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RESUMO

A Platonia insignis ¢ uma planta nativa da Amazonia de alto valor econdmico e de larga
utilizacdo popular terapéutica. O 6leo vegetal de suas sementes é utilizado para o tratamento
de problemas de pele, tais como queimaduras e ferimentos e ainda, para o tratamento de dores
lombares e inflamacGes dentre outra aplicacdes. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a
reposta antioxidante mediada pelo extrato de P. insignis em células expostas a radiacdo
ultravioleta, e ainda avaliou o seu potencial protetor, e também regenerador e citotéxico em
queratindcitos submetidos a radiacdo UVA e UVB. Iniciaram-se os testes com a avaliacdo da
citotoxidade em queratindcitos tratados ou ndo com extrato hidroalcoolico do epicarpo (BVE)
ou mesocarpo (BVM) do fruto de P. insignis. Apoés a verificacdo da citotoxicidade, procedeu-
se os testes de indugdo de radiacdo UV para a determinacdo do potencial fotoprotetor e
regenerativo do extrato. No teste para deteccdo da producdo de ROS intracelular foi utilizado
o composto fluorescente, 2'7'-dicloro-fluoresceina-di-acetato. No teste de viabilidade o extrato
BVE ndo demonstrou nas concentra¢des de 5 a 100pug/mL diferentemente do BVM que em na
concentragdes de 100 e 50 pg/mL obteve-se citotoxidade significativa. No teste de exposigédo
a radiacdo UVA os extratos BVE e BVM protegeram 0s queratindcitos nas concentracdes de
25 pg/mL. No teste regenerativo extrato BVE demonstrou regenera¢do dos queratonocitos
aumentando a viabilidade de 80 a 100 %. J& o extrato BVM em concentracdes menores
observou-se aproximadamente 80% de poder regenerativo. No ensaio antioxidante celular, o
extrato BVM na concentracdo de 50 pg/mL demonstrou uma atividade antioxidante proxima
de 40% quando analisado na concentracdo de 50 pg/mL. O extrato do mesocarpo de P.
insignis apresentou pouco efeito citotoxico e significativo efeitos de protecdo ultravioleta e
antioxidante. Estes dados podem dar suporte para futuros trabalhos investigando melhor os
efeitos e aplicacdes do fruto de P. insignis na formulacédo de produtos cosméticos.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde (2013), o cancer de pele é a segunda
neoplasia maligna cutanea mais frequente, seja cancer ndo melanoma ou melanoma. Estima-
se que a cada trés casos de diagndstico de cancer, um seja de pele e ainda que uma em cada
cinco pessoas da Ameérica desenvolvera cancer de pele na vida. Essa alta incidéncia esta
relacionada aos fatores de risco associados aos continentes préximos dos tropicos como
intensidade dos raios, condi¢des climaticas e também habitos individuais como tempo de
exposicdo solar, frequéncia, caracteristica dos tipos de pele e a utilizacdo de produtos
fotoprotetores (WHO, 2013).

A exposicao da pele a radiacdo ultravioleta solar (UV), especialmente a sua radiagao
UVB (280-320 nm) devido as suas propriedades energéticas é pensado para ser a parte mais
prejudicial da radiacdo UV e para in- duzir efeitos adversos sobre a pele humana. A radiacao
UVB induz danos incluindo inflamacdo (eritema ou queimaduras solares), pigmentacao,
hiperplasia, imunossupressédo, fotoenvelhecimento cutaneo e cancer (FIGUEIREDO, 2014). A
radiacdo UV é dividida em trés bandas distintas em ordem decrescente de comprimento de
onda e energia crescente: UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (200-290 nm).
Diferentes comprimentos de onda e energia associados com a radiacdo UV nessa subdivisao
correspondem aos efeitos distintamente diferentes em tecidos vivos (LIU, H. et al, 2015). Tem
sido demonstrado que UVB pode levar a varios estagios patolégicos na pele, incluindo
queimaduras solares, rugas, diminuicdo da imunidade contra infec¢des, envelhecimento
prematuro e cancer.

