de camundongos sem pélo e a exposi¢do dos animais a um simulador
solar causa a diminui¢cdao dos antioxidantes mais drasticamente na epiderme que na
derme (SHINDO et al., 1994). Portanto, a epiderme pode ser considerada a primeira
linha de defesa da pele contra danos oxidativos causados por EROS. Baseado
nestas evidéncias, o monitoramento dos niveis de antioxidantes endégenos pode ser
utilizado como um indice precoce do estresse oxidativo na pele e a sua protecao
pode ser uma estratégia na prevencéo de danos (CASAGRANDE, 2005).

1.2. Extratos vegetais

As florestas tropicais constituem um dos biomas mais ricos e, provavelmente,
possuem mais da metade do numero de espécies na Terra (CALDERON et al.,
2009). Estima-se que no Brasil estdo localizadas 50% das espécies vegetais do
mundo, porém, esta biodiversidade ndo é totalmente conhecida devido a sua
complexidade (SILVA; RYLANDS; FONSECA, 2005). Uma vez que as vias
metabdlicas secundarias dos vegetais sdo excelente fonte de matérias-primas na
busca de novas drogas, o Brasil possui um patriménio genético de valor econémico
e estratégico inestimavel.

Atualmente, novos compostos com potencial para prevenir o0 estresse oxidativo
tém atraido grande interesse. As plantas produzem uma variedade de substancias
antioxidantes que podem combater os danos causados pelas EROs, dentre as quais
destacam-se os compostos fendlicos (DI MAMBRO; FONSECA, 2005). A atividade
antioxidante de compostos fendlicos deve-se, principalmente, as suas propriedades
redutoras e a estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacado de metais de
transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacho como na propagacao do processo
oxidativo. Os compostos intermediarios formados pela acdo dos antioxidantes
fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromético

presente na estrutura destas substancias (SOUSA et al., 2007).
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Na literatura, ha poucos estudos relacionados ha identificacéo fitoquimica das
espécies Eugenia biflora, Eugenia protenta e Miconia minutiflora. O género Eugenia
€ bastante rico em compostos fendlicos, por isso as espécies deste género
apresentam atividade antioxidante (EINBOND et al., 2004).

Rodrigues (2007) observou, em uma espécie do género Miconia, a presenca de
flavonoides, bem como, terpenos e triterpenos que podem estar associados com a
elevada atividade antimicrobiana apresentada pelas espécies deste género.

Araujo (2011) estudando os extratos metandlicos de Eugenia biflora, Eugenia
protenta e Miconia minutiflora encontrou a presenca alcaloides, terpenos,
triterpenos, esterdides e flavondides, embora a identificacdo destes compostos néao
tenha sido realizada.

Quanto a espécie Protium heptaphyllum, a maioria dos estudos reporta a
composic¢éao fitoquimica da resina obtida do tronco e dos 6leos essenciais obtidos da
resina e das folhas, constituidos principalmente de monoterpenos e triterpenos, em
especial a e B-amirina (ZOGHBI; MAIA; LUZ, 1995; SUSUNAGA, 2001; BANDEIRA
et al., 2001; BANDEIRA et al., 2002; CITO et al., 2006; MARQUES et al., 2010).
Com relacdo a esses compostos, varios estudos demonstram suas atividades
biolégicas, entre elas: anti-pruriginosa (OLIVEIRA et al., 2004a), gastroprotetora
(OLIVEIRA et al., 2004b), hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2005a), analgésica
(OLIVEIRA et al., 2005b), sedativa, ansiolitica, antidepressiva (ARAGAO et al.,
2006) e anti-inflamatoria (HOLANDA PINTO et al., 2008). Segundo Rudiger, Siani e
Veiga Junior (2007) outros compostos como &cido p-cumarico, escopoletina,
fraxetina e quercetina, foram encontrados no caule desta espécie, 0s quais podem
conferir atividade antioxidante ao extrato em estudo.

Considerando tais informacbes, € de fundamental importancia estudos que
conduzam a um maior conhecimento do potencial terapéutico e toxico e que
comprovem a seguranca e eficacia de espécies vegetais da biodiversidade
brasileira, ja que estas espécies sao utilizadas pela populagdo de maneira empirica.
Além disso, a busca por substancias antioxidantes que tenham efeito
quimiopreventivo pode ser de grande utilidade na prevencéo de cancer de pele e do

fotoenvelhecimento.
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Objetivos

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo investigar a atividade antioxidante in vitro dos
extratos de Eugenia biflora, Eugenia protenta, Miconia minutiflora e Protium
heptaphyllum, bem como avaliar o potencial fotoquimioprotetor in vivo do extrato de
Protium heptaphyllum, incorporado em formulagcéo tépica, utilizando camundongos

sem pélos irradiados com ultravioleta.
2.2. Objetivos especificos

= Avaliar o potencial sequestrador de radicais livres dos extratos empregando

diferentes métodos in vitro.

Caracterizar quimicamente os extratos.

Avaliar a citotoxicidade dos extratos em cultivos celulares.

Preparar formulacbes creme, gel e gel-creme adicionadas do extrato de

Protium heptaphyllum.

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes e verificar a

atividade antioxidante destas.

= Avaliar a capacidade das formulacbes em permitir a penetracdo e retencao
dos componentes do extrato na pele de camundongos sem pelos.

» [nvestigar o potencial fotoquimioprotetor in vivo do extrato através da

eficiéncia na protecdo dos niveis do antioxidante enddgenos GHS e da

atividade da enzima superéxido dismutase e, da eficacia anti-inflamatéria na

pele de camundongos sem pelos expostos a UVB.
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3.1. Obtengao dos extratos

Os extratos utilizados neste estudo foram cedidos pela Dr2 Maria da Graca
Bichara Zoghbi do Museu Paraense Emilio Goeldi — MPEG (Belém/PA).

A coleta das amostras boténicas foi realizada de forma aleat6ria. Nao foram
coletadas amostras de espécies ameacadas de extingdo, troncos ou raizes. A
Tabela 1 apresenta a lista das espécies, data, local e municipio das coletas,
coordenadas, numero de registro no Herbario MG, parte da planta utilizada no

preparo dos extratos, solvente utilizado e rendimento do extrato.

Tabela 1. Dados da coleta das espécies vegetais e da preparacdo dos extratos
utilizados no estudo.

Espécie Dce(l)tlamdaa ngﬁaltge Municipio Coordenadas Registro P&gﬁtia Solvente Rendimento
Fugenia Fevior  SomUMda%e  paracanapa \;Q'Vagg%’%%: 188763  Folha  MeOH 11,3%
Eﬁ)ﬂgmg Set/08  Mata do Jari ‘T’@r\‘fg{lﬁ? VSV(A)S(;524355(; 178395  Folha  MeOH 14,92%
Meotia - guiog  CAMPUSIO pejempa S OIS . Foha  MeOH 10,91%
he;;"gL”yTum seyo7  ReSngada - yparacanzpa fvagiz%z% 100011 QU yeoH 12,70%

* |dentificac@o por comparagdo com a excicata MG 31.137

Os extratos foram preparados no MPEG a partir das partes secas das plantas.
As amostras foram secas, em salas equipadas com ar-condicionado e
desumidificador até completar 7 dias a partir da data de coleta, moidas em moinho
de facas e maceradas a frio durante 48h com metanol numa proporcéo
massa/solvente de 1:4. Em seguida, foram filtradas e novamente maceradas por
mais 48h e, as solugbes extrativas evaporadas em evaporador rotativo. As amostras
de Eugenia protenta e Miconia minutiflora foram secas em estufa a 40°C por 48h

antes da maceragao.

3.2. Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos in vitro

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada por diferentes métodos que
simulam a formacdo de EROs. A atividade antioxidante foi expressa pela
porcentagem de inibicdo versus a concentracdo de extrato no meio reacional, sendo

a porcentagem de inibicdo determinada pela equacéao:
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% inibicdo = 100 - _Amostra x 100
Controle Positivo (1)

Onde: Amostra = Absorbancia da amostra, nos métodos espectrofotométricos,
ou a area sob a curva (ASC) da amostra nos métodos quimioluminescentes, e
Controle Positivo (C+) = Absorbancia do C+ nos métodos espectrofotométricos, ou
a area sob a curva (ASC) do C+ nos métodos quimioluminescentes.

Desta forma foi possivel obter uma curva dose-resposta, assim como estimar a
concentracdo de extrato que inibe o processo oxidativo em 50% (ICsp) utilizando
uma curva hiperbdlica. A determinacdo do ICso € um parametro muito utilizado para
medir a atividade antioxidante (PAREJO et al., 2000), sendo que gquanto menor o

ICs0, maior sera a atividade antioxidante.

3.2.1. Medida da atividade doadora de H®* ao radial DPPH*

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pela diminuicdo da
absorbancia da solucdo alcodlica do radical DPPH*® (1,1-difenil-2-picrilhidrazila)
utilizando o método descrito por Blois (1958).

Em tubos de ensaio, foram adicionados 1mL de tampdo acetato de sédio
(0,2M) pH 5,5, 1mL de alcool etilico (95%), 50uL de amostra e 500uL de solucao
alcodlica de DPPH® (200uM). O controle positivo ndo continha amostra e o branco
foi constituido de 1mL de tampao acetato 0,1M pH 5,5 e 1,5mL de etanol. Depois de
10 minutos a leitura foi realizada a 517nm em espectrofotdmetro Hitaschi U2001. A
variacdo da absorbancia, proporcionada pelas amostras de extratos, foi comparada
a absorbancia do controle positivo (apenas DPPH®), que corresponde a absorbancia

maxima (100%).

3.2.2. Determinacdo da atividade inibidora da peroxidacéo lipidica

A medida da inibicdo da peroxidacéao lipidica foi determinada pela diminuicédo
da formacdo de malondialdeido (MDA), um produto da peroxidagéo lipidica. O MDA
€ um aldeido que reage com duas moléculas do acido tiobarbittrico (TBA), gerando
um cromoforo rosa que € detectado espectrofotometricamente em 535 nm
(OHKAWA et al., 1979).
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Em 1mL de meio reacional contendo KCI (130mM) e Tris-HCI (10mM) pH 7,4,
foram adicionados 10uL de citrato de sodio (200mM), 10uL de amostra teste,
suspensdao de mitocondria (Img de proteina) e 10uL sulfato ferrosos amoniacal
(50mM). A reacéo foi incubada a 37°C por 30 minutos (RODRIGUES et al., 2002).
Para determinacdo do MDA formado, 1mL de &cido tiobarbitdrico (1%) (TBA)
preparado em NaOH (50mM), 100puL NaOH (10M) e 500uL de H3zPO4 (20%) foram
adicionados, seguido por incubacédo de 20 minutos a 85°C (OHKAWA et al., 1979). O
complexo MDA-TBA foi extraido com n-butanol, centrifugado a 3000rpm por 10
minutos e a leitura da absorbancia foi realizada a 535nm em espectrofotdmetro
Hitaschi U2001 (BUEGE; AUST, 1978). Concomitantemente, foram feitos o branco
(auséncia de mitocéndrias), o controle positivo (auséncia de amostra), o controle do
solvente (&lcool etilico PA, auséncia dos extratos) e o controle negativo (auséncia de
ferro). As mitocondrias utilizadas foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo (FCFRP — USP).

