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RESUMO

A elevagdo da atividade da enzima tirosinase pode levar ao desenvolvimento de
hiperpigmentacdo da pele, assim como a elevacdo das enzimas elastase e hialuronidase, que
fazem a degradacéo, respectivamente, de elastina e acido hialurénico da matriz extracelular,
pode acelerar o envelhecimento cutaneo, promovendo a perda de elasticidade da pele. Alguns
estudos tém demonstrado a eficacia na utilizacdo de plantas ricas em fendis com a capacidade
de inibir as enzimas tirosinase, elastase e hialuronidase. Dessa forma, o presente projeto teve
como objetivo avaliar a atividade inibitoria de extratos de plantas da Amazénia sobre essas
enzimas. Utilizaram-se 65 extratos secos obtidos por maceragcdo com agua, etanol ou metanol
de folhas, cascas ou raizes de plantas colhidas na Amazénia. Dentre os testes, realizou-se
determinacdo do potencial antioxidante por meio do teste de varredura do radical 1,1-difenil-
2-picrilhidrazila (DPPH), dosagem de fenois totais, flavondides totais, inibicdo da elastase,
hialuronidase e tirosinase in vitro. Das amostras testadas, os extratos 157-r, 234-cc, 73-cc,
157-f e Calycophyllum spruceanum (hidroetandlico) demonstram boa atividade inibitéria
tanto em relacdo a enzima hialuronidase, como a enzima elastase. No entanto, nenhuma das
amostras estudadas demonstrou atividade inibitoria satisfatoria em relacdo a tirosinase. Os
resultados demonstram que a busca de inibidores de enzimas a partir de extratos de plantas

pode ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de biocosméticos.

Palavras Chave: elastase, hialuronidase, tirosinase, plantas amazonicas.



ABSTRACT

The increase in enzyme activity can lead to the tyrosinase of skin hyperpigmentation, and the
elastase enzyme elevations and hyaluronidase, which are degradation, respectively, of elastin
and extracellular matrix of hyaluronic acid can accelerate the aging process by promoting the
loss of skin elasticity. Some studies have demonstrated the effectiveness in use of phenol-rich
plants with the capacity to inhibit the enzyme tyrosinase, elastase and hyaluronidase. Thus,
this project aimed to evaluate the inhibitory activity of extracts from plants of the Amazon on
these enzymes. Dried extracts were used obtained by maceration with water, ethanol or
methanol leaves, bark or roots of the plants harvested Amazon. Among the tests, there was
determination of antioxidant potential by means of the scanning of the radical 1,1-diphenyl-2-
picrylnydrazyl (DPPH), measurement of total phenols, flavonoids, inhibition of elastase,
hyaluronidase and tyrosinase in vitro. Of the 65 samples tested, the extracts 157-r, 234-cc, 73-
cc, 157-f and Calycophyllum spruceanum (hydroethanolic) show good inhibitory activity in
relation to the enzyme hyaluronidase, such as the enzyme elastase. However, any sample
shows satisfactory inhibitory activity against the tyrosinase. The results show that the search
for inhibitors of enzyme from plant extracts can be an important tool in developing

biocosmetics.

Key words: elastase, hyaluronidase, tyrosinase, Amazon plants,
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1. INTRODUCAO

A hiperpigmentacdo e o0 envelhecimento cutdneo estdo entre as principais
manifestacdes que afetam o aspecto pessoal e a aparéncia estética da populacdo em todo o
mundo. Apesar dos avancos cientificos, isso se deve a uma variedade de fatores, tanto
intrinsecos, como mecanismo enzimatico, bem como extrinsecos, relacionados a exposi¢do
solar, por exemplo. Portanto ha uma necessidade crescente de pesquisas e desenvolvimento de
novas substancias a serem utilizadas no combate e/ou retardamento dessas manifestagdes.

A hiperpigmentacdo da pele é o resultado de algumas anormalidades ho mecanismo
enzimatico que controla a pigmentacdo, como a tirosinase, podendo ser causada por uma
variedade de fatores incluindo inflamacdo, idade avancada, fatores genéticos, distlrbios
hormonais e exposi¢do ao sol em diferentes graus. A melanina € importante para protecao
contra lesdo por radiacéo ultravioleta, mas sua producdo desordenada pode levar a formacéo
de lentigem ou manchas escurecidas de senescéncia (NICOLETTI et al., 2002).

Assim como a hiperpigmentacéo, o envelhecimento cutdneo também € o resultado de
varias mudancas originadas na pele. Ha a reducdo da sintese do colageno, da elastina e do
acido hialurdnico, assim como o aumento da degradacdo dos mesmos e elevacdo da expressao
das enzimas colagenase, elastase e hialuronidase, o que contribui para a fragmentacdo e
desorganizacdo das fibras de colageno e elastina na derme (GIARDINA et al., 2010; THRING
et al., 2009).