Entre esses problemas causados pela radiacdo UV temos o estresse oxidativo que €
definido como um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
sistemas de defesa antioxidantes no corpo, onde o primeiro é sobreposto ao Ultimo. ROS sdo
produzidos durante o metabolismo normal do oxigénio e stress ambiental (YOO, H. G. et al,
2014).Com isso, varios estudos tém sido realizados na busca de novos filtros naturais, onde se

relaciona a capacidade de absorbancia na regido UV com possivel atividade fotoprotetora.

Dando continuidade a pesquisa iniciada em 2013 que tinha por objetivo avaliar o
potencial fotoprotetor, este projeto segue dentro dessa linha, com o objetivo de se aprofundar
no mecanismo dessa atividade fotoprotetora mediada pelo extrato, buscando elucidar algumas
vias e respostas antioxidantes de células expostas a radiacdo UV observando também, um

possivel efeito regenerador deste extrato do bacuri- Platonia insignis. Desta forma, este



projeto nos fornece uma alternativa interessante para a producdo um bioativo cosmeético

natural da regido amazonica.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Platonia insignis € uma arvore nativa da Amazobnia e das Guianas de alto valor
econémico, que tem como principal consumidor e produtor o estado do Para. Sua madeira,
bastante resistente, é utilizada em construcdes e na fabricacdo de mdveis e seus frutos séo
utilizados na culinaria na forma de sorvetes, licores, tortas, geleias, dentre outros produtos
(SHANLEY e MEDINA, 2005).

Proveniente da familia Clusiaceae, a arvore de P. insignis pode atingir aproximadamente
35 m de altura e 1 m de didmetro. Suas folhas sdo grandes, rigidas e brilhantes; sua flor € de
cor vermelha, rosa ou branca e seu fruto € oval, do tipo baga, de peso entre 200g e 1 kg, com
casca espessa, cor amarelada e polpa branco-cremosa (SOUZA, 2000; CHITARRA e
CHITARRA, 2005). Este fruto é conhecido popularmente como Bacuri e possui sabor acido,
adocicado e odor agradavel tendo sido relatado algumas vezes na literatura e na historia, como
quando o Marqués do Pombal (1699-1782) ao escrever um enorme tratado sobre a regido
amazonica cita-o como um valioso fruto: “A fruta bacuri, posto que tenha seus sendes,
também merece sua mencao, pelo seu excelente gosto. A sua arvore € famosa de grande, e
também o fruto ¢ de bom tamanho” (VIEIRA, 2011).

O fruto Bacuri é rico em fosforo, célcio, ferro e vitamina C (SOUSA, 2011), A casca do
bacurizeiro fruta sdo caracterizados como um produto sem exploragdo. No entanto, alguns
metabolitos secundarios foram identificados como 1-terpinol e b-bisaboleno, e o0s
componentes isolados foram predominantemente acidos gordos livres: palmitico, oleico,
linoleico, linolénico, um estearico e &cidos. Em adicdo a estes &cidos gordos, 0s extratos
LCO2-EtOH continha acidos caprilico e miristico, alcoois (linalol e 3,7-dimetiloct-I-en-3,7-
diol), e o éter de fenol , que notavelmente aumentada seu valor devido ao grande fonte de
compostos que comportam varias propriedades biolégicas (MENDES, M. B. et al., 2014). E €
utilizado na medicina popular em produtos de finalidade digestiva, diurética e cicatrizante. O
6leo vegetal de suas sementes € utilizado para o tratamento de problemas de pele, tais como

queimaduras e feridas e ainda, para o tratamento de dores lombares e inflamagdes. O emplasto



da seiva da sua arvore é aplicado no tratamento de eczemas, herpes e outras doencas cutaneas
(SHANLEY e MEDINA, 2005), e estudos preliminares observaram que esta espécie tem
significativo potencial antioxidante e citotoxico (LIMA et al, 2007).