3.2.3. Determinacdo da atividade quelante do ion ferro utilizando a
batofenantrolina

Para determinacdo da atividade quelante do ion ferro foi utilizado
batofenantrolina (BPS), um forte quelante do ion ferro que forma um complexo
colorido quando ligado a este ion.

Em 2mL de meio reacional contendo sacarose (125mM), KCI (65mM) e Tris —
HCI (10mM) pH 7,4, foram adicionados 10uL de sulfato ferroso amoniacal (10mM) e
20uL de amostra teste. A reacdo foi incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, adicionou-se 10uL de BPS (40mM) incubando novamente
por 15 minutos. O branco da reacédo foi constituido de meio reacional e BPS, e 0
controle positivo ndo continha apenas a amostra. A quelacdo do ion ferro pelo
extrato foi determinada pela mudanca colorimétrica medida a 530nm em
espectrofotometro Hitaschi U2001 (BOLANN; ULVIK, 1987).
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3.2.4. Determinacdo da inibicdo da quimioluminescéncia gerada no sistema
xantina/XOD/luminol

A medida da atividade inibidora da quimioluminescéncia gerada no sistema
xantina/XOD/luminol foi realizada pelo método descrito por Girotti e colaboradores
(2000).

Em tubos proprios para lumindmetro, foram pipetados 400uL de solucéo
preparada acrescentando EDTA (1mM) ao tampao glicina (0,1M) pH 9,4. Entao,
foram adicionados 150uL de xantina (6mM), 10uL de amostra teste e 10uL da
solucéo de luminol (0,6mM). A reacéo foi iniciada com a adicdo de 100uL de solugéo
recém preparada de xantina oxidase (20mUN/mL) mantida resfriada no gelo. A
medida da quimioluminescéncia foi realizada em lumidmetro Autolumat LB953
durante 5 minutos a 25°C. Durante o periodo de andlise, o luminbmetro realiza a
contagem de fotons emitidos pelas amostras e fornece um gréfico da quantidade de
fétons (y) pelo tempo em minutos (X). A porcentagem de inibicdo da
guimioluminescéncia foi calculada pela medida da area sob a curva (ASC) obtida
neste grafico, como descrito no item 3.2.

Também foi realizado um experimento de forma modificada para comprovar
se a enzima mantinha sua atividade inalterada na presenca dos diferentes extratos.
Assim, a aliquota de enzima foi incubada com a aliquota de extrato por 15 minutos

antes de ser adicionada ao meio reacional.

3.2.5. Determinagdo da inibicdo da quimioluminescéncia gerada no sistema
H,O./HRP/luminol

Para a medida da atividade inibidora da quimioluminescéncia gerada pelo
sistema H,O,/HRP/luminol foi utilizado o método descrito por Krol e colaboradores
(1984).

Em tubos proprios para lumindmetro, foram adicionados 380uL de tampao
KH2PO4 (0,1M) pH 7,4, 10uL da amostra teste, 100uL de H,O, (concentracao final:
5x10°M) e 10pL de solugéo de luminol (0,6mM). A reacdo foi iniciada com a adicdo
de 500puL de solucdo recém preparada de horseradish peroxidase (HRP) (0,2Ul/mL)

mantida resfriada em gelo. A leitura foi realizada em luminémetro Autolumat LB953
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durante 10 minutos a 25°C. A porcentagem de inibicdo da quimioluminescéncia
também foi calculada pela medida da ASC, como descrito no item 3.2.

Da mesma forma que no item 3.2.4, foi realizado um experimento modificado
incubando enzima e extrato por 15 minutos antes de ser adicionada ao meio

reacional.

3.3. Caracterizacdo quimica dos extratos

3.3.1. Determinacéo do teor de polifenodis

O teor de polifendis totais dos extratos foi determinado pelo método
colorimétrico utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau, e acido galico como padrdo
de referéncia para a construcao da curva de calibragéo.

Foram adicionados a 500uL da amostra ou solugéo de acido galico, 500uL do
reagente Folin-Ciocalteu e 500uL da solugdo de Na,CO3; (10%). ApGs a incubacao
por 1 hora a temperatura ambiente, a leitura foi realizada a 760nm em
espectrofotdbmetro Hitaschi U2001. Para zerar o aparelho, a aliquota de amostra foi
substituida pela mesma quantidade de agua deionizada. O contetdo de polifendis
totais foi expresso como pg de equivalente de acido galico (EAG) por mg de extrato
(KUMAZAWA et al., 2004).

3.3.2. Determinacéo do teor de flavonoides

Para determinacado do teor de flavondides totais dos extratos, a quercetina foi
empregada como padrao de referéncia para a constru¢do da curva de calibracéo.
Foram adicionados a 500uL de amostra ou solucéo de quercetina, 500uL de solugao
hidroetandlica 50% (v/v) de cloreto de aluminio a 2% (p/v). Apés a incubacéo por 1
hora a temperatura ambiente, a leitura foi realizada a 420nm em espectrofotdmetro
Hitaschi U2001. Para zerar o aparelho, a aliquota de cloreto de aluminio (2%) foi
substituida pela mesma quantidade de etanol 50% (v/v). O conteudo de flavondides
totais foi expresso como pg de equivalente de quercetina (EQ) por mg de extrato
(KUMAZAWA et al., 2004).
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3.4. Avaliagéo da citotoxicidade dos extratos

3.4.1. Linhagem celular e cultivo

As células de fibroblastos de camundongo da linhagem L929 foram adquiridas
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Essas foram cultivadas em meio de
cultura Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SBF), penicilina (100U/mL), estreptomicina (0,1mg/mL) e

anfotericina B (0,25ug/mL); e incubadas a 37°C com 5% de CO..

3.4.2. Determinacédo da viabilidade celular pelo ensaio do Vermelho Neutro

O ensaio de viabilidade pelo método do vermelho neutro € baseado na
capacidade de captura e acumulo do corante nos lisossomos das células viaveis ndo
injuriadas (BORENFREUND et al., 1988). A escolha deste método para avaliar a
citotoxicidade dos extratos Eugenia biflora, Miconia minutiflora e Protium
heptaphyllum foi devido a menor interferéncia dos extratos na leitura.

Com objetivo de identificar possiveis interferéncias da radiacdo UVB na
citotoxicidade dos extratos, também foram avaliados extratos irradiados com uma
fonte de luz UVB por 60 minutos antes do ensaio, recebendo uma dose de radiacao
de 2,87J/cm? o que equivale &, aproximadamente, a dose maxima de RUV que
atinge a superficie da Terra proximo a Linha do Equador (VILELA et al., 2011).

As células da linhagem L929 foram semeadas em placas de 96 pocos a uma
densidade de 1 x 10* células/poco e incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO e,
24 horas depois, foi realizado o tratamento com vérias diluicbes dos extratos em
meio ndo suplementado com SBF (meio incompleto). Vinte e quatro horas ap6s o
tratamento com os extratos, foi adicionado 200puL de vermelho neutro (50ug/mL) em
cada poco e a placa foi incubada na estufa por 3 horas. Apos este periodo, 0
vermelho neutro foi removido e as células foram lavadas com uma solugdo de
formaldeido 1% (v/v) e CaCl, 1% (p/v); e, em seguida, foram adicionado 200uL de
etanol com acido aceético 1% (v/v). A leitura foi realizada apés 15 minutos a
temperatura ambiente em leitor de microplacas (uQuant) em 540nm
(BORENFREUND et al., 1990). A viabilidade celular foi expressa em porcentagem

de células viaveis em relacéo ao grupo controle sem tratamento.
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3.5. Desenvolvimento das formula¢cdes de uso topico
3.5.1. Preparo das formulacdes

Foram preparadas 3 formula¢gBes de uso tépico nas formas de gel, gel-creme
e creme, adicionadas ou ndo do extrato metandlico seco de Protium heptaphyllum,

como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Composicéo das formulagoes.

Formulacéo (%, p/p)

Componentes

P1 F1 P2 F2 P3 F3
Aristoflex® AVC 5,0 5,0 - - - -
Hostacerin® SAF - - 15,0 15,0 - -
Polawax NF - - - - 20,0 20,0
Palmitato de Isopropila 15 15 - - 15 15
Oleo de Macadamia 2,0 2,0 - - 2,0 2,0
Phytosqual® 2,5 2,5 2,0 2,0 2,5 2,5
Propilenoglicol 25,0 21,0 25,0 21,0 25,0 21,0
Nipaguard® CG 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Tampao Mcllvaine pH 5,0 63,95 63,95 57,95 57,95 48,95 48,95
Extrato Protium heptaphyllum - 4,0 - 4,0 - 4,0

O tampéo Mcllvaine pH 5,0 foi preparado com Na,HPO, 0,2M (17,81g/L) e
acido citrico 0,1M (21g/L), sendo o pH corrigido com acido citrico 0,1M.

Para preparar as formulagbes P1 e F1, o tampdo Mcllvaine foi aquecido a
60°C e em seguida adicionou-se o polimero Aristoflex® AVC (Clariant), agitando a
mistura a 300rpm em agitador Fisatom 713 D até completa dispersdo. ApOs o
resfriamento, acrescentou-se o restante dos componentes.

As formulagdes P2 e F2 foram preparadas por simples agitacdo manual, a
frio, da matéria-prima Hostacerin® SAF (Clariant) com o tamp&do Mcllvaine. Apés
adquirir consisténcia, foram adicionados os demais componentes.

As formulagbes P3 e F3 foram preparadas pelo método da inverséo de fases,

sendo as fases aquosa e oleosa aquecidas separadamente até 75°C e, em seguida,
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misturadas sob agitacdo constante a 400rpm em agitador Fisatom 713 D. Apds o
resfriamento, foram acrescentados o conservante e o propilenoglicol, ou o extrato.

O extrato de Protium heptaphyllum foi previamente solubilizado quantidade de
propilenoglicol usada na preparacédo de cada formulagdo com ajuda de um sonicador
de banho Thorton T50. Posteriormente, o extrato solubilizado foi incorporado as
formulagbes, por agitacdo manual, quando estas se encontravam a temperatura
ambiente. Nas formulagbes placebo, foi incorporado apenas propilenoglicol em
quantidade equivalente.

As formulagdes foram acondicionadas em potes de PVC brancos de fundo
falso, com capacidade de 509, e armazenadas a 4°C.

3.5.2. Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes

Amostras das formulacdes, armazenadas a 4°C, foram analisadas quanto as
caracteristicas organolépticas e submetidas ao teste de centrifugacdo e
determinacdo de pH. As formulacbes também foram avaliadas quanto a sua

atividade antioxidante.

3.5.2.1. Caracteristicas organolépticas

As amostras foram analisadas visualmente quanto ao aspecto, cor,

homogeneidade e separacao de fases (BRASIL, 2004).