Vaérios estudos enzimaticos mostram uma correlacdo entre utilizacdo de fendis, como
flavonoides e taninos, e diminuicdo dos efeitos da hiperpigmentacdo e envelhecimento da
pele, através da inibicdo da tirosinase, colagenase, elastase e hialuronidase, respectivamente.
Neste contexto, a busca por substancias naturais que interferem na pigmentagdo e no
envelhecimento da pele estd cada vez mais em destaque, devido & possivel aplicacdo
dermatoldgica dessas substancias e a capacidade de atuarem como agentes terapéuticos e/ou
cosmetoldogicos (JACKSON et al., 2010; OLIVEIRA, 2010; SUMANTRAN et al., 2007;
THRING et al., 2009).

Dessa forma, o trabalho tem o objetivo de estudar a atividade inibitéria de extratos de
plantas da Amazbnia sobre as enzimas elastase, hialuronidase e tirosinase, fazendo a
determinacéo do efeito inibitorio desses extratos, bem como identificar o teor de fendis totais
e flavondides totais e estabelecer a relagdo entre o teor desses fenois com a inibicdo das

enzimas em questao.
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Atualmente, existem varios métodos para determinar o potencial antioxidante, bem
como o teor de fendis, e avaliar a inibicdo enzimatica. Os mais conhecidos incluem método de
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila), fendis totais, flavondides totais, elastase, hialuronidase e

tirosinase in vitro, utilizando microplaca.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e protege o corpo de varias agressoes. Ela
constitui uma barreira eficiente contra agressores exdgenos e impede a perda de agua e de
proteinas para o exterior. Além disso, ela age como 6rgdo sensorial, participa do sistema
imunoldgico, da regulacdo da temperatura corpérea, da producao de vitamina D3, da excrecéo
de eletrolitos e outras substancias, entre outras fungdes (RODRIGUES, 2009; VISNARDI,
2007). A pele compreende a epiderme, que abrange a camada mais externa dos tecidos, e a
derme, que se caracteriza por ser uma camada mais interna, abrangendo a parte mais profunda

da pele e do tecido conjuntivo.
2.1.1 Epiderme

Segundo Borojevic et al. (1999), a epiderme, camada estratificada, &€ composta
essencialmente de queratindcitos e os melandcitos, as células responsaveis pela cor da pele.
Os melandcitos sintetizam o pigmento natural da pele, a melanina, que é progressivamente
transferida aos queratindcitos. As caracteristicas genéticas do individuo e a exposi¢ao ao sol
determinam a quantidade da melanina incorporada e, consequentemente, a cor da pele
(BOROJEVIC et al., 1999).

A melanina € o pigmento mais bem distribuido na natureza. Ela pode ser encontrada
em bactérias, fungos e plantas, e em animais ocorre principalmente na orelha interna, nos
olhos, no cabelo e na pele de mamiferos. A melanina é um biopolimero heterogéneo
(NICOLETTI et al., 2002) e é uma importante defesa da pele contra os efeitos deletérios da
radiacéo ultravioleta (UV) (OLIVEIRA, 2010; MACRINI, 2004).

A sintese de melanina ocorre através de uma serie de reacGes oxidativas envolvendo a
tirosina na presenca da tirosinase. O envolvimento da radiagdo UV no estimulo a essa sintese
foi comprovado por varios estudos, sendo que um deles demonstrou ocorrer um aumento da
atividade da tirosinase, principalmente a sua agdo DOPA oxidase, e um estimulo a sintese de

melanina quando a pele sofreu sucessivas irradiacdes UV (OLIVEIRA, 2010).
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2.1.2 Derme

A derme é responsavel pela flexibilidade, elasticidade e pela capacidade de
estiramento da pele. Ela é formada por fibras colagenas, fibras elasticas e
glicosaminoglicanos, como o &cido hialurénico, produzidos pelos fibroblastos, que sdo as
células mais numerosas do tecido conjuntivo (THRING et al., 2009; VISNARDI, 2007).

O colageno é a proteina mais abundante do organismo dos animais. E a principal
estrutura protéica do tecido conjuntivo, conttm os aminoacidos glicina, prolina e
hidroxiprolina (RODRIGUES, 2009; VISNARDI, 2007).

Segundo Visnardi (2007), as fibras de elastina da derme sdo encontradas entrelacadas
entre as fibras do colageno, porém sdo mais finas que a fibras do mesmo, e sua funcdo é
retornar a deformidade da rede para a condicao de relaxamento, retornando a forma original
apos distensdo. A elastina é caracterizada pela sua alta forca quimica e fisica e especialmente
pela sua caracteristica elastica (RODRIGUES, 2009; THRING et al., 2009).

Como o colageno, a elastina € rica em glicina e prolina, mas também possui residuos
de aminoéacidos polares como aspartato, glutamato, entre outros. Além destes, a elastina
contém dois aminoacidos incomuns, a desmosina e a isodesmosina, formados por ligacGes
covalentes entre 0s quatro residuos de lisina. Estas ligacdes cruzadas sdo responsaveis pela
consisténcia elastica da elastina (RODRIGUES, 2009).