As alteracGes bioguimicas, moleculares e histoldgicas induzidas por exposicdo UVB pele
aguda pode levar ao estresse oxidativo, inflamacdo, imunossupressao, fotoenvelhecimento, e
carcinogéneas (FIGUEIREDO, 2014). Por conseguinte, para proteger a pele contra danos da
luz solar o uso de roupas e 6culos de sol apropriado em conjungdo com o uso diario de filtros
solares composto por uma mistura de filtros UV organicos e inorganicos sao recomendado se
lesGes pré-neoplésicas, tem se evidenciado cada dia mais, sendo estas ultimas os de maior
preocupacao atual. Estima-se que a cada trés casos de diagnostico de cancer, um seja de pele e
ainda que uma em cada cinco pessoas da Ameérica desenvolverd cancer de pele na vida
(WHO, 2013). Essa alta incidéncia esta relacionada aos fatores de risco associados aos
continentes proximos dos tropicos como intensidade dos raios, condi¢des climaticas e também
habitos individuais como tempo de exposi¢do solar, frequéncia, caracteristica dos tipos de
pele e a utilizacdo de produtos fotoprotetores ou filtros solares (WHO, 2013).

Os filtros solares sdo moléculas ou particulas capazes de interagir com a radiacdo
ultravioleta incidente sobre a pele, refletindo, dispersando ou absorvendo a radiacéo
ultravioleta e, dessa forma, reduzindo sua interacdo com a superficie cutanea. Eles s&o
divididos em dois grandes grupos, conforme sua origem, filtros quimicos (naturais ou
sintéticos) e filtros fisicos (filtros inorganicos).

Os filtros fisicos sdo particulas de origem mineral capazes de refletir ou dispersar a luz
ultravioleta que incide sobre a superficie cutanea, reduzindo a quantidade de energia que é
absorvida pela pele e, dessa forma, minimizando seus efeitos prejudiciais. Dentre os filtros
inorganicos, os mais utilizados sdo o didxido de titanio e o 6xido de zinco (SHAAT, 2005).

Os filtros quimicos, por outro lado, sdo moléculas capazes de absorver a radiacdo
ultravioleta e, desta maneira, reduzir a acdo desta sobre o tecido cutaneo. S&o divididos em
filtros absorvedores de UVB, absorvedores de UVA e, mais recentemente, filtros de amplo
espectro, absorvendo nos dois comprimentos de onda (UVA e UVB). (HERZOG, 2005)

Os produtos fotoprotetores sdo atualmente uma forma eficaz de prevencédo contra o cancer
de pele (RAI, 2007). Estes produtos estdo cada dia mais associados a uma nova tendéncia do
mercado mundial de incorporar ativos naturais em insumos farmacéuticos e cosmeéticos,
devido aos resultados inovadores do grande nimero de pesquisa na area de produtos naturais
(AMER, 2009). Dessa maneira, as concentra¢@es individuais necessarias de cada filtro séo

reduzidas e, por consequéncia, eventuais efeitos adversos alem da agéo sinérgica de alguns



filtros combinados, potencializando a acdo fotoprotetora e tornando o produto final mais
seguro.

Dentre os filtros quimicos, foi observado que os filtros naturais em compara¢do com
0s sintéticos apresentam grandes vantagens quanto aos efeitos colaterais e maior seguranca ao
meio ambiente na sua fabricacdo (AMER, 2009), assim como grande parte dos produtos com
ativos naturais. Com isso, varios estudos tém sido realizados na busca de novos filtros
naturais, onde se relaciona a capacidade de absorbancia na regido UV com possivel atividade
fotoprotetora. Como exemplo, o estudo preliminar realizado com as espécies de Hamamelis
virginiana, Rhamnus purshiana e Cinnamomum zeylanicum que apresentaram atividade
potencializadora do fator de protecdo solar (FPS) (RAMOS et al., 1996.)

Em estudos realizados com Peumus boldus que revelaram atividade fotoprotetora da
boldina, substancia encontrado nessa espécie, contra raios UVB in vitro e in vivo (HIDALGO,
1998) e mais recentemente, investigaces dessas propriedades nesta mesma espécie, Garcinia
brasiliensis também da familia Clusiaceae, que o extrato tem um grande potencial para ser
usado como um filtro solar, o que sugere que pode ser incorporado em formulagcfes além de
filtros UV sintéticas contribuem para a reducdo de filtros sintéticos em suas formulacdes
(FIGUEIREDO, 2014).