3.5.2.2. Teste de centrifugacéao

O teste de centrifugacdo foi realizado utilizando 2g de cada amostra
centrifugada a 1660 x g por 30 minutos em centrifuga Eppendorf 5810R. O critério
de aceitabilidade foi a ndo ocorréncia da separacdo de fases (MAIA CAMPOS;
BRADA, 1992).
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3.5.2.3. Determinacgéo de pH

A avaliacdo de pH foi realizada pela determinacéo direta do pH em solucdes
aguosas das amostras a 10% (p/v), utilizando peagametro Digimed DM20
(DIMAMBRO; FONSECA, 2005).

3.5.2.4. Avaliacao da atividade antioxidante das formulacdes

A atividade antioxidante das formulacdes foi avaliada pelo método da
determinacao da quimioluminescéncia gerada no sistema xantina/XOD/luminol como
descrito no item 3.2.4. Foram preparadas diluicbes das formulagcbes em tampao
glicina (0,1M) pH 9,4 preparado acrescentando EDTA (1mM), de forma a conseguir
concentracdes necessarias de extrato para inibir a reacdo luminescente gerada pelo
sistema xantina/XOD/luminol. Diluicdes das formulacdes placebo também foram
avaliadas a fim de verificar a interferéncias dos componentes da formulacdo na sua
atividade antioxidante. As porcentagens de inibicdo das formulacbes foram

comparadas com a porcentagem de inibicdo do extrato néo veiculado.

3.6. Estudo de penetracéo e retencao cutaneain vivo

Os estudos in vivo foram conduzidos utilizando camundongos sem pelos
(hairless), machos ou fémeas, adultos, pesando aproximadamente 30g, da linhagem
HRS/J laboratério Jackson (BarlHarbor). Os animais foram criados no Biotério da
FCFRP-USP, mantidos a 20-25°C, com livre acesso a agua e comida, 4 trocas de
ar/hora e ciclos claro/escuro de 12 horas. Os experimentos foram conduzidos nas
instalacées do Biotério da FCFRP-USP, com aprovacdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade de S&o Paulo, Campus de Ribeirdo Preto
(Protocolo n® 09.1.1276.53.0).

As formulacdes consideradas estaveis foram avaliadas quanto a capacidade em
disponibilizar os ativos e de permear esses ativos na pele dos camundongos sem
pelos. Os experimentos foram realizados com 3 grupos de animais: grupo placebo
(tratados com as formulagbes nédo adicionadas do EP), grupo formulagéo (tratados
com as formulacbes adicionadas do EP) e grupo controle (sem tratamento).

Trezentos miligramas das formulacdes ou placebos foram aplicados no dorso dos
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animais (n=6). Apo6s 1 hora, os animais foram sacrificados e a area da pele em que a
formulagéo foi aplicada, removida.

Uma &rea de aproximadamente 2,9cm? da pele foi submetida ao procedimento
de Tape Stripping que consiste na retirada da camada mais externa da epiderme,
correspondente ao estrato cérneo (EC), utilizando 15 fitas adesivas tipo durex. As
fitas foram descartadas. A pele remanescente, (epiderme viavel + derme [E+D]) foi
picotada e homogeneizada com 2,5mL de metanol, sonicada 30 minutos em banho
de ultra-som, agitada em vortex por 1 minuto e centrifugada durante 15 minutos a
3000rpm. O sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de 5mL. Foram
adicionados mais 2,5mL de metanol ao precipitado remanescente no tubo e,
novamente, foi levado ao ultra-som por 30 minutos, agitado em vértex por 1 minuto e
centrifugado por 15 minutos a 3000rpm. O sobrenadante obtido foi recolhido e
adicionado ao sobrenadante do processo anterior no baldo volumétrico de 5mL. O
volume do balédo foi completado com metanol.

Para verificar a presenca de componentes antioxidantes do extrato na pele, as
amostras das peles tratadas com extrato e placebo foram submetidas ao ensaio de
determinacao da quimioluminescéncia gerada no sistema xantina/XOD/luminol como
descrito no item 3.2.4, utilizando a pele de camundongos que n&o receberam
tratamento e foram submetidas ao mesmo processo de extracdo como controle

positivo.

3.7. Avaliagao da eficécia in vivo contra os danos induzidos pela RUV

3.7.1. Irradiacdo dos camundongos sem pelos

Para irradiacdo dos camundongos sem pélos foi utilizada uma lampada
ultravioleta fluorescente modelo PHILIPS TL40W/12 RS (Medical, Holanda) que
emite radiacao na faixa de 270 a 400nm, com pico de emissao em torno de 313nm.
A fonte de luz UV foi instalada em um compartimento de madeira desenvolvido para

esse tipo de experimento (Figura 1).



22
Material e Métodos

SBDEN,

Figura 1. Esquema da caixa de irradiacdo utilizada para a exposi¢cdo dos animais a
radiacdo UVB. (1) Tampa superior; (2) lampada UVB; (3) tampa frontal; (4)
reparticbes para colocar as caixas plasticas com os animais; (5) orificio de
ventilacdo; (6) acionamento da lampada.

Das seis reparticbes presentes no compartimento, foram utilizadas apenas as
quatro reparticdes centrais para serem colocadas as caixas plasticas com diferentes
grupos de animais, a fim de evitar variac6es de radiacdo. Os animais ficaram livres
para se movimentar em suas caixas e suas regides dorsais ficaram diretamente
expostas a RUV. A parte superior das caixas foi coberta com uma tela plastica para
manter os animais dentro das mesmas durante todo o tempo de exposicdo a
radiacdo (CASAGRANDE, 2005). Nestas condicbes, a irradiancia foi de
0,34mW/cm?, determinada por radidmetro IL 1700 (International Light), da qual
aproximadamente 80% corresponderam a RUVB.

Os animais foram divididos em cinco grupos de seis animais cada. Sao eles:
controle nédo irradiado (CNI); tratado com formulacdo contendo EP e nao irradiado
(NIF); controle irradiado (Cl); tratado com placebo e irradiado (IP) e tratado com
formulag&o contendo EP e irradiado (IF).

O tratamento consistiu na aplicacdo de 500mg de formulacdo ou placebo no
dorso de cada animal 1 hora antes do inicio da irradiacdo e imediatamente apds a
irradiacdo. Os grupos irradiados permaneceram por 2 horas no compartimento de
madeira expostos a radiacédo UV, o que corresponde a dose de 2,87 Jicm?. A dose
de radiacdo utilizada foi reportada em estudos anteriores realizados no Laboratério

de Controle de Qualidade de Medicamentos e Cosméticos da FCFRP-USP por
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Casagrande e colaboradores (2006) e Vicentini e colaboradores (2008) como sendo
a dose capaz de induzir a deple¢éo do GSH.

Apés 6 horas do término da irradiacdo, os animais foram sacrificados por
inalacdo de diéxido de carbono e a pele foi limpa com auxilio de algodao e solucao
de NaCl 0,9% (p/v) para retirada total das formulacdes. Amostras do tecido cutaneo
do dorso dos animais foram coletadas, lavadas com solugédo de NaCl 0,9% (p/v),

congeladas com N liquido e armazenadas a -85°C.
3.7.2. Quantificacdo do antioxidante endégeno GSH

A glutationa (GSH) € um dos mais importantes antioxidantes endogenos
contra EROs induzidos por UV, dessa forma, 0 monitoramento de suas quantidades
pode ser utilizado para avaliagdo do estresse oxidativo (CARINI et al., 2000). Os
niveis de GSH na pele do dorso dos animais foram determinados utilizando o ensaio
de fluorescéncia descrito por Hissin e Hilf (1976).

As amostras de pele foram picotadas, pesadas e diluidas 1:3 em tampéo
fosfato 0,1M, pH 8,0, contendo EGTA (5mM). Posteriormente, foram
homogeneizadas em Turrax TE-120 a 21500rpm por 2 minutos e 200uL de &cido
tricloroacético 30% foram acrescentados para cada mililitro de tamp&o adicionado.
Esse homogeneizado foi, entdo, centrifugado a 4000rpm por 6 minutos a 4°C e o
sobrenadante transferido para microtubo e, novamente, centrifugados a 10000rpm
por 10 minutos a 4°C (CASAGRANDE et al., 2006).

Na determinacéo das quantidades de GSH, 100uL da fracdo sobrenadante
(amostra) foram adicionados a 1mL de tampéo fosfato 0,1M, pH 8,0, contendo EGTA
5mM, e 100uL de o-ftalaldeido (OPT) 1mg/mL preparado em metanol. A
fluorescéncia foi determinada ap6s 15 minutos em 350 e 420nm, para excitacao e
emissao, respectivamente, em espectrofotometro de fluorescéncia Hitachi F4500
(HISSIN; HILF, 1976). Para determinagdo dos niveis de GSH presentes nas
amostras foi utilizada a equacao de regressao linear da curva de calibracao obtida
plotando-se concentracdo de GSH padrdo (Sigma®) (uM) versus unidades de

fluorescéncia.
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3.7.3. Avaliacdo da eficicia anti-inflamatéria pela medida da atividade de

mieloperoxidase

O ensaio para dosagem da MPO seguiu o protocolo descrito por Bradley e
colaboradores (1982).

As amostras da pele do dorso dos animais foram coletadas e armazenadas a
—80°C em microtubos contendo tampéao K;HPO, (50 mM) adicionado de brometo de
hexadecil trimetil-aménio (HTAB) 0,5% (p/v), pH 6,0. Posteriormente, as amostras
foram picotadas, diluidas a 50 mg/mL utilizando o mesmo tampdo e
homogeneizadas em Turrax a 21500rpm por 2 minutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 12880g por 6 minutos a 4°C. A fracdo sobrenadante foi
coletada e analisada quanto a atividade de MPO. Em placas de 96 pocos, 60uL das
amostras foram adicionadas a 200uL de tampé&o fosfato (50 mM, pH 6,0) contendo
0,167 mg/mL de o-dianisidina e 0,015% de peréxido de hidrogénio. A leitura foi
realizada apdés 10 minutos do inicio da reacdo em 450 nm, utilizando
espectrofotometro leitor de microplacas. A atividade da enzima nas amostras foi
determinada através de uma curva padrdo de mieloperoxidase (Sigma®). Os
resultados foram expressos em unidade de mieloperoxidase por miligrama de pele
(BRADLEY, 1982; CASAGRANDE et al., 2006).

3.7.4. Avaliacédo da atividade da superéxido dismutase in vivo

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) na pele foi determinada
pelo método espectrofotométrico de reducéo do citocromo C descrito por McCord e
Fridovich (1969). As amostras de pele foram picotadas, pesadas e diluidas 1:3 em
tampao fosfato 0,1M, pH 7,5. Em seguida, as peles foram homogeneizadas em
Turrax TE-120 a 21500rpm durante 2 minutos. O homogeneizado foi centrifugado a
4000rpm por 6 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para microtubo e,
novamente, centrifugado a 10000rpm por 10 minutos a 4°C. A fracdo sobrenadante
foi diluida 10 vezes no tampéao fosfato antes de iniciar a reacgéo.