Outro componente da derme, o acido hialurdnico, € um glicosaminoglicano de alta
massa molecular composto por unidades repetitivas de dissacarideo de acido D-glucurénico
(GIcUA) e N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc). O acido hialurdnico é agora reconhecido como
um participante importante nos processos bioldgicos de motilidade, proliferacao,
diferenciacdo e migracdo celular (GONCALVES, 2007; RODRIGUES, 2009; TAKAHASHI
et al., 2003).

O éacido hialurdnico tem a propriedade de manter as células aderidas umas as outras.
Por acdo da hialuronidase, o polimero é transformado em pequenos fragmentos, diminuindo
significativamente sua viscosidade e facilitando a proliferagdo celular entre os tecidos,
levando assim a uma conseqliente degradacdo da matriz extracelular (MARCHESAN et al.,
2006).
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2.2 Aspectos gerais da hiperpigmentacdo da pele

De maneira geral, a hiperpigmentacdo da pele é devida a varios fatores, como
envelhecimento, gravidez, disturbios enddcrinos, tratamento com hormonios sexuais e
exposicdo ao sol em diferentes graus (MACRINI, 2004; NICOLETTI et al., 2002).

O papel fisiologico da melanina consiste, fundamentalmente, em prover a cor da pele e
a fotoprotecdo. Como filtro solar, a melanina difrata ou reflete a radiacdo UV. Apoés a
irradiacdo, os melanossomas se reagrupam em torno do ndcleo e protegem, assim, o material
genético da célula. Muitas sdo as modificagdes patoldgicas da cor da pele e sdo denominadas
discromias (OLIVEIRA, 2010; NICOLETTI et al., 2002).

A melanina é importante para protecdo contra lesdo por UV, mas sua producao
desordenada pode levar a formacdo de lentigem ou manchas escurecidas de senescéncia. O
controle da hiperpigmentacdo esta se tornando cada vez mais importante conforme a
populagéo de idosos continua a crescer (OLIVEIRA, 2010; NICOLETTI et al., 2002).

2.2.1 Enzima tirosinase

A tirosinase € uma enzima que requer cobre como co-fator e que catalisa duas etapas
da sintese de melanina, convertendo a tirosina em eumelanina (preta) ou feomelanina
(amarelada ou avermelhada). A primeira delas, limitante da melanogénese, ¢ a hidroxilacao da
tirosina a 3,4-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) ou diretamente a o-dopaquinona.

Sendo a tirosinase a enzima limitante para a melanogénese, o aumento ou diminui¢ao
tanto de sua expressao como de sua atividade podem levar a alteracdo na sintese de melanina.
Um grande nimero de inibidores naturais e sintéticos da tirosinase vem sendo identificados.
Eles podem ser classificados como: agentes redutores, que causam reducdo da o-dopaquinona
a LDOPA,; sequestrantes da o-dopaquinona, como certos tio-derivados; substratos enzimaticos
alternativos, como os compostos fenolicos, cujos produtos quinoides de reacdo absorvem
numa diferente faixa espectral que o dopacromo; inativadores ndo-especificos enzimaticos,
como alguns acidos e bases que desnaturam a enzima; inativadores especificos da tirosinase,
também chamados de substratos suicidas, ja que se ligam irreversivelmente a enzima; e
inibidores especificos da tirosinase, que se ligam reversivelmente a tirosinase reduzindo sua
capacidade catalitica. Somente os inibidores especificos da enzima sdo considerados
inibidores verdadeiros (OLIVEIRA, 2010).
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2.3 Aspectos gerais do envelhecimento cutaneo

Segundo Rodrigues (2009), uma das principais causas do envelhecimento € a perda de
colageno no organismo. A firmeza da pele, a elasticidade e o tdnus sdo gradualmente perdidos
com o envelhecimento cutaneo. Ha a formacéo de rugas, aumento da fragilidade e diminuigdo
da cicatrizacdo de feridas e a pele torna-se mais fina, pélida e seca. O sistema superficial
capilar torna-se visivel, desordens pigmentares aparecem e celulas cutaneas se proliferam na
epiderme dando aparéncia irregular (HIRATA et al., 2004).

As mudangas originadas na pele, especialmente na derme, estdo relacionadas com a
diminuicdo da habilidade das células, particularmente, os fibroblastos, em regenerar
moléculas que comp&em a matriz extracelular. Dessa forma, além da reducdo da sintese do
colageno e da elastina, havera, também, o aumento da degradacdo dos mesmos, com a
concomitante elevacdo da expressdo das metaloproteases, o que presumivelmente contribui
para a fragmentacdo e desorganizagdo das fibrilas de coldgeno e elastina na derme. Essas
metaloproteases constituem uma familia de proteases contendo zinco que degradam o0s
componentes das proteinas dos tecidos conectivos e a sua atividade determina o volume de
coladgeno na derme (GIARDINA et al., 2010; THRING et al., 2009).

2.3.1 Elastase e hialuronidase

As metaloproteases tém em comum dois ions de zinco, um localizado no sitio ativo da
enzima, envolvido no processo catalitico, e o outro com funcéo estrutural. Os inibidores da
sintese das MMPs obtidos até agora sdo substdncias que se ligam diretamente ou
indiretamente com o ion zinco catalitico (LEITE, 2009).