Muitas dessas espécies que absorvem na regido ultravioleta apresentam moléculas
ativas semelhantes a dos filtros quimicos sintéticos. Essas moléculas sdo geralmente
compostos pertencentes a classe dos flavondides, taninos, antraquinonas e alcaléides. Tendo
sido essas classes relacionadas na literatura, a essa propriedade de alta absorbancia e atividade
antioxidantes e possivelmente fotoprotetora (BOBIN, 1994; HENRIQUES, 2000; ZUANAZI,
2000; GOOSSENS & LEPOITTEVIN, 2003).



OBJETIVO

Geral:
e Avaliar a reposta antioxidante mediada pelo extrato de Platonia insignis em células

expostas a radiagdo ultravioleta.

Especificos:

e Avaliar a citotoxidade celular em queratindcitos tratados com extrato de Platonia

Insignis.

e Avaliar o potencial de fotoprotecdo induzido pela radiacdo UV em queratinécitos

tratados pelo extrato de Platonia Insignis.

e Avaliar o efeito regenerador do extrato de Platonia insignis sobre a resposta

antioxidante dos queratindcitos expostos a radiacdo UV.

e Avaliar o efeito protetor do extrato de Platonia insignis sobre a resposta antioxidante

dos queratindcitos expostos a radiacdo UV.

METODOLOGIA

1. Determinacédo de Viabilidade Celular (Alamar Blue)
Queratindcitos da linhagem HaCat (5x10° céls/pocos) foram dispostos em placas de 96 pogos
e expostas a concentragbes de 1,25 a 100ug/mL juntamente com doxorrubicina (ug/mL),
utilizada como controle positivo de morte.
A placa foi incubada por 24h com o extrato hidroalcodlico de P. insignis de diferentes partes
do fruto, epicarpo BVE e mesocarpo -BVM nas concentragdes de 100ug/mL, 50pg/mL,
10pg/mL e 5ug/mL e apos a incubagdo, 10uL da solugdo de Alamar Blue foram adicionadas

as células e em seguida, incubadas por 2 horas a 37°C. A fluorescéncia foi mensurada em



leitor de microplacas usando uma excitacdo a 545nm e emissdo a 595nm e expressa com

porcentagem de células em rela¢do ao controle negativo.

2. Exposicao celular a Radiacdo Ultravioleta
2.1. Tratamento preé-radiacdo

O ensaio foi realizado segundo Silva e colaboradores (2013) com adaptacdes.
Brevemente, foram preparadas duas placas da linhagem celular de queratindcitos da linhagem
HaCat na concentracdo de 6x103 cels/ 100uL. de meio DMEM suplementado com 10% de
SFB. Apds 24h de incubacdo a 37°C e 5% de CO2, as placas foram lavadas com tampéo
HBSS previamente aquecido. Foi adicionado 100uL. de HBSS/pogo nas placas e o extrato em
diferentes concentragfes (1,25 a 100ug/mL). Em seguida, as placas foram tratadas em
diferentes concentracfes do extrato diluido em DMEM suplementado com SFB e novamente
incubadas por 2h a 37° C e 5% de CO». Apoés tratamento, uma placa foi exposta a 10 J/cm? de
radiacdo UVB e UVA sendo o controle indicado pelo UV (+) enquanto a outra placa foi
protegida da radiacdo UV, UV (-) durante 30 minutos a 1 hora ou radiacdo suficiente para
produzir aproximadamente 50% de viabilidade. Em seguida, as placas foram lavadas com
tampdo HBSS para a retirada dos residuos do extrato. O tampao foi substituido por DMEM
suplementado com SFB e as placas incubadas por mais 24h. As placas foram centrifugadas a
800rpm por 5min., o meio foi retirado por inversdo e 100uL de DMSO/pogo foi adicionada.
Em seguida as amostras foram submetidas ao teste de viabilidade celular como descrito no

item 1.