Em uma cubeta de quartzo, foram adicionados 2,9mL de uma solucao
composta por 0,76mg (5umol) de xantina, 10mL de NaOH 1mM, 24,8mg de
citocromo C (2umol) e 100mL de tampéao fosfato 50mM, pH 7,8, com 0,1mM de

EDTA. A essa solucdo foram adicionados 50uL de tampéo fosfato, SOD padréo



25
Material e Métodos

(Sigma®) ou amostra e a reacéo foi iniciada pela adicdo de 2uL de xantina oxidase
(50mg ptn/mL). Em seguida, a reacdo foi monitorada em espectrofotbmetro a
550nm, por 10 minutos. Uma unidade da enzima foi definida como a quantidade de
SOD suficiente para inibir a taxa de reducdo do citocromo ¢ em 50%, e a atividade

da enzima foi expressa em unidades/mg de proteina.
3.8. Analise estatistica dos resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o programa de
estatistica GraphPad Prism® (versdo 5.01, 2007). Os resultados foram expressos
pela média * desvio padréao (DP), comparando os diferentes grupos de acordo com o
método de analise de variancia ANOVA de uma via, seguido do teste de
comparagdes multiplas de Tukey. Foram consideradas diferengas significativas os

valores de p < 0,05.
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4.1. Avaliacéo da atividade antioxidante dos extratos in vitro

Uma vez que existem varias maneiras pelas quais um extrato pode exercer sua
atividade antioxidante, como pela quelacdo de ions metalicos, neutralizando e/ou
impedindo a formacdo de radicais livres ou melhorando o sistema antioxidante
endégeno, é importante comparar diversos métodos antioxidantes a fim de
proporcionar uma melhor compreensdo do potencial antioxidante dos extratos
estudados (PIETTA, 2000).

Assim, os extratos foram avaliados por diferentes métodos capazes de gerar
EROs envolvidas com diferentes tipos de iniciacdo oxidativa. Os resultados obtidos

estéo representados na Tabela 3 em termos de ICsp.

Tabela 3. Valores de ICsy obtidos nos diferentes ensaios de atividade antioxidante
pelos extratos.

Atividade Antioxidante ICsq (pg/mL)

Reducéo Inibicdo da Sistema Sistema
Extratos do peroxidacdo xantina/luminol  H,Oz/luminol
DPPH® lipidica /XOD /HRP
Eugenia biflora 6,02 1,235 0,933 1,529
Eugenia protenta 11,11 3,178 1,348 2,246
Protium heptaphyllum 521 13,037 0,232 2,127
Miconia minutiflora 3,63 1,694 1,095 2,194

Os resultados representam a média de trés determinacgdes.

4.1.1. Medida da atividade doadora de H*® ao radical DPPH*

O método do DPPH*® é baseado na reducdo do radical DPPH®* a DPPH — H
que leva a alteragdo colorimétrica. Moléculas doadoras de ions hidrogénio (H®),
como os polifendis presentes nos extratos, sdo, portanto, capazes de diminuir a
absorbancia das amostras (BLOIS, 1958).

A capacidade doadora de H* dos polifendis esta correlacionada com o nimero
e a posicdo dos grupos hidroxilas em suas estruturas quimicas (SEYOUM; ASRES;
EL-FIKY, 2006).
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A quercetina é um flavondide que se destaca pelo seu alto poder antioxidante,
principalmente devido a sua capacidade de eliminar radicais livies como hidroxil,
peroxil e anions superéxido, com a formacao de radicais menos reativos; e quelar
metais de transicdo como ferro e cobre, que quando livres aumentam o potencial de
formacdo das EROs pela reagédo de Fenton (CHOI; CHEE; LEE, 2003). Vicentini e
colaboradores (2007) encontraram o valor de 1Cso de 0,8 pg/mL para a quercetina.

Os extratos Eugenia biflora, Eugenia protenta, Protium heptaphyllum, e
Miconia minutiflora apresentaram, respectivamente, valores de 1Csy 7,5; 14,0; 6,5 e
4,5 vezes maiores que o da quercetina, sugerindo menor potencial antioxidante.

Embora o método de DPPH® seja amplamente utilizado para avaliar a
atividade antioxidante de extratos vegetais, ndo é o melhor método para a
determinacdo de compostos antioxidantes, uma vez que o DPPH®, espécie radicalar
centrada no nitrogénio, ndo esta presente nos sistemas biol6gicos e a maioria dos
radicais envolvidos na deteriorizagdo oxidativa sdo EROs (HUANG; OU; PRIOR,
2005). Ja os radicais peroxila e alcoxila, envolvidos na peroxidacao lipidica, e o
anion superoéxido, radical que tem sua presenca exacerbada relacionada a alguns
tipos de céancer (PIETTA, 2000), séo importantes EROs geradas no processo de
estresse oxidativo. Assim, os extratos também foram avaliados quanto a capacidade
de inibir a peroxidacao lipidica e de sequestrar EROs geradas nos sistemas
xantina/XOD/luminol e H,O,/HRP/luminol.

4.1.2. Determinacao da atividade inibidora da peroxidacéo lipidica

Em um sistema completamente livre de peroxidos lipidicos, a presenca de
Fe* inicia a reacdo de Fenton/Harber Weiss [Fe**+H,0, > Fe®* + OH® + OH]
gerando radical hidroxila. Os radicais hidroxila produzidos podem iniciar um
processo de peroxidacao lipidica removendo atomos de hidrogénio dos fosfolipideos
presentes nas mitocondrias e formando radicais peroxila e, assim, induzem uma
sequéncia de reacdes de propagacdo onde outros radicais, como os hidroperoxidos
(ROOH), séo formados (RODRIGUES et al., 2002).

Adicionalmente, na preparacdo do homogenato de figado de ratos para
obtencdo da mitocdndria, ocorre a formacdo de peroxidos lipidicos pela agdo de
enzimas liberadas na maceracdo do tecido. Na presenca de sais de Fe'?, esses

peréxidos sdo decompostos e originam radicais peroxila e alcoxila (ROO® e RO),
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sendo que ambos podem sequestrar hidrogénio e propagar a peroxidacao lipidica
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Portanto, neste experimento, foi necessério
avaliar a integridade das membranas através de um controle negativo né&o
adicionado de ferro.

Os radicais formados sdo espécies labeis que sofrem mudancas e
deterioracdo levando a formacdo de produtos secundarios tais como pentanal,
hexanal, 4-hidroxinonenal e principalmente malondialdeido (MDA).

A peroxidacdo lipidica pode ser prevenida no estagio inicial por
sequestradores de radicais livres e compostos capazes de retirar o oxigénio do
estado singleto, ou a propagacdo da reacdo em cadeia pode ser quebrada por
sequestradores de radical peroxila, alcoxila e quelantes de Fe*>. A peroxidacéo
lipidica pode, portanto, ser suprimida por antioxidantes que inativam enzimas
envolvidas na formacdo de EROs, por quelacdo do Fe*?, por inibicdo do estagio
inicial e/ou acelerando o estégio final. (COOK; SAMMAN, 1996).

Todos o0s extratos testados apresentaram propriedades inibitérias da
peroxidacao lipidica dose-dependente verificada através da inibicdo da formacao de
espécies reativas ao TBA (Figura 2). Os valores de ICsy encontrados para 0S
extratos Eugenia biflora, Eugenia protenta, Protium heptaphyllum e Miconia
minutiflora foram respectivamente, 1,235; 3,178; 13,037 e 1,694 ug/mL (Tabela 3).
Casagrande (2005) obteve o valor de ICso de 0,34pg/mL. Os valores encontrados
neste estudo foram 3,6; 9,34; 38,34 e 5,0 vezes maiores que o da quercetina.

Muitos polifendis podem neutralizar EROs formadas na peroxidacdo lipidica
ou quelar fons Fe*? impedindo a catélise da reacdo (YOSHINO; MURAKAMI, 1998).
Varios autores consideram a quelacdo de ions ferro como o principal mecanismo de
acdo dos polifendis outros, porém, consideram o sequestro de EROS dominante
para o efeito antioxidante. Baseado nessas informacdes, as mesmas concentragdes
de extrato testadas para peroxidacao lipidica, foram avaliadas em um experimento
para determinar a capacidade queladora do ion ferro utilizando batofenantrolina. Os
resultados sugerem que o0s extratos estudados apresentam a propriedade de quelar
ions ferro inibindo a formacao do complexo ferro-batofenantrolina (Fe-BPS), e, desta
forma, a capacidade destes em inibir a peroxidacao lipidica pode ser um efeito
sinérgico entre a o sequestro de radicais livres e a quelac¢ado do ion Fe*?.

Estudos desenvolvidos por Casagrande (2005) demonstraram que o efeito da

quecetina em quelar de fons Fe*? foi tempo e dose-dependente, sendo que a
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porcentagem méaxima de inibicdo da formacdo do complexo Fe-BPS (60%) foi

guando os autores empregaram concentracdo de 4ug/ml de quercetina com tempo

de reacdo de 15 minutos. Enquanto que 0,34ug/mL de quercetina permitiu inibir 50%

da peroxidacéao lipidica, uma concentracdo 11 vezes menor que aquela necessaria

para seu efeito quelador maximo.

Com base nos dados acima, os resultados mostrados na Figura 2 sugerem

que o maior valor de ICsy para a inibicdo da peroxidacdo lipidica obtido para o

extrato de Protium heptaphyllum, em relagcdo aos outros extratos em estudo, pode

ser devido ao maior efeito deste extrato sobre a quelacéo de fons Fe*? do que a sua

capacidade sequestradora dos radicais envolvidos na peroxidagéo.
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4.1.3. Determinagdo da inibicdo da quimioluminescéncia gerada no sistema
xantina/XOD/luminol

A quimioluminescéncia com luminol tem sido utilizada como um ensaio
sensivel para monitoramento de radicais livres, enzimas, células ou sistemas de
orgaos e para screening de atividade antioxidante (GIROTTI et al., 2000).

A reacao xantina/xantina oxidase (XOD) produz o radical superoxido (Figura
3) que por sua vez oxida o luminol. Este tende a voltar ao estado basal emitindo luz,
que é detectada pelo equipamento. A reducdo da quantidade de radicais superéxido
no meio reacional leva a diminuicdo da quimioluminescéncia (GIROTTI et al., 2000)
e, portanto, a quantidade de luz emitida € proporcional a quantidade de anions
superéxido produzida pela enzima xantina oxidase. Desta forma, a inibicdo da luz
pode ocorrer por inibicdo da enzima xantina oxidase ou por sequestro dos radicais
superéxido formados (PIETTA, 2000).

XOD
Xantina + O, —— Acido Urico + Oy

Figura 3. Representacao esquematica da reacdo xantina/xantina oxidase.

Todos os extratos avaliados foram eficientes na inibicdo da intensidade de
guimioluminescéncia gerada nesse sistema de forma dose-dependente (Figura 4).