Outro sistema proteolitico envolvido na degradacdo da matriz extracelular é a elastase.
Esta enzima, um membro da familia de proteases quimotripsina, é responsavel principalmente
pela quebra da elastina, que é uma proteina com propriedades Unicas de recolhimento elastico,
fundamental para dar elasticidade das artérias, pulmdes, ligamentos e pele. As elastases
podem decompor elastina, bem como fazer a unido de fibronectina, colageno e proteinas da
matriz extracelular. Como as metaloproteinases, em condi¢des normais, a atividade da
elastase € necessaria na degradacdo de proteinas estranhas dentro da matriz extracelular
durante a fagocitose por neutréfilos. Em termos de antienvelhecimento, encontrar 0s
inibidores da enzima elastase pode ser Util para evitar a perda de elasticidade da pele e,
portanto, flacidez da pele (THRING et al., 2009).
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Existe, ainda, outro grupo de enzimas importantes no envelhecimento cuténeo, as
hialuronidases, que sdo capazes de romper o &cido hialurnico. Elas sdo comumente
classificadas em trés grupos de acordo com seus mecanismos de degradacdo: hialuronato-4
glicanohidrolase (Hialuronoglucosaminidase), hialuronato-3-glicanohidrolase
(hialuronoglucuronidase), liase e hialuronato (TAKAHASHI et al., 2003).

As hialuronidades presentes em varios tecidos de mamiferos, pertencentes ao primeiro
grupo, sdo de particular interesse bioldgico, uma vez que tém demonstrado estar envolvidas
na promocao da flacidez da pele e na fisiopatologia de muitas doencas humanas tais como a
artrite reumatdide e cancer (TAKAHASHI et al., 2003). O modo de acdo desta classe de
enzima tem como produto final da reacdo enzimética polissacarideos tetra- e hexa-sacarideos
(GONGALVES, 2007).

2.4 Compostos fendlicos

Os metabdlitos secundarios e extratos brutos de plantas tém sido amplamente
investigados, pois estas apresentam grande variedade de compostos, incluindo polifendis
como os flavonoides, tocoferdis, acidos fenolicos e taninos, que demonstram inibir a atividade
das enzimas elastase, hialuronidase e tirosinase (JACKSON et al., 2010; OLIVEIRA, 2010;
SUMANTRAN et al., 2007; THRING et al., 2009).

Os compostos fendlicos constituem um dos grupos de compostos mais abundantes nas
plantas. Sdo considerados como uma das principais classes de metabdlitos secundarios com
funcbes nas plantas que véo desde a pigmentacdo ao crescimento, passando pela defesa das
plantas contra ataques microbioldgicos e predadores (CARVALHO, 2007).

Séo conhecidos milhares de compostos fenolicos nas plantas que podem ser divididos
em diversas classes de acordo com a sua estrutura quimica. Entre estas classes podem-se
encontrar compostos simples com apenas um anel benzénico polihidroxilado tais como os
acidos benzodicos e compostos com estruturas mais complexas, tais como os flavonoides
(CARVALHO, 2007).

A natureza polifendlica destes compostos tem carater antioxidante, ou seja, podem
neutralizar as espécies reativas de oxigénio em grande parte resultantes da peroxidacéo
lipidica. Esta propriedade confere aos compostos fendlicos uma vasta atividade bioldgica,
destacando-se a diminuicdo do risco de doenca cardiovascular (através da diminuicdo da
oxidagcdo de LDL, descida da pressdo arterial e uma diminuicdo do nivel de colesterol

plasmatico), a reducao do risco de desenvolvimento da doenca de Alzheimer, a prevencéo da
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ocorréncia de alguns tipos de cancro e o retardamento do envelhecimento celular
(CARVALHO, 2007).

Os flavondides, bem representados pela quercetina, geralmente causam inibicao
competitiva da enzima e também atuam quelando o cofator enzimatico (OLIVEIRA, 2010).

Sendo assim, varios estudos tém sido realizados com vérias espécies de plantas com
objetivo de encontrar substancias inibidoras de varias enzimas, tanto para fins terapéuticos,
como para cosméticos (JACKSON et al., 2010; SUMANTRAN et al., 2007; THRING et al.,
2009).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Escolha dos extratos
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Aproximadamente 65 extratos secos obtidos por maceracdo com agua, etanol ou

metanol de folhas, cascas ou raizes de plantas colhidas na Amazonia foram previamente

selecionados pela determinacdo do potencial antioxidante, através da metodologia de DDPH

(tabela 1). Os extratos sédo provenientes do banco de extratos da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da UFAM e do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), por

colaboracédo da Dra. Cecilia Nunes.