2.2. Tratamento pos- radiacao
O ensaio foi realizado segundo Silva e colaboradores (2013) com adaptagdes.

Brevemente, foram preparadas duas placas da linhagem celular de queratinécitos da linhagem



HaCat na concentracdo de 6x103 cels/ 100uL. de meio DMEM suplementado com 10% de
SFB. Apds 24 h de incubagdo a 37°C e 5% de CO2, as placas foram lavadas com tampéo
HBSS previamente aquecido. Foi adicionado 100ulL de HBSS/pogo nas placas. Enquanto uma
placa foi protegida da luz (UVA-), a outra foi exposta a 10 J/cm? de radiacdo UVA (UVA+).
Em seguida, as placas foram tratadas com diferentes concentracdes do extrato diluido em
DMSO e DMEM suplementado com SFB e incubadas por 2h a 37° C e 5% de CO2. As placas
foram lavadas com tampdo HBSS para a retirada dos residuos do extrato. O tampdo foi
substituido por DMEM suplementado com SFB e as placas incubadas por mais 24 h. As
placas foram centrifugadas a 800rpm por 5 min., o meio foi retirado por inversao ¢ 100uL de
DMSO/poco foi adicionado. Em seguida as amostras foram submetidas ao teste de viabilidade

celular como descrito no item 5.3.

3. Avaliacdo Da Atividade Antioxidante Celular (Dosagem De ROS)

A avaliacdo da atividade antioxidante celular foi realizada utilizando a metodologia
descrita por Wolfe e Liu (2007) que se baseia na deteccdo da producdo de ROS intracelular
utilizando o composto fluorescente: 2'7'-dicloro-fluoresceina-diacetato (DCFH-DA). Nesta
técnica, queratindcitos humanos da linhagem HaCat foram semeados em 100uL de meio de
crescimento e incubados por 24h. Depois 0 meio de cultura foi removido e 0s pocos lavados
com PBS. Em seguida, 100uL de uma solucdo a 10uM de DCFH-DA dissolvido em tampdao
de Hank, foram adicionados aos pocos e incubados durante 30 minutos a 37°C e 5% CO; e as
células foram expostas aos raios UVA. Em seguida o extrato de P.insignis foi adicionado em
duas concentracdes e a sua fluorescéncia foi mensurada imediatamente no comprimento de
onda de excitagcdo 485nm e de emissao 520nm durante 60 minutos em intervalos de 5 min. Os
controles com e sem DCFH-DA foram preparados e submetidos a processos analogos e a

quercetina foi utilizada como controle positivo da atividade antioxidante.



RESULTADOS

Viabilidade Celular

O efeito sobre a viabilidade celular do extrato BVE na célula HaCat utilizando
0 ensaio do Alamar Blue, estdo representados na figura 1, onde, a partir das
concentragdes de 100ug/ mL, 50ug/ mL, 25ug/ mL, 5ug/ mL que foram testadas, as
células HaCat apresentaram viabilidade maior que 100%.

No entanto, as células tratadas com o extrato de BVM nas concentracdes de
100ug/mL e 50ug/mL apresentaram viabilidade menor do que as tratadas nas demais
concentracdes (figura 2). Tendo em vista esse resultado, escolheram-se as
concentragfes de 6,25pug/mL, 25pug/mL e 50ug/mL para a realizacdo dos demais
ensaios, pois o extrato de BVM nessas concentracdes ndo apresentou potencial

citotoxico significativo.
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Figura 1 — Viabilidade celular de queratindcitos HaCat incubados com o extrato BVE por 24h
mensurada pelo ensaio do Alamar blue.
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Figura 2 - Viabilidade celular de queratinécitos HaCat incubados com o extrato BVM por 24h, 48h, 72h
mensurada pelo ensaio do Alamar blue.

1. Exposicéo Celular a Radiacédo Ultravioleta

2.1. Tratamento pré-radiacao
Os queratindcitos da linhagem HaCat, que ndo foram expostos a radiacdo UVA porém

submetidos ao tratamento com o0s extratos BVE na concentragdo de 25ug/mL e BVM na
concentracdo de 25upg/ml, apresentaram viabilidade celular de 122,41% e 114,11%,
respectivamente.

Ao serem submetidos ao tratamento com os extratos BVE e BVM e expostos a
irradiagdo UVA por 5 minutos, apresentaram viabilidade celular de 116,73% e 155,46%,

respectivamente conforme se observa na figura 3.
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Figura 3 — Viabilidade celular de queratindcitos tratados com os extratos de Platonia Insignis e depois
expostos a 5 min de irradiagcdo UVA.