Os valores de IC 59 encontrados para os extratos Eugenia biflora, Eugenia
protenta, Protium heptaphyllum e Miconia minutiflora foram respectivamente, 0,933;
1,348; 0,232; 1,095 pg/mL (Tabela 3). Todos os extratos analisados apresentaram
uma atividade inibidora da quimioluminescencia muito maior que aquela obtido para
guecetina de 11,3 pg/mL por Fonseca e colaboradores (2010), sendo os valores
12,11; 8,38; 48,71 e 10,32 vezes menores que 0s da quercetina. Estes valores
sugerem que 0s extratos possuem um grande potencial sequestrador do radical O

Para avaliar a existéncia de uma possivel interacdo entre os componentes do
extrato com a xantina oxidase levando a alteraces de atividade desta enzima, 0s
extratos foram pré-incubados com a XOD, quinze minutos antes da reacdo de
quimiluminescéncia. Os resultados mostrados na Figura 4 sugerem que oS

componentes dos extratos Eugenia protenta e Miconia minutiflora ndo interagiram
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com a enzima ou, se interagiram, a interacao ndo alterou a atividade desta enzima
nem a capacidade dos extratos em inibir a quimioluminescéncia. Enquanto, que para
0s extratos Eugenia biflora e Protium heptaphyllum houve uma interagcdo dos
componentes polifendlicos com a XOD, porém esta interacdo ndo levou a perda de
atividade da enzima, mas proporcionou uma diminuicdo da capacidade do extrato de

inibir a quimioluminescéncia gerado neste sistema.
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Figura 4. Curva de inibicAdo da quimioluminescéncia gerada no sistema
xantina/XOD/luminol sem (A) e com pré-incubacédo (M) dos extratos com a enzima
xantina oxidase. (A) = Eugenia biflora; (B) = Protium heptaphyllum; (C) = Miconia
minutiflora e (D) = Eugenia protenta. Os resultados representam a média de trés
determinacdes + DP.

4.1.4. Determinacdo da inibicdo da quimioluminescéncia gerada no sistema
H,O./HRP/luminol

A enzima HRP catalisa a oxidacdo de diversas moléculas, como o luminol, na
presenca de peroxido de hidrogénio. Apesar desta reacdo ndo ser completamente
compreendida, acredita-se que o esquema de reacao envolva a oxidagao do luminol

por um complexo entre o oxidante e a peroxidase para produzir um radical luminol.
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Radicais luminol passam por posteriores reacdes que resulta na formacédo de um
endoperéxido o qual se decompde para render um didnion 3-aminoftalato
eletronicamente excitado que emite luz ao retornar no estado basal (PASCUAL; DEL
CASTILHO; ROMAY, 1992; DIAZ; SANCHEZ; GARCIA, 1995). Ha dados na
literatura que sugerem que o radical O, pode participar na reacdo que leva a
guimioluminescéncia do luminol. O O, na presenca de H,O, coopera na geracao do
radical hidroxila (*OH) e o oxigénio singlete (*O,). Misra e Squatrito (1982)
observaram que neste meio reacional sdo formados principalmente O, e "OH.

Todos os extratos testados foram capazes de diminuir a quimioluminescéncia
gerada neste sistema de forma dose-dependente (Figura 5), com os valores de ICsg
de 1,53; 2,25; 2,13 e 2,19ug/mL respectivamente para os extratos de Eugenia
biflora, Eugenia protenta, Protium heptaphyllum e Miconia minutiflora (Tabela 3). A
quercetina foi utilizada como controle e apresentou valor de ICsy de 0,115ug/mL,
portanto os valores de ICso encontrados para os extratos foram 13,30; 19,57; 18.52 e
19,04 vezes maiores em relacdo ao da quercetina.

Para avaliar a existéncia de uma possivel interacdo entre os componentes do
extrato com a enzima HRP que levaria a alteracbes de atividade desta enzima, 0s
extratos foram pré-incubados com a HRP, quinze minutos antes da reacdo de
guimiluminescéncia. Os resultados mostrados na Figura 5 sugerem que houve uma
interacdo dos polifendis dos extratos de Eugenia biflora e Protium heptaphyllum com
a enzima, porém essa interacdo nado resultou na perda de atividade da HRP, mas
proporcionou uma diminuicdo da capacidade do extrato de inibir a
guimioluminescéncia gerada nesse sistema. No caso do extrato de Protium
heptaphyllum, a interacéo foi tdo forte que pode ser observada mesmo nas menores
concentragfes do extrato.

Ja para os extratos Miconia minutiflora e Eugenia protenta parece ocorrer
uma interacdo entre os polifendis do extrato e a enzima HRP de maneira que no
experimento  pré-incubado observou-se um aumento da inibicAo da
quimioluminescéncia, indicando que houve a producdo de menos EROs. Nesse
caso, a inibicdo da quimioluminescéncia pode estar ocorrendo tanto pelo sequestro

de radicais, quanto pela inibicdo da enzima.
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Figura 5. Curva de inibicAdo da quimioluminescéncia gerada no sistema
H,O2/luminol/HRP sem (A) e com pré-incubacdo (M) dos extratos com a enzima
HRP. (A) = Eugenia biflora; (B) = Protium heptaphyllum; (C) = Miconia minutiflora e
(D) = Eugenia protenta. Os resultados representam a meédia de trés determinagdes +
DP.

Quando comparados, os valores de ICs, de atividade antioxidante obtidos
neste estudo com os de outros extratos vegetais testados no Laboratorio de Controle
de Qualidade de Medicamentos e Cosméticos da FCFRP-USP que apresentaram
efeito fotoquimioprotetor incorporados em formulagcdes topicas, 0os extratos Eugenia
biflora, Esugenia protenta, Miconia minutiflora e Protium heptaphyllum apresentaram
resultados promissores em relacdo a sua utilizagdo como agentes
fotoquimiopreventivos .

4.2. Caracterizacdo quimica dos extratos
4.2.1. Determinacgao do teor de polifendis
A determinacao do teor de polifenos utilizando reagente de Folin-Ciocalteau

tem como principio a propriedade do ion fenolato de ser oxidado. A reacdo de

reducdo da mistura dos &cidos fosfotangtico e fosfomolibdico em meio alcalino a
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oxidos de tungsténio e molibdénio € causada pelos compostos fendlicos, formando
um complexo de coloragéo azul (ADELMANN, 2005). O reagente de Folin-Ciocalteu
reage com compostos fenodlicos presentes nas amostras. A reacao é potencializada
guando carbonato de sodio é adicionado ao meio reacional, o que se deve ao fato
do ion fenolato ser completamente oxidado em pH 10 (SINGLETON et al., 1999).
Diversos trabalhos descrevem a importancia dos polifenéis na atividade
antioxidante. O teor de polifendis foi determinado pela equacédo obtida da curva
padrdao de acido galico y = 0,0676x — 0,013 (r=0,999), onde x representa a
concentracdo de polifendis correspondente ao acido galico e y representa a
absorbancia. O contetddo de polifendis totais encontrado foi expresso em pg de
equivalente de acido galico / mg de extrato, em relacdo ao peso seco (LgEaG/mgQ)

como representado na Tabela 4.

Tabela 4. Teor de polifendis e flavondides totais encontrado nos extratos.

Polifendis totais Flavonodides totais
Extratos
(Mg EAG/mg de extrato) (ug EQ/mg de extrato)
Eugenia biflora 148,8 38,4
Eugenia protenta 186 83,19
Protium heptaphyllum 227,81 10,85
Miconia minutiflora 151,4 58,49

Os resultados representam a média de trés determinagdes.

4.2.2. Determinacédo do teor de flavondides totais

O método de determinacdo de flavondides totais tem como principio a
formacdo de um complexo estavel entre o cloreto de aluminio e o carbono C-4 do
grupo ceto e os grupos hidroxila dos carbonos C-3 e C-4 de flavonas e flavondis
(CHANG et al.,, 2002). O cation aluminio forma complexos estaveis com 0s
flavonoides, ocorrendo na analise espectrofotométrica um desvio para maiores
comprimentos de onda e uma intensificacdo da absorcdo. Desta forma, é possivel
determinar a quantidade de flavondides, evitando-se a interferéncia de outras

substéancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos (WOISKY, 1996).
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O teor de flavonoides foi determinado pela equacédo y = 0,0548x -0,0108
(r=0,9921) obtida com padrdo de quercetina. O contetudo de flavondides totais
encontrado nos extratos esta representado na Tabela 4.

E interessante observar que, dentre os extratos analisados, o extrato de
Protium heptaphyllum foi aquele que apresentou maior quantidade de polifenois e
que mostrou maior relacdo entre os teores de flavonéides e polifendis (1:20,99),
enquanto que para os extratos de Eugenia biflora, Eugenia protenta e Miconia
minutiflora essa relagao foi de 1:3,87; 1:2,23 e 1:2,60, respectivamente. Nao houve
correlagcdo entre os teores de polifendis e flavondides e a atividade antioxidante dos
extratos, o que era esperado jA que os polifendis e flavondides sdo reconhecidos
agentes antioxidantes. O extrato de Eugenia protenta, apesar do seu alto teor de
polifendis e flavondides totais, foi o0 que se mostrou menos eficaz nos ensaios de
atividade antioxidante, sugerindo que os polifendis e flavonoides presentes nesse
extrato tém menor potencial antioxidante, uma vez que este potencial esta
diretamente relacionado com a estrutura quimica da molécula e seus ligantes (HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002) ou, ainda, a atividade antioxidante dos extratos
pode ser devida a presenca de outros compostos ndo flavondides, como, por
exemplo, as cumarinas (HOULT; PAYA, 1996).

4.3. Avaliacédo da citotoxicidade dos extratos

O parametro mais utilizado para avaliar a citotoxicidade € a viabilidade celular,
que pode ser evidenciada com o auxilio de corantes (ROGERO et al.,, 2003). A
citotoxicidade dos extratos Eugenia biflora, Miconia minutiflora e Protium
heptaphyllum irradiados e nao irradiados foi investigada na linhagem de células L929
de fibroblastos de camundongo utilizando o método do vermelho neutro. O ensaio de
viabilidade pelo método do vermelho neutro € baseado na capacidade de captura e
acumulo do corante nos lisossomos das células viaveis nado injuriadas
(BORENFREUND et al, 1988). A escolha deste método foi devido a menor
interferéncia dos extratos na leitura.
O corante vermelho neutro é sollvel em agua e passa atraves da membrana
celular concentrando-se nos lisossomos, onde se fixa por ligacdes eletrostaticas
hifrofébicas em sitios aniénicos na matriz lisossomal. Muitas substancias danificam

as membranas celulares resultando no decréscimo da captura e ligagéo do vermelho
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neutro. Portanto, é possivel distinguir entre as células vivas e danificadas ou mortas,
pela medida da intensidade da cor da cultura celular (ROGERO et al., 2003).

Dentre os extratos nédo irradiados, Eugenia biflora foi aguele que mostrou maior
citotoxicidade. Na concentracdo de 25ug/mL inibiu 88% da viabilidade das células
L929 (fibroblasto de camundongos), nas condigcbes empregadas no ensaio (Figura
6). Enquanto que os extratos Miconia minutiflora e Protium heptaphyllum, na
concentracdo de 50ug/mL inibiram cerca de 58 e 38% da viabilidade celular,
respectivamente.