n0 Cadigo Familia Espécie Material Solvente Secagem

1 031 MAGM MeOH Liofilizacao
2 162 folha DCM Liofilizacao
3 145 folha MeOH Liofilizacao
4 091 folhas MeOH Liofilizacao
5 162 Mv=10,10g caule H,O Liofilizacao
6 1475- Mv= semente H,O Liofilizacao
7 230 Mv= 10,449 galho MeOH Liofilizacao
8 230 Mv- 10.699 casca P.X MeOH Liofilizacao
9 157 Mv-10,32g raiz MeOH Liofilizacao
10 145 Mv=10,23g semente MeOH Liofilizacao
11 146 Mv=10,22g galho H,O Liofilizacao
12 307 Mv=10,70g galho P.X MeOH Liofilizacao
13 146 Mv= 10,709 galho MeOH Liofilizacao
14 234 M=10,08mg Casca MeOH Liofilizacao
15 152 M=10,2mg folha H,O Liofilizacao
16 230 Mv=10,580g F.P.X NeOH Liofilizacao
17 0,91 Mv=10g casca MeOH Liofilizacao
18 152 m=10,74 folha MeOH Liofilizacao
19 145 Mv=10,28mg galho MeOH Liofilizacao
20 234 m=10,13mg Galho MeOH Liofilizacao
21 102 Mv= 10,209 folha H,O Liofilizacao
22 73 Mv- 10,039 casca MeOH Liofilizacao
23 234 m-10,15mg folha MeOH Liofilizacao
24 24 Mv=10,31g galho MeOH Liofilizacao
25 162 Mv=10,37g folha MeOH Liofilizacao
26 162 Mv= 10,59 galho das folhas H,O Liofilizacao
27 157- Mv=10,509 folhas MeOH Liofilizacao
28 146- Mv= 10,509 folha MeOH Liofilizacao
29 125- Mv 10,56 Partes areas H,O Liofilizacao
30 162- Mv-10,269 galho das folhas MeOH Liofilizacao
31 162 Mv 10,809 caule MeOH Liofilizacao
32 PBP-001 M=30mg
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33
34
35
36
37
38
39
40
4
42

43

44

45

46

47

48
49

50
51
52
53
54

55
56
57
58

59

60
61
62
64
65

PBP-002 M=30mg
PBP-003 M=30mg
PBP-004 M=30mg
PBP-005 M=30mg
PBP-006 M=30mg
PBP-007 M=30mg
PBP-008 M-30mg
PBP-009 M-30mg
PBP-010 M-30mg

(lote-C)

(lote-A)

249- 20mg
249- 20mg
249- 20mg
249 20mg

Calycophyllum
spruceanum
Calycophyllum
spruceanum
Justicia
acuminatissima
Justicia
acuminatissima
Libidibia  ferrea
vagem

Libidibia  ferrea
casca

Arrabidea chica
Maytenus
guianensis
Muirapuama
Arrabidea chica
Vismia guianensis
Passiflora nitida
Smilax
brasiliensis
Derris floribuda
Derris floribuda
Derris floribuda
Justicia
acuminatissima
Eugenia
punicifolia

Cyssus Sicioides

galho
folha
folha
folha

H,O

hidroetanolico

H0

hidroetanolico

hidroetanolico

etanolico

etanolico

etanolico

MeOH
DCM
H,O
Etanolico

MeOH
H.0
DCM
MeOH

Spray drier

Spray drier

Spray drier

Spray drier

Spray drier

Spray drier

Spray drier
Spray drier

Spray drier
Spray drier
Spray drier
Spray drier
Spray drier

Spray drier
Spray drier
Spray drier
Spray drier

Spray drier

Spray drier
Liofilizacdo
Liofilizacéo

Liofilizacdo

Tabela 1: Caracteristicas e processo de obtencdo de extratos de plantas.
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3.2 Determinacdo do potencial antioxidante: método DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada por meio da capacidade dos
antioxidantes presentes nas amostras sequestrarem o radical estavel DPPH, segundo
metodologia utilizada por Molyneux (2004), com modificaces.

Para a realizacdo do ensaio, primeiramente, os extratos foram diluidos em etanol na
concentracdo de 1mg/mL. Em seguida, foi adicionado 30uL de cada extrato e/ou padrdo
quercetina na mesma concentracdo em cada cavidade da microplaca, com suas respectivas
diluigBes seriada. Logo apos, foi adicionado 270uL do radical DPPH em todas as cavidades
da microplaca. E para o controle, foram utilizados 30uL de etanol e 270uL do radical DPPH.
A placa, entdo, foi incubada por 15min em temperatura ambiente no escuro e, em seguida, foi
feita a determinacdo da absorbancia da leitura. O ensaio foi realizado em triplicata.

Os resultados foram obtidos utilizando-se, primeiramente, o célculo a seguir de todas

as diluigdes:

Determinacdo potencial antioxidante = 100— (abs/média controle) > 100

3.3 Determinacédo de flavonoides totais

A determinacdo de flavondides totais foi realizada, segundo metodologia utilizada por
Chang et al. (2002), com modificaces.