O ensaio foi refeito para o extrato BVM nas concentragdes de 25ug/mL, 12,5ug/mL e
6,25ug/mL. Na figura 4 observamos que as células expostas a radiacdo UVB com tratamento,

demonstraram viabilidade em propor¢Ges proximas nas concentragdes de 25ug/mL,
12,5ug/mL.
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Figura 4 - Viabilidade celular de queratinocitos tratados com o extrato BVM de Platonia Insignis e
depois expostos as 1h de irradiacdo UVB.

1.2. Tratamento pos- radiacdo

O resultado foi avaliado a partir da leitura do Alamar Blue para verificar a viabilidade
das células tratadas com o agente regenerativo ap0s a exposicdo aos raios UVA. Foi
considerada como controle negativo (UV-) as células ndo expostas com 100% de

viabilidade e como controle positivo (UV+) as células que foram expostas aos raios UVA.
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Figura 6 — Viabilidade celular de queratinécitos expostos a radiacdo UVA e posteriormente tratados com 0s
extratos de P.Insignis BVE.
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Figura 7 — Viabilidade celular de queratindcitos expostos & irradiacdo UVA e posteriormente tratados com
0s extratos de P.Insignis BVM.

Apds o tratamento com o0s extratos nas concentragdes de 100ug/mL, 50pg/mL,
25ug/mL e 12,5ug/mL observou-se dois diferentes perfis de recuperacdo tecidual. O
extrato BVE, conforme figura 4, uma viabilidade entre 80 e 100% ap6s 0 seu tratamento.
Ja o extrato BVM em concentracdes menores observa-se aproximadamente 80% de

células viaveis conforme o figura 5.

2. Atividade Antioxidante Celular

Apesar de ndo ter sido proposto no projeto, esse teste direciona o perfil antioxidante
intracelular da espécie sendo também um dos marcadores de estresse oxidativo uma vez que
0s ROS sdo espécies reativas a oxigénio (Reactive Oxygen Species).

Foi utilizado como fator promotor de estresse oxidativo a luz UVA e as concentragdes
testadas dos extratos tanto de BVE quanto de BVM foram de 50 e 25 pg/mL, e a quercetina,

flavonoide utilizado como antioxidante padrdo, nas concentracGes de 5 e 2,5 pg/mL



Conforme o Figura 6, observa-se que o marcador mais elevado, representado pelo
controle UVA (+), indica a producdo de ROS mediante exposi¢do a luz UVA sem nenhum
tipo de protecdo. Nos proximos marcadores, observa-se que as células que foram tratadas com
0 extrato BVE e BVM, nas concentracOes supracitadas, apresentaram um perfil de reducédo da

producédo de ROS intracelular similar ao padréo utilizado para esse teste.
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Figura 8 — Dosagem de ROS intracelular em queratindcitos tratados com os extratos BVE e BVM.

Neste método, a atividade antioxidante dos extratos é estabelecida em porcentagem e
calculada a partir do potencial de reducdo do ROS intracelular ao longo de 1 hora, em
intervalos de 5 em 5 min. Baseado nisso a figura 7, apresenta um comparativo entre o padrao,
0 extrato BVE e 0 BVM, onde destaca-se o extrato BVM na concentragéo de 50 pg/mL que

demonstrou uma atividade proxima de 40%.
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Figura 9 — Percentual de atividade antioxidante intracelular do extrato BVE e BVM.

DISCUSSAO

Neste trabalho Buscou-se testar novos extratos com agentes bioativo naturais que
pudessem nos proteger das radiagdes UVB e UVA sendo esses extratos epicarpo (BVE) e
mesocarpo (BVM) de diferentes camadas do fruto Bacuri-Platonia Insignis, esse foi um
trabalho inédito com essa planta entdo buscou-se referéncias de testes feitos com plantas da
mesma familia do Bacuri para que pudéssemos comparar nossos resultados. Os extratos BVE
e BVM que foram testados em células da pele HaCat com fim de avaliar o seu potencial
citotoxico pelo método de ensaio Alamar Blue, a partir desse ensaio foram analisados os
resultados mostrados primeiramente na figura 1 na qual pode-se observar que o extrato de
BVE ndo apresentou atividade citotdxica nas células HaCat em nenhuma das concentracdes
testadas visto que as células apresentaram um elevado indice de viabilidade.