A selegao de um extrato com alta atividade antioxidante tem como objetivo a
sua incorporacdo em formulag@es tdpicas visando a utilizacdo destas na prevencao
dos efeitos prejudiciais da radiacdo solar sobre a pele por meio da producdo de
EROs. A exposicdo dos extratos vegetais a radiacao ultravioleta pode proporcionar a
degradacdo de seus componentes, produzindo subprodutos potencialmente
citotdxicos. Assim, os extratos foram expostos & radiacdo de 2,87J/cm? e, em
seguida, foram avaliados quanto a sua citotoxicidade.

Os resultados sugerem que a citotoxicidade do extrato de Eugenia biflora nédo
sofreu alteragBes decorrentes da sua exposi¢cdo a radiacdo, indicando que se a
radiacdo conduziu a degradacdo de componentes deste extrato, os produtos de
degradacdo nao foram citotéxicos. O extrato de Miconia minutiflora irradiado foi mais
citotoxico do que o ndo irradiado, sendo que na concentracdo de 50ug/mL houve
uma reducdo da viabilidade celular de 86% com o extrato irradiado e apenas 58%
com o extrato ndo irradiado. Por outro lado, observou-se que o extrato de Protium
heptaphyllum irradiado aumentou a viabilidade celular. Em uma concentracdo de
50ug/mL, o extrato irradiado manteve 87,5% das células viaveis, enquanto que com
0 extrato ndo irradiado, na mesma concentracdo, apenas 60% das células

mantiveram-se viaveis.



38
Resultados e Discussdao

A
100+
=y “=y==
X
= 80
2 1
=}
o 604
(&)
3 4
s 407
3
o 204
wall |
S
0 T T T
N NS P
Concentragao do extrato (ng/mL)
B
100+
2
T 801 [
S
=5
S 60-
(&)
() T
g 40
o T
8 204
8
< __ B |
O I 1 T
S P @ & &
Concentragao do extrato (ng/mL)
Cc

1204

1004 ——

o]
o
1

S
o
1

Viabilidade Celular (%)
[\] ()]
S 9 3

o

S R R

Concentracao do extrato (pg/mL)

Figura 6. Viabilidade de células L929 tratadas com os extratos irradiados (H) e nao
irradiados (7). (A) Eugenia biflora (1; 10 e 25ug/mL), (B) Miconia minutiflora (10; 50
e 100ug/mL) e (C) Protium heptaphyllum (10; 50 e 100pg/mL). Os resultados
representam a média de trés determinagdes + DP.
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As imagens dos cultivos celulares (Figura 7) tratados com o extrato de
Protium heptaphyllum irradiado e nao irradiado evidenciam o aumento da viabilidade
celular nas culturas tratadas com o extrato irradiado, sem, contudo, induzir aumento
do numero de células, sugerindo que a radiacdo levou a degradacdo de
componentes potencialmente citotoxicos e que o0s produtos de degradacao

resultantes ndo apresentaram citotoxicidade.

Figura 7. Cultura de células L929 tratadas com extrato de Protium heptaphyllum,
10pg/mL (A) néo irradiado e (B) irradiado; 50ug/mL (C) néo irradiado e (D) irradiado;
e 100pug/mL (E) né&o irradiado e (F) irradiado.

Embora o extrato de Miconia minutiflora, de maneira geral, tenha
demonstrado um melhor desempenho nos ensaios de avaliacdo da atividade
antioxidante, observando os resultados de citotoxicidade do extrato de Protium
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heptaphyllum, este pareceu ser o extrato mais indicado para incorporacdo nas

formulacdes topicas utilizadas nos ensaios in vivo.
4.4. Desenvolvimento de formulagfes de uso topico

As formulagfes topicas foram desenvolvidas com matérias-primas amplamente
utilizadas em preparacdes farmacéuticas e cosméticas, e em concentracdes
recomendadas pelos fabricantes.

As formulagbes tipo gel foram preparadas utilizando Aristoflex® AVC, um
polimero sintético, aniénico, formador de géis cristalinos em sistemas aquosos,
estadveis em ampla faixa de pH e que ndo necessitam neutralizacdo
(PHARMASPECIAL, 2011).

A utilizacdo de Hostacerin® SAF permitiu a obtencdo de formulacdes tipo gel-
creme de facil preparo, uma vez que esta matéria-prima contém a associacdo de
doadores de viscosidade, emulsionantes e emolientes que permitem a preparacao a
frio de emulsdes O/A (6leo em agua), de carater anidbnico e muito estaveis. Dentre
seus componentes estdo: Aristoflex® AVC, ésteres de sorbitol derivados do 6leo de
canola, fosfato de trilaurete-4 (triéster fosférico de alcool laurilico etoxilado), éleo
mineral e palmitato de isopropila (PHARMASPECIAL, 2011).

Para preparar as formulacfes creme, foi utilizada a base auto-emulsionante néo
ionica Polawax® (CRODA). Esse tipo de base é muito utilizada em formulacées
topicas devido a sua baixa irritacdo na pele, estabilidade, compatibilidade com
eletrélitos e com a maioria dos agentes cosméticos (CRODA, 2011).

O palmitato de isopropila, 0 6leo de macadamia e o Phytosqual® (Vevy) foram
utilizados como emolientes para auxiliarem no espalhamento e na absor¢do dos
compostos ativos. O umectante propilenoglicol foi utilizado para solubilizacdo do
extrato, sendo também um promotor de absor¢cdo. Como conservante foi utilizado
Nipaguard® CG (Clariant), uma mistura de metilcloroisotiazolinona e
metilisotiazolinona que garante, em baixas concentragdes, amplo espectro de acao
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e fungos.

Com o objetivo de minimizar futuras alteracdes de pH durante o periodo de
armazenamento, o percentual de agua das formulac¢des foi substituido por tampéao

Mcllvaine pH 5,0.
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4.4.1. Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes

4.4.1.1. Caracteristicas organolépticas

As formulagdes placebo gel, gel-creme e creme, P1, P2 e P3, apresentaram-
se aparentemente homogéneas, com coloragdo branca, aspecto brilhoso e sem
separacao de fases das formulacdes gel-creme e creme (P2 e P3) durante todo o
periodo de armazenamento. As formulacfes gel e gel-creme adicionadas de 4% do
extrato de Protium heptaphyllum, F1 e F2, apresentaram-se aparentemente
homogéneas, com coloracdo marrom avermelhada caracteristica do extrato, aspecto
brilhoso e sem separacdo de fases da formulacdo gel-creme (F2). No entanto, a
formulacdo creme adicionada do extrato, F3, perdeu consisténcia e apresentou

separacao de fases, sendo, portanto, descartada do estudo.

4.4.1.2. Teste de Centrifugacéao

O teste de centrifugacao produz estresse na amostra simulando um aumento
na forca de gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando
possiveis instabilidades. Estas poderdo ser observadas na forma de precipitacéo,
separacdo de fases, formacdo de caking, coalescéncia, entre outras (BRASIL,
2004). As formulacdes gel-creme, P2 e F2, mantiveram-se estaveis frente ao teste
de centrifugacdo sem separacao de fases e foram consideradas estaveis e viaveis
para este estudo, assim como as formulacdes gel, P1 e F1, que ndo apresentaram

alteracéo de consisténcia durante todo o periodo de armazenamento.

4.4.1.3. Determinacéo do pH

Foi observado uma reducdo minima do pH apds a adicdo do extrato nas
formulagBes (Tabela 5), o que se deve a substituicdo da agua das formulacdes pelo
tampé&o Macllvaine pH 5,0. Os valores de pH das formulagbes foram considerados
compativeis com formulac¢des de uso topico, uma vez que a pele apresenta pH entre
4,6 — 5,8 (LEONARDI; GASPAR; MAIA CAMPOS, 2002).
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Tabela 5. Medida do pH das formula¢ces armazenadas a 4°C.

Formulacdes pH
P1 - Gel Aristoflex® (placebo) 5,46
F1 - Gel Aristoflex® (formulacéo com EP) 5,23
P2 - Gel-creme Hostacerin® (placebo) 5,48
F2 - Gel-creme Hostacerin® (formulagéo com EP) 5,19

4.4.1.4. Avaliacao da atividade antioxidante das formulagdes

O meétodo de determinacao da inibicdo da quimioluminescéncia gerada no
sistema xantina/XOD/luminol mostrou-se um método bastante sensivel, eficiente e
reprodutivel, por isso, foi escolhido para avaliagdo da atividade antioxidante das
formulacoes.

A atividade antioxidante das formulacdes foi avaliada contemplando a faixa
de linearidade do método determinada por curva dose-resposta compreendida entre
as concentracdes de extrato de 0,3 a 0,7ug/mL. Foram utilizadas quantidades de
formulag&o contendo concentragéo do extrato de Protium heptaphyllum equivalente
a do extrato ndo veiculado e, as porcentagens de inibicdo foram comparadas.

Como esperado, as formulacdes Pl e P2 ndo apresentaram inibicdo da
quimioluminescéncia, uma vez que nao contém antioxidantes nem extrato. As
formulacbes F1, F2 e o0 extrato EP nao veiculado, na concentracdo de 0,4ug de
extrato/mL, apresentaram porcentagem de inibicdo da quimioluminescéncia frente
ao sistema xantina/XOD/luminol de 78,64, 75,02 e 79,33%, respectivamente.

Aplicando o teste de variancia ANOVA de uma via, seguido do teste de
comparacdes multiplas de Tukey, ndo foi observada diferenca significativa entre a
formulacdo F1 e o extrato EP nado veiculado. J4 a formulacdo F2 apresentou uma
pequena diminuicdo, estatisticamente significativa, na porcentagem de inibicdo da
guimioluminescéncia em relacéo ao extrato ndo veiculado, o que pode significar uma
interferéncia dos componentes graxos da formulacdo na medida da atividade
antioxidante do extrato por guimioluminescéncia. No entanto, ndo se pode descartar
que esta variagdo pode estar relacionada a variacdo da precisdo do meétodo
analitico, uma vez que néo foi realizado, neste estudo, a validagédo desse método.
Contudo, estudos realizados por Fonseca (2007) para validar a medida da atividade
inibidora da quimioluminescéncia gerada no sistema xantina/XOD/luminol pelo

extrato de propolis mostraram que o desvio padréo relativo (DPR) variou de 2 a 8%.
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Desta forma, a variagdo de atividade observada entre o extrato incorporado na
formulacédo F2 em relacdo ao extrato ndo veiculado esta dentro da faixa de variagédo
do método analitico.

Os resultados obtidos sugerem que o0s componentes do extrato
responsaveis pela atividade antioxidante ndo séo inativados pelos componentes das
formulacdes gel (F1) e gel-creme (F2).

4.5. Estudo de penetracdo e retencdo cutaneain vivo

A pele de camundongos sem pélos tem sido comumente utilizada nos estudos
de penetracdo cutdnea. A vantagem de se utilizar esses animais baseia-se
principalmente no fato de serem animais de pequeno porte, de facil manuseio e de
custo relativamente baixo. A auséncia de pélos mimetiza a pele humana e o fato de
nao ser necessaria a remogao dos pélos evita o risco de danos ao tecido cutaneo
(GODIN; TOUITOU, 2007).