Para a realizacdo do ensaio, primeiramente, os extratos foram diluidos em etanol na
concentracdo de 1mg/mL. Em seguida, foi adicionado 30uL de cada extrato e/ou padréo
quercetina (diluida em etanol 80% na concentracdo de 0,1mg/mL) e 90uL de etanol 95% em
cada cavidade da microplaca. Logo apés, foi adicionado 6uL de cloreto de aluminio a 10% e
6L de acetato de potassio 1M, ambos diluidos em agua destilada. Para finalizar, adicionou-
se mais 168pL de &gua destilada. E para o branco, foram utilizados 30uL de extrato e/ou
padrdo quercetina e 270uL de etanol. A placa, entdo, foi incubada por 30min em temperatura
ambiente e, em seguida, foi feita a determinagéo da absorbancia da leitura no comprimento de
onda de 405nm, em leitor ELISA. O ensaio foi realizado em triplicata.

Os resultados foram obtidos utilizando-se, primeiramente, a diferenca das
absorbancias das amostras e do padrdo pela absorbancia dos respectivos brancos. Logo apos,
foi calculada a determinagdo da concentracéo de flavondides:
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) Diferenca extrato
Determinacdo de flavondides = —— , — 3 10
Média da dif erenca do padrdo

3.4 Determinacédo de fenois totais

A determinacdo do teor de fendis totais presentes nas amostras das espécies a serem
estudadas, foi feita utilizando o método de Folin—Ciocalteu, com modificacfes, descrito por
Bonoli et al. (2004).

Para a realizagdo do ensaio, os extratos foram diluidos, primeiramente, em etanol na
concentracdo de 1mg/mL. Em seguida,foi adicionado 10uL de cada extrato e/ou padréo acido
galico (diluido em etanol na concentracdo de 1mg/mL) em cada cavidade da microplaca.
Logo apos, foi adicionado 50uL Folin-Ciocalteu diluido 1/10 em &gua destilada. A placa foi
incubada por 8min em temperatura ambiente. Para finalizar, adicionou-se mais 240uL de
carbonato de sddio. E para o branco, foram utilizados 50uL de agua, 10uL extrato e/ou
padrdo e 240uL de carbonato de sodio. A placa, entdo, foi incubada por 3min em temperatura
ambiente e, em seguida, foi feita a determinacdo da absorbancia da leitura no comprimento de
onda de 620nm, em leitor ELISA. O ensaio foi realizado em triplicata.

Os resultados foram obtidos utilizando-se o célculo a seguir:

(abs extrato — abs brance) » 100

abs padrio

Determinacio fendis totais =

3.5 Ensaio da atividade inibitéria dos extratos sobre a hialuronidase in vitro

A inibicdo da atividade de hialuronidase sera determinada conforme metodologia
descrita por Marchesan et al (2006), com modificagdes.

Para realizacdo do ensaio, foram adicionados, primeiramente, em cada tubo de hemdlise,
30pL de cada extrato diluido em 4gua/DMSO na concentragdo de 1mg/mL, 125uL sal de potassio
do acido hialurénico em tampéo acetato 0,1M, pH 3,6 contendo 0,15 M de NaCl e 15uL da
enzima hialuronidase dissolvida no mesmo tampéo. Os tubos foram, entdo, incubados a 37°C por
40 minutos. Apos a incubacdo, 40uL do tetraborato de potéssio 0,8M foi adicionado na mistura de
reacdo, que foi novamente incubada em banho de ebulicdo por 3 minutos. Em seguida, foi

adicionado 90pL de dimetilaminobenzaldeido e a mistura foi incubada a 37°C por 20 minutos.



22

Finalmente, a mistura de reacédo foi transferida para a microplaca e a absorbancia foi medida em
leitor ELISA a 560nm usando DMSO como controle negativo e a rutina, como padrdo. O ensaio
foi realizado em triplicata.

A atividade inibitoria foi expressa em percentagem (%) utilizando-se o célculo a

sequir:

100 — {(abs extrato) > 100
(abs controle)

04 inibigdo =

3.6 Ensaio da atividade inibitéria dos extratos sobre a elastase in vitro

O ensaio foi realizado segundo a metodologia descrita por Thring et al (2009), utilizando
tampdo Tris-HCL pH 7,5, elastase pancreatica dissolvida em &gua estéril, obtendo-se uma
solucdo na concentracdo de 0,4mg/mL, e o substrato N-succinil-Ala-Ala-Ala-p nitroanilida
(AAAPVN) a 1,6 mM dissolvido em tampéo.

Para realizacdo do ensaio, foram adicionados, primeiramente, em cada cavidade da
microplaca, 10pL de cada extrato diluido em 4gua/DMSO na concentragdo de 1mg/mL, o
padrdo acido galico, o diluente tampdo e o controle negativo &gua/DMSO. Foi adicionada,
entdo, 90pL da solucdo de enzima, e a placa foi incubada por 15 minutos em temperatura de
37°C. Em seguida, 100uL do substrato foi adicionado e foi realizada a medicdo da primeira
absorbancia em 405nm em leitor ELISA. A microplaca foi incubada a temperatura ambiente e
0 monitoramento da absorbancia foi realizado durante 50 minutos, de 5 em 5 minutos. O
ensaio foi realizado em triplicata.