No entanto na figura 2 onde pode-se analisar 0 extrato BVM nas baixas concentracgdes
de 3,12ug/mL, 6,25pug/mL, 12,5ug/m e 25ug/mL obteve-se viabilidade de ate 100% nos
ensaios de 24h, 48h e 72h j& nas concentragdes de, 50 pg/mL e 100pug/mL obteve-se um
resultado de viabilidade reduzida de 80% e 27% respectivamente demonstrando potencial
citotoxico do extrato apresentando alta letalidade.



Ao se comparar com ensaios realizados por Oliveira (2014) no ensaio com o extrato de
Calophyllum brasiliense da mesma familia do extrato utilizado nesse trabalho obteve os
seguintes resultados: as células tratadas com extrato apresentaram em porcentagem de
viabilidade com o teste Alamar Blue, IC50 = 119,94 + 4,3lug/mL ap6s um teste de
citotoxicidade de 24 h, usando células CHO-K1, que mostra baixa citotoxicidade. No entanto,
quando as células foram expostas ao extrato durante 72h, o valor de 1C50 foi de 8,39 + 2,00ug
/ mL, mostrando neste caso, um efeito citotdxico pronunciado, resultados estes similares aos
encontrados no presente estudo.

No ensaio onde as células HaCat foram expostas a radiacdo UV utilizando-se no
ensaio as duas radiagcbes UVA e UVB sendo mais utilizada a radiagdo UVA por tal lampada
da tal ter sido adquirida no inicio dos ensaios produzidos nesse trabalho e posteriormente foi
adquirida a lampada de radiacdo UVB sendo assim refez-se apenas alguns dos ensaios por
falta de tempo para o fim do projeto. Os queratindcitos da linhagem HaCat, que ndo foram
expostos a radiacdo UVA porém submetidos ao tratamento com os extratos BVE e BVM na
concentragdo de 25ug/mL cada apresentaram viabilidade celular de 122,41% e 114,11%,
respectivamente e quando expostas por 5 min de radiagdo UVA com 0s extratos na mesma
concentracdo anterior citada apresentaram viabilidade celular de 116,73% e 155,46%
demostrando a protecdo do extrato por ndo haver morte celular e uma possivel presenca de
agentes fluorescentes no extrato por ser medida a viabilidade pelo método do Alamar blue o
qual é um indicador fluorescente/colorimétrico com a propriedade redox. A forma oxidada é
azul (ndo fluorescente/célula ndo viavel) e a forma reduzida é rosea (fluorescente/célula
viavel) (RIBEIRO, 2004) ou ter induzido o crescimento celular.

Em comparagéo, o artigo de Chiang et. al (2013), demonstra com o extrato de
Neonauclea reticulata, que as preparacdes a uma concentracdo elevada (100g/mL)
estimularam o crescimento de queratondcitos (150%). Para comprovar a evidencia dos
compostos fluorescentes no extrato estudado nesse estudo poderiamos ter feito um teste em
uma placa de 6 pocos apenas com o extrato e ter medido sua fluorescéncia pelo método do
Alamar Blue porém por falta de tempo tal teste ndo pode ser realizado.

O ensaio de radiacdo UVB foi refeito para o extrato BVM com exposi¢do de 1
hora visto que suas concentracdes para a viabilidade das células Hacat tiveram grande
diferenca em relacdo ao extrato BVE. De acordo com o resultado do ensaio o extrato BVM
mostrou baixa prote¢do para as células nas concentracdes de 12,5ug/mL e 25ug/mL com 94%
e 95% de viabilidade em relagdo ao controle de UV (+) com 91% de viabilidade, levando em

conta que na concentragdao de 6,12ug/mL houve morte de 87% das células pela radiacio UVB



por ser a mais baixa concentracdo utilizada no ensaio ndo protegendo as células. Utilizando
como referéncias os resultados obtidos por Oliveira (2014), onde o ensaio de potencial
fotoprotector utilizado para avaliar a capacidade de absor¢édo por radiagdo UVB do extrato de
C. Brasiliense nas concentracdes de 10mg/mL, 50 mg/ml e 100mg/mL o extrato absorveu a
radiacdo UVB e protegeu a viabilidade das células de fibroblastos de 16,3% e 20,1% |,
respectivamente, em relagdo ao controle irradiado. Resultados similares ao encontrado no
presente estudo.