Por meio do estudo in vivo, utilizando o organismo do animal como um todo, &
possivel observar a influéncia de varios parametros na absorcao de ativos, tais como
0 metabolismo cutaneo e a presenca de circulacdo sanguinea, que tem grande
influéncia no transporte de ativos, principalmente os lipofilicos, até a derme (MOSER
et al., 2001).

Para que as formulacGes tdpicas adicionadas de extrato de Protium
heptaphyllum apresentem efeito fotoquimioprotetor é necessario que 0s compostos
antioxidantes ultrapassem o estrato corneo e que fiquem retidos nas camadas mais
inferiores da pele, onde ocorre a geracdo de EROs pela radiacdo ultravioleta,
principalmente UVA. Portanto, 0s ensaios de penetracao e retencéo in vivo sao de
grande importancia para os estudos de eficacia fotoquimioproteora, uma vez que
garantem a presenca de compostos antioxidantes do extrato na epiderme+derme no
inicio da irradiacdo dos animais.

A penetragdo e retencdo das formulagcdes sobre a pele dos animais foi
conduzido por uma hora. Apos esse periodo, foi avaliada a atividade antioxidante da
pele sem estrato cérneo. O tempo de uma hora de penetragdo foi escolhido em
funcdo dos estudos de eficacia in vivo contra os danos da radiacédo UV, uma vez que

a formulacéo é aplicada uma hora antes da irradiacdo dos animais.
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As amostras de pele que foram tratadas com a formulacdo F1 demonstraram
porcentagem de inibicdo da quimioluminescéncia de 29,22% (média de trés
determinacdes), correspondente a penetracdo de uma concentracdo de extrato de
aproximadamente 0,075ug/mL. Porém, as amostras de pele dos animais tratados
com F2 néo foram capazes de inibir a quimioluminescéncia em relagdo ao controle
(amostras de pele sem tratamento).

Os resultados da formulacdo F2 sugerem que houve interacdo dos
componentes do extrato com o conteudo graxo da formulacdo gel-creme, impedindo
a disponibilizagédo dos compostos antioxidantes na epiderme+derme. Na tentativa de
se estabelecer o perfil cromatografico do extrato de Protium heptaphyllum por
cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE), observou-se que o0 este extrato
apresenta grande quantidade de substancias apolares (dados condizentes com a
literatura), uma vez que os picos eluiram com fase mével contendo mais que 80% de
solvente organico, e os compostos demonstraram ter uma forte afinidade pela fase
estacionéaria C18, corroborando com esta hipoétese.

Deduz-se, portanto, que a formulacdo gel-creme F2 ndo é adequada para
incorporacdo do extrato de Protium heptaphyllum. Por outro lado, a formulacdo gel
F1 foi eficiente em promover a penetracdo e retencdo dos componentes
antioxidantes do extrato na pele, o que pode ser explicado devido ao baixo contetdo
graxo da formulacdo gel que ndo permitiu sua interacdo com 0S componentes
apolares presente em grande quantidade no extrato de Protium heptaphyllum. Em
adicdo, a apolaridade dos componentes do extrato facilita sua penetracao através do
estrato cérneo de carater lipofilico (DURAND et al., 2009). Por este motivo, a
formulacdo F1 foi escolhida para a realizacdo dos estudos de avaliacdo da eficacia

in vivo contra os danos induzidos pela RUV.

4.6. Avaliagéo da eficacia in vivo contra os danos induzidos pela RUV

A pele sofre diariamente os efeitos deletérios da RUV que pde em risco sua
integridade e a manutencdo da homeostase celular. A severa deplecdo dos
antioxidantes que compdem o sistema de defesa enddgeno (GSH, SOD, CAT),
durante 0 estresse oxidativo, resulta em uma protecdo insuficiente e

consequentemente, no dano celular (PEUS et al., 2001).
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Inimeros trabalhos demonstram que ativos com propriedades antioxidantes séo
capazes de manifestar efeitos anti-inflamatérios e anticarcinogénicos na pele,
sugerindo a possibilidade de que agentes especificos podem ser usados para alvos
definidos e eventos moleculares estabelecidos na prevencéo e tratamento de uma
variedade de desordens da pele. O uso destes agentes isoladamente ou
adicionados em formulagdes pode ser desenvolvido para quimioprevengédo (AFAQ;
ADHAMI; MUKHTAR, 2005).

Desta forma, a capacidade do extrato de Protium heptaphyllum incorporado na
formulacéo gel de Aristoflex® de reduzir os danos induzidos pela RUV foi avaliada
por medida da eficiéncia da formulacdo (F1) em proteger a pele da deplegcédo do
antioxidante enddégeno GSH, pela eficacia anti-inflamatoria e pela eficiéncia em

proteger a atividade da enzima superoxido dismutase.

4.6.1. Quantificacdo do antioxidante endégeno GSH

A glutationa na sua forma reduzida (GSH) é uma das mais importantes
defesas antioxidantes contra EROS, pois além de atuar como cofator para a enzima
glutationa peroxidase, a GSH pode agir diretamente pelo sequestro de radicais livres
doando a&tomos de hidrogénio, como também regenerando as vitaminas E e C que
atuam como antioxidantes (CARINI et al., 2000).

O monitoramento dos niveis de GSH pode ser utilizado para avaliar o efeito
preventivo de antioxidantes ex6genos na instalacdo do estresses oxidativo na pele
(CARINI et al., 2000), uma vez que a GSH pode ser considerada um dos primeiros
sensores na instalacdo do estresse oxidativo epidermal causado pela RUV
(MELONI; NICOLAY, 2003).

O conteudo de GSH é significativamente reduzido com a exposi¢do a RUV
induzindo um aumento nos niveis de EROs (HO et al., 2005). Estudos realizados por
Casagrande e colaboradores (2006) e Vicentini e colaboradores (2008)
demonstraram que a radiacdo UVB induziu uma diminuicdo dose dependente (0,96
— 2,87J/cm? nos niveis de GSH na pele de camundongos sem pélos. Houve
diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle nao irradiado a partir da dose de
1,91J/cm?, sendo esta, também, estatisticamente diferente da dose final testada
(2,87J/cm?).
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Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a dose de radiacao
UVB utilizada (2,87J/cm?) causou deplecéo de 23,84% nos niveis de GSH da pele
dos camundongos quando comparado ao grupo controle que néo recebeu irradiacéo
(Figura 8). A administracdo topica da formulacdo F1 (500 mg) foi capaz de inibir a
deplecdo dos niveis de GSH em 91,90%. A formulagéo placebo P1 sem adicdo de
extrato de Protium heptaphyllum ndo causou inibicdo da deplecdo dos niveis de
GSH, sugerindo que a atividade da F1 é atribuida ao extrato incorporado. Além
disso, no grupo tratado com a formulacdo F1 e néo irradiado foi observado um
aumento de 34,15% nos niveis de GSH quando comparado com o grupo nao tratado
e nao irradiado, evidenciando a penetracdo dos componentes do extrato na pele,

bem como a sua atividade antioxidante.

Figura 8. Avaliagdo da eficacia in vivo da formulagédo gel F1 adicionada do extrato
de Protium heptaphyllum pela recuperacédo dos niveis de GSH depletados pela RUV.
CNI = controle néo irradiado, NIF = néo irradiado e tratado com a formulagao
contendo extrato, Cl = controle irradiado, IP = irradiado e tratado com a formulagéo
placebo e IF = irradiado e tratado com a formulagao contendo extrato. Os resultados
representam a media de 6 animais por grupo + DP. * p<0,05 diferenca significativa
comparado ao controle ndo irradiado (CNI), utilizando ANOVA de uma via, seguido
do teste de comparacdes multiplas de Tukey.

Apoés a exposicao da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo a GSSG
feita pela enzima glutationa redutase. Sob condicbes de excesso de agentes

oxidantes havera desequilibrio entre a regeneracédo de GSH e a producdo de GSSG,
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estabelecendo o estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O extrato de
Protium heptaphyllum mostrou uma potente atividade antioxidante nos ensaios in
vitro, desta forma, a recuperacéo dos niveis de GSH pode ser explicada pelo fato de
que o consumo de GSH na pele tratada com a formulagcdo contendo extrato foi

menor quando comparada a uma pele desprotegida.

4.6.2. Avaliacdo da eficacia anti-inflamatéria pela medida da atividade de

mieloperoxidase

Desde que Bradley e colaboradores (1982), utilizando a MPO como marcador
para determinar a presenca de polimorfonucleares (PMNs) na pele, a atividade da
MPO tem sido amplamente utilizada como uma enzima marcadora para medir e
quantificar o contetdo de PMNs em varios tecidos. Sugere-se que o ensaio de MPO
€ um método simples e especifico para quantificar PMN acumulado ou infiltrado em
varios processos patologicos que acompanham a inflamacéo (XIA; ZWEIER, 1997).

Estudos conduzidos por Casagrande e colaboradores (2006) descreveram
que a radiacdo UVB induz um aumento dose dependente na atividade de MPO na
pele de camundongos sem pélos. No presente trabalho, a irradiacdo UVB
(2,87J/cm?) conduziu um aumento de 58,75% na atividade de MPO comparado ao

grupo controle sem irradiacao (Figura 9).
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N

Figura 9. Avaliacdo da eficacia in vivo da formulacédo gel F1 adicionada do extrato
de Protium heptaphyllum pela medida da atividade da mieloperoxidase (MPO). CNI =
controle ndo irradiado, NIF = néo irradiado e tratado com a formulacdo contendo
extrato, Cl = controle irradiado, IP = irradiado e tratado com a formulacdo placebo e
IF = irradiado e tratado com a formulacdo contendo extrato. Os resultados
representam a média de 6 animais por grupo + DP. * p<0,05 diferenca significativa
comparado ao controle n&o irradiado (CNI) e ** p<0,05 diferenga significativa
comparado aos controles néo irradiado (CNI) e irradiado (Cl), utilizando ANOVA de
uma via, seguido do teste de compara¢des multiplas de Tukey.

A administracéo tépica da formulacdo placebo P1 aumentou em 40,80% a
atividade de a MPO em relacdo ao controle irradiado (Cl). A formulacédo F1 contendo
EP ndo foi capaz de inibir o processo inflamatorio, pelo contrario, a atividade da
enzima no grupo irradiado tratado com a formulagdo F1 aumentou em 103% em
relacdo ao grupo controle irradiado (Cl).

Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre o controle néo irradiado
e 0 grupo tratado com a formulacdo F1 néo irradiado, o que indica que o0s
componentes da formulacdo e o extrato néo irradiado nédo foram capazes de alterar
0s niveis normais de MPO presente na pele. Além disso, foi observada uma
diferenca de comportamento entre os animais dos dois grupos que receberam a
formulacdo F1. Apds a irradiacdo, os animais do grupo irradiado (IF) estavam
frequentemente se cocando, enquanto que os animais do grupo néo irradiado (NIF)
nao apresentaram este tipo de comportamento. Os resultados sugerem que a

formulag&o F1 néo foi irritante. O aumento do processo inflamatorio observado com
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a aplicacéo e irradiacado das formulacdes P1 e F1 possivelmente ocorreu devido a
degradacgéo de componentes da formulacdo e/ou do extrato pela radiagdo UV.