A atividade inibitéria foi expressa em percentagem (%) de acordo com o calculo a

sequir:

100 — (abs2 extrato — absl extrate) x 100
(@b5z controle — absl controle)

Y inibicio =

3.7 Ensaio da atividade inibitéria dos extratos sobre a tirosinase in vitro

O ensaio sera realizado segundo a metodologia descrita por Hering (1987), utilizando
tampéo fosfato pH 6,5 10mM, enzima tirosinase dissolvida em tampéo, e o reagente de cor L-

DOPA a 1Immol/L dissolvido em tampao.
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Para realizacdo do ensaio, foram adicionados, primeiramente, em cada cavidade da
microplaca, 20pL de cada extrato diluido em 4gua/DMSO na concentragdo de 1mg/mL, o
padrdo acido kojico e o controle negativo agua/DMSO. Foi adicionada, entdo, 80uL da
solucdo de enzima, e a placa foi incubada por 5 minutos em temperatura de 37°C. Em
sequida, foi realizada a primeira leitura (branco) em 405nm em leitor ELISA. Entdo, 100uL
do reagente de cor foi adicionado e, imediatamente, foi realizada a leitura do tempo 0’. A
microplaca foi incubada a temperatura ambiente e 0 monitoramento da absorbancia foi
realizado durante 20 minutos, de 5 em 5 minutos. O ensaio foi realizado em triplicata.

A atividade inibitdria foi expressa em percentagem (%) de acordo com o calculo a

sequir:

100 — (abs2 extrato — absl extrate) x 100

(abs2 controle — absl controle)

U inibicdo =
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As 65 amostras de extratos que foram submetidas aos testes estavam identificadas por
coédigos. A ndo revelacdo de algumas das espécies e a apresentacdo por cddigos se deu
propositalmente devido ao fato de alguns desses dados serem objeto de pedido de patente
apos confirmacdo das atividades em outros experimentos. Devido a problemas de ordem
técnica nao foi possivel realizar os testes de inibicdo da enzima colagenase e 0 mesmo foi
substituido pela enzima tirosina, igualmente importante como ferramenta para a busca de
bioativos aplicados a biocosméticos. Ap6s a mensuracdo, os resultados obtidos foram

transcritos em média + desvio padrdo para a tabela abaixo relacionada:

n | Cédigo DPPH Fl. Totais FT Hialuronidase Elastase Tirosinase
CI50 (%) (%) (%) (%) (%)
(Hg/mL)
1 031 MAGM 39,3+1,6 1,1+0,07 16,3+1,01 73,7+4,80 56+5,80 3,9+4,33
2 162-f >100 3,8+0,65 4,7+0,06 17,6+8,80 17,5£3,0 11,1+£1,75
3 145-f 38,924 1,3+0,20 13,0+0,87 67,0+5,68 30,8+4,57 8,8+1,41
4 091-f 32,6115 1,4+0,11 22,7+0,72 68,1+3,56 61,5+6,46 7,2+3,71
5 162-c 40,6+0,7 0,2+0,07 11,4+0,82 66,9+5,37 22,7¢3,03 11,645,551
6 1475-s 89,5+31,3 0,28+0,05 7,17+0,26 54,145,59 36,8+1,37 8,5+1,56
7 230-g 31,7+2,1 1,54+0,14 19,7+0,59 55,1+3,48 38,6+1,80 11,2+9,1
8 230-cc 30,7+1,3 1,32+0,15 21,2+2,75 60,2+9,26 44,4+2 17 6,1+0,73
9 157-r 40,0340,62  -0,09+0,055 10,3+0,44 75,8+2,79 82,7157  12,7+2,14
10 | 145-s 37,00£1,50 1,79+0,33 16,8+0,88 61,4+9,43 54,5+2,10 8,2+5,28
11 | 146-g 43,80+0,74 2,70+0,36 19,3+7,73 72,9+3,27 61,2+7,56  12,2+3,93
12 | 307-g 31,5+0,2 5,02+1,78 14,6+0,32 66,2+10,85 47,5+1,62 5,2+3,76
13 | 146-g 93,2+4,86 0,32+0,05 6,7+0,02 39,6+9,94 39,3+10,06  7,8+1,14
14 | 234-cc 28,4+0,9 0,41+0,03 40,9114 64,3+0,88 69,4+1,24 9,9+6,29
15 | 152-f 44,5+2,98 2,55+0,29 12,5+1,01 67,3+3,23 22,6+1,97 6,5+6,22
16 | 230-FPX 37,5+1,87 4,0940,05 15,2+0,55 53,245,75 51,148,98 6,6+2,07
17 | 0,91-cc 38,6+3,6 0,17+0,04 11,4+0,31 43,8+9,82 58,0+3,19 3,6+1,18
18 | 152-f 30,4+1,0 4,02+0,08 19,7+0,85 85,1+0,85 32,548,41 5,3+2,36
19 | 145-g 32,1+0,4 -0,52+0,03 26,1+1,58  44,8+12,30 49,7+0,98 7,1+2,09
20 | 234-g 32,2+0,14 0,63+0,11 18,9+0,91 58,945,71 64,4+0,04 3,4+4,61
21 | 102-f 28,114 1,89+0,35 30,3+1,53 73,7+2,12 47,4045  -0,5%4,02
22 | 73-cc 33,245,7 -1,640,49 23,2+0,64 83,1+0,57 71,2+1,62 5,146,7
23 | 234-f 85,313,23 4,9140,55 14,1+0,51 38,2+4,49 36,5+2,97 3,3t2,8
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