O ensaio de tratamento pds-radiacdo onde se mediu a capacidade regenerativa
das células induzidas pelo extrato observou-se dois diferentes perfis de recuperacdo. O extrato
BVE, apresentou maior potencial regenerativo uma vez que as células apresentaram uma
viabilidade entre 80% e 100% apds o seu tratamento, assemelhando-se ao padrdo de
regeneracdo utilizado. Ja o extrato BVM nas concentragdes mais altas ndo apresentou uma
viabilidade tdo alta, provavelmente decorrente da toxicidade celular apresentada nessas
concentragdes, no entanto em concentracbes menores observa-se aproximadamente 80% de
células vidveis. De acordo com Yamaguchi (2014), o bacuri apresenta-se como uma fonte de
substancias bioativas presentes em todas as partes do fruto. Na composi¢do quimica estdo
presentes substancias graxas, diterpenos, xantonas e triglicerideos como o0s principais
constituintes podendo ajudar na regeneracéo celular.

A inflamacdo induzida pela radiacdo UVB e a acumulagdo resultante de espécies
reativas ao oxigénio-ROS desempenham um papel importante no envelhecimento da pele.
Estudos tém mostrado que a geracdo de ROS intracelular, tais como o anion superoxido (O2-
), Radical hidroxila (OH), oxigénio (102), e perdxido de hidrogénio (H202), levam a um
estado de estresse oxidativo celular e a referida geracdo de ROS é um mediador chave no
processo de fotoenvelhecimento (CHIANG, 2013).

No método, a atividade antioxidante dos extratos foi estabelecido um
comparativo entre o padrdo, o extrato BVE e 0 BVM, onde destaca-se o extrato BVM na
concentracdo de 50 pg/mL que demonstrou uma atividade proxima de 40% na acgdo contra a
expressao de ROS comparado com o controle sem tratamento.

Em comparacdo com os resultados expostos por YOO, H. G. et al., (2014), que
demonstra viabilidade de ate 100% dos queratindcitos epidérmicos humanos normais
expostos ao UVB com concentracdes de 40 a 25 mg/L do extrato que comprovam a agédo
antioxidante do extrato de Lithospermum erythrorhizon-LE. Estes resultados sugerem que o
extrato LE fendlico contém potentes antioxidantes intracelulares que podem proteger as

células contra o estresse oxidativo. Assim como dados publicados anteriormente sobre a



Platonia insignis que possui agentes antioxidantes como demonstrados nos seguintes artigos:
Evaluation of possible antioxidant and anticonvulsant effects of the ethyl acetate fraction from
Platonia insignis Mart. (Bacuri) on epilepsy models (COSTA JUNIOR et al., 2011) e
Quimica e farmacologia do bacuri (Platonia insignis) (YAMAGUCHI et al., 2014), os quais

citam as propriedades antioxidantes da Platonia Insignis.

CONCLUSAO

Os extratos de diferentes camadas do fruto de Platonia Insignis apresentaram resultados
diferentes, o extrato do epicarpo possivelmente ndo apresenta substancias potencialmente
citotoxicas devido a sua baixa letalidade diferentemente do extrato do mesocarpo que
demonstrou citotoxidade em altas concentragdes.

Nos resultados dos testes de radiagdo UVA nas células tratadas com o extrato do
mesocarpo da Platonia Insignis pode-se observar que o extrato protegeu as células durante a
radiacdo UV demonstrando seu potencial de fotoprotecdo. Com o extrato do epicarpo houve
letalidade das células.

O extrato do epicarpo da Platonia Insignis no teste de tratamento pos radiacdo demonstrou
significativo poder de regeneracdo pela alta viabilidade das células tratadas. J& o extrato do
mesocarpo apresentou significativa letalidade nas células.

Houve a inibicdo de producdo de espécies reativas ao oxigénio em células expostas a
radiacdo UV e aos extratos do epicarpo e mesocarpo de Platonia Insignis. Ambos
demonstraram acdo antioxidante podendo prevenir o estresse oxidativo e o0
fotoenvelhecimento.

Estes dados podem dar suporte para futuros trabalhos investigando melhor os efeitos e
aplicacdes do fruto de P. insignis na formulacdo de produtos cosméticos.
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