Com o objetivo de avaliar possiveis alteracdes do extrato pela radiacdo, foram
realizados ensaios de caracterizacdo quimica e atividade antioxidante do extrato de
Protium heptaphyllum irradiado. Os resultados mostraram que houve um aumento
na atividade antioxidante avaliada pela inibicdo da quimioluminescéncia gerada no
sistema xantina/XOD/luminol com a irradiacdo. O valor de 1Cso obtido para o extrato
irradiado foi 0,195ug/mL, enquanto que para o extrato nado irradiado foi 0,232ug/mL.
Dado que corrobora com 0 aumento no teor de polifendis totais de 227,81ug de
EAG/mg de extrato nao irradiado para 246,46ug de EAG/mg do extrato irradiado. No
entanto, houve apenas uma pequena reducédo do teor de flavondides de 10,85ug de
EQ/mg de extrato nédo irradiado para 9,8ug de EQ/mg de extrato irradiado, o que
pode ser considerado erro do préprio método.

Os polifendis apresentam uma grande diversidade estrutural, o que pode
influenciar na sua biodisponibilidade. Pequenas moléculas, como as catequinas,
podem ser rapidamente absorvidas, enquanto que moléculas com alta massa
molecular possuem baixa absorcao. A penetracdo dos polifendis na pele é limitada e
0 sucesso no uso desses agentes por aplicacdo tépica depende do uso de
formulacbes que possam aumentar sua penetracdo (NICHOLS; KATIYAR, 2010).
Poucos estudos elucidam a relagdo entre componentes comumente usados em
formulacdes tépicas e alteracdes de toxicidade pela radiacdo UV. Contudo, sabe-se
que promotores de absorcdo, devido as alteracdes que causam no estrato coérneo,
tendem a causar inflamacéo local, eritema, inchaco, dermatites e outras reacdes na
pele (KARANDE; MITRAGOTRI, 2009). A grande quantidade de promotores de
absorcdo presente nas formulacdes P1 e F1 pode, portanto, ter contribuido para o
aumento do processo inflamatério.

Considerando os resultados de atividade antioxidante do extrato irradiado e
nao irradiado e a eficiéncia da formulacdo em impedir a deplecdo do GSH in vivo,
em adicdo aos estudos de citotoxicidade que demonstraram que o extrato irradiado
aumentou a viabilidade celular, sugere-se que o aumento da atividade da MPO
observada na pele dos animais tratados com as formulac¢des placebo e adicionada
de extrato (P1 e F1) pode ser devido a produtos gerados pelos componentes da

formulacdo sob os efeitos da radiagéo.
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Novos ensaios serdo realizados para uma melhor compreensao dos efeitos
das formulacdes P1 e F1 sob a radiacdo UVB, como estudos de irritagdo cutanea e
a avaliacdo das alteracdes histopatologicas causadas pela RUV, uma vez que o
aumento na atividade da enzima MPO pode ser devido a infiltracdo de maior nUmero

de neutrdfilos ou pela maior ativacao destes.

4.6.3. Avaliacdo da atividade da superoxido dismutase in vivo

A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa a conversacdo do radical
superoxido (0,") a perdxido de hidrogénio (H,O;). Dentre as enzimas antioxidantes
presentes no organismo, a SOD desempenha importante papel como sequestrador
de O,", estando envolvida no sistema de defesa celular contra citotoxicidade e morte
celular (VILELA et al., 2011).

Estudos sugerem que o decréscimo na atividade da SOD causado pela
radiacdo UVB deve-se tanto ao aumento no consumo das enzimas antioxidantes em
resposta ao estresse oxidativo induzido pela radiacdo quanto a uma destruicdo nos
centros ativos de cobre e ferro da enzima via reacdo de Fenton (CHEVION, 1988;
PENCE; NAYLOR, 1990). Além disso, de acordo com a teoria do
fotoenvelhecimento da pele, a geracdo de EROs resulta na formacao de cross-links
protéicos no colageno e em certas enzimas como a catalase e a SOD (DALLE
CARBONARE; PATHAK, 1992).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram uma reducéao de 48,09%
na atividade da SOD no controle irradiado (Cl) em relagcdo ao controle ndo irradiado
(CNI) (Figura 10). A administracéo toépica da formulacédo gel placebo P1 néo inibiu a
reducdo da atividade da SOD causada pela radiacdo. Por outro lado, com a
administracao topica da formulacédo contendo extrato de Protium heptaphyllum F1 foi
possivel observar um aumento de 45,75% na atividade da SOD em relacdo ao
controle nédo irradiado, evidenciando a capacidade dos componentes do extrato de
sequestrar radicais superoxido e confirmando os resultados observados nos ensaios

in vitro de inibicdo da quimioluminescéncia gerada no sistema xantina/XOD/luminol.
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Figura 10. Medida da atividade da SOD na pele de camundongos sem pelos. CNI =
controle nédo irradiado, Cl = controle irradiado, IP = irradiado e tratado com a
formulacédo placebo e IF = irradiado e tratado com a formulacéo contendo extrato de
Protium heptaphyllum. Os resultados representam a média de 3 animais por grupo +
DP.

Considerando os ensaios de eficacia in vivo contra os danos produzidos pela
RUV, o extrato de Protium heptaphyllum incorporado em formulacdo gel parece
apresentar maior atividade frente aos efeitos da radiacdo UVA, jA que esta
apresenta um papel importante na geracao de radicais livres, enquanto que o efeito
inflamatdrio caracterizado por eritema, edema e vermelhiddo, é atribuido a acdo da
radiacdo UVB nas camadas superiores da pele (VIOUX-CHAGNOLEAU et al., 2006).

Estudos conduzidos por Vilela e colaboradores (2011) demonstraram que 0s
filtros solares 3-benzofenona, octil metoxicinamato e salicilato de octila diminuiram a
atividade da SOD em 69% na pele de camundongos sem pelos em relacdo ao
controle nédo irradiado, sugerindo que a presenca destes filtros na epiderme viavel
quando expostos a RUV pode reduzir a atividade da SOD tanto pela inibicdo da
enzima, quanto pela geracao de radicais livres decorrentes de seus produtos.

Ha evidéncias de que os filtros solares podem né&o ser suficientemente
seguros, principalmente devido a fotoinstabilidade de filtros solares organicos, uma
vez que, apos a exposicao a radiacdo, sofrem processos de fotdlise que promovem
a dissociacdo desses agentes em fragmentos reativos e de fotoisomerizacao
perdendo suas propriedades fotoprotetoras (DIAZ-CRUZ; LLORCA; BARCELO,
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2008). A fotoestabilidade dos filtros solares sob a radiacdo UVB é normalmente alta,
porém, sofre uma perda consideravel na regido do espectro de UVA. A foto
decomposicdo das moléculas dos filtros solares pela radiacdo UVA provoca o
aumento da formacado de radicais livres e outros intermediarios reativos toxicos e,
consequentemente, o aumento dos danos induzidos diretamente pela UVA a pele.
Por outro lado, a combinagcdo dos filtros com substancias antioxidantes, parece
reduzir o efeito foto-oxidativo (DAMIANI et al., 2006).

Assim, a utilizagdo do extrato de Protium heptaphyllum adicionado em
formulacOes fotoprotetoras contendo filtros solares orgénicos pode possibilitar a
reducéo de fotodanos. Novos estudos devem ser realizados de modo a estabelecer
sua seguranca de uso para prevenir e/ou tratar os danos induzidos pela RUV na
pele.



Conclusédes

5. Conclusodes
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Diante dos resultados obtidos, as principais conclusdes foram:

e Os extratos das espécies amazonicas estudados, Eugenia biflora, Eugenia
protenta, Protium heptaphyllum, e Miconia minutiflora, apresentaram potente
atividade antioxidante devido a atividade doadora de H® ao radical DPPH®, atividade
inibidora da peroxidacéo lipidica e sequestradora de radicais superoxido e hidroxila
de forma dose-dependente. Os extratos também demonstraram certa capacidade

queladora de ions ferro;

e Os extratos apresentaram um alto teor de polifendis e flavondide, porém néo

houve uma correlacéo entre teor de polifendis e o potencial antioxidante;

e Os extratos Eugenia biflora, Protium heptaphyllum, e Miconia minutiflora
apresentaram efeito toxico, frente a células de fibroblasto, em concentracdes
maiores que aquelas que promoveram atividade antioxidante in vitro, sendo extrato

de Eugenia biflora o que se mostrou mais toxico;

e Quando irradiado, o extrato irradiado de Miconia minutiflora teve um aumento
de citotoxicidade, enquanto que o de Protium heptaphyllum se tornou menos
citotéxico sendo, portanto, o mais indicado para os estudos de eficacia in vivo

contras os danos produzidos pela RUV;

e Dentre as trés formulacdes desenvolvidas com extrato de Protium
heptaphyllum, a que demonstrou maior aplicabilidade, tanto no que diz respeito as
caracteristicas fisico-quimicas quanto a manutencao da atividade antioxidante, foi a
formulacdo gel de Aristoflex®. Além disso, a formulacdo gel de Aristoflex® permitiu
penetracdo e retencdo dos componentes antioxidantes do extrato na pele dos

camundongos sem pélos;

e Os estudos de eficacia in vivo demonstraram que a formulacdo gel de
Aristoflex® adicionada do extrato de Protium heptaphyllum foi capaz de proteger a
deplecdo do antioxidante endégeno GSH induzida pela radiacdo ultravioleta. Esta

protecdo, provavelmente, deve-se ao fato do extrato neutralizar ou impedir a
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formacao de EROs devido a exposicao a radiacdo. Com isso, a oxidacdo do GSH foi

menor em relacdo a oxidacao na pele exposta a radiagdo sem tratamento;

e A aplicacédo da formulacédo gel adicionada do extrato de Protium heptaphyllum
mostrou ser capaz de recuperar a atividade da enzima SOD reduzida com a

exposicao a RUV,

e O tratamento com a mesma formulagéo gel adicionada do extrato de Protium
heptaphyllum néo foi capaz de reduzir a atividade da mieloperoxidase aumentada
apos a exposicao da pele a radiacdo. Observou-se, ainda, um aumento desta
atividade com a aplicacdo das formulagbes placebo e adicionada do extrato em
relacdo a pele irradiada sem tratamento, sugerindo a possivel fotodegradacdo dos

componentes da formulacéo;

e A investigacdo dos efeitos da radiacdo sobre a formulacdo e a inducdo de
processo inflamatério, através de estudos de irritacdo cutanea e ensaios histolégicos
ou, ainda, o desenvolvimento de novas formulacdes, adicionadas ou nédo de filtros
solares, sera necessaria para melhor compreender e comprovar 0s mecanismos
pelos quais o extrato de Protium heptaphyllum pode exercer seu papel de agente

fotoquimiopreventivo.

H& poucos estudos na literatura sobre os extratos Eugenia biflora, Eugenia
protenta, Protium heptaphyllum, e Miconia minutiflora, embora o potencial destas
espécies seja promissor. Os resultados obtidos por este trabalho contribuem
significativamente para o futuro desenvolvimento e aplicabilidade de extratos

vegetais como fotoquimiopreventivos.
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