43

44

45

46

47

48

49

50
51

52

53

24 g

162-f

162-g

157-f

146-f

125-a

162-g

162-c
PBP-001
PBP-002
PBP-003
PBP-004
PBP-005
PBP-006
PBP-007
PBP-008
PBP-009
PBP-010
Calycophyllum
spruceanum
Calycophyllum
spruceanum

Justicia

acuminatissima

Justicia

acuminatissima

Libidibia
ferrea vagem
Libidibia
ferrea casca
Arrabidea
chica
Maytenus
guianensis
Muirapuama
Arrabidea
chica
Vismia
guianensis

Passiflora

28,5+1,06
28,7+0,68
41,5+2,06
28,6+0,57
34,0+0,26
>100
41,7+1,17
36,2+3,45
34,4+1,93
28,5+0,4
97,1+1,68
35,7+0,24
35,0+0,88
32,4+0,35
>100
33,0+0,9
>100
47,9+2,45
84,5+2,38

34,9+2,57

39,7+1,9

37,4+0,92

28,6+7,83

27,3+0,27

>100

39,7+0,67

>100
>100

31,4+0,51

47,3+0,99

0,13+0,08
5,71+0,18
0,51+0,17
7,78+0,56
3,13+0,17
0,15+0,13
0,72+0,07
0,77+0,20
1,35+0,62
0,63+0,2
-0,08+0,4
2,29+0,49
3,85+0,31
2,25+0,33
3,48+0,52
2,96+0,23
2,25+0,30
-2,90+0,37
0,05+0,10

0,52+0,17

-0,16+0,16

-2,60,2

3,07+0,17

3,91+0,19

5,07+0,61

-0,16+0,38

1,15+0,74
0,65+0,14

11,5+0,24

4,14+0,11

35,2+2,81
25,7+0,8
8,9+0,53
18,5+0,45
19,9+1,82
1,6+0,32
11,3+0,34
13,0+0,73
15,5+0,64
21,9+0,97
7,8+0,27
14,5+0,35
17,2+0,84
20,2+0,32
6,4+0,09
13,7+0,45
6,6+0,11
10,4+0,26
7,4+0,23

13,1+0,38

29,9+1,4

35,717

34,4+0,94

41,2+1,02

5,3+0,28

15,9+0,38

5,3+0,1
3,8+0,3

17,1+0,9

12,1+0,67

65,4+9,99
45,7+14,2
25,7717
76,3+3,73
43,3£7,59
85,6+8,49
20,5+21,66
19,8424,77
70,2+4,85
56,1+4,43
42,9+13,00
49,0+£2,76
61,9+0,38
61,4+2,94
50,9+3,04
39,1+6,36
34,3+24,58
35,745,67
47,6+4,94

70,6+2,45

57,6+1,08

40,1+7,21

77,6+0,38

78,1+1,30

25,0+6,62

10,7£3,23

49,1+5,0
34,3+£28,0

51,6+2,12

50,3%2,1

48,7+1,37
65,6+1,25
18,2+3,82
80+4,33
54,6+4,0
8,1+4,26
51,0£6,70
45,7+4,56
20,6+4,79
27,7484
-0,07+4,46
66,6+1,89
25,8+2,87
66,4+1,37
10,545,76
56,2+3,06
17,6+5,52
40,6+2,6
10,6+0,89

67,0+2,01

71,3+2,81

80,2+1,27

17,8+2,14

15,8+3,97

-10,6+2,38

41,6+10,87

20,0+4,74
-8,2+5,84

48,2+20,03

64,1+5,34

8,1+7,81
0,9+1,78
1,7+0,52
7,6+3,45
1,3+2,95
-0,16+2,60
8,00+5,66
2,0+4,23
3,7+1,02
6,3+3,85
6,3+2,61
9,3+2,73
7,8+2,68
7,4+2,16
4,6+3,33
6,8+3,90
6,1+3,44
2,1+2,49
5,7+1,21

4,5+1,82

6,3+1,55

8,7+2,99

11,6+1,63

10,8+2,57

2,4+0,08

-1,3+6,10

7,2+1,40
1,8+0,84

1,7+2,02

6,0+3,10
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54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64
65

nitida
Smilax
brasiliensis
Derris
floribuda
Derris
floribuda
Derris
floribuda
Justicia
acuminatissima
Eugenia
punicifolia
Cyssus
Sicioides
249-g
249-f
249-g
249-f
249-f

44,7+0,50

>100

>100

>100

49,7+3,07

>100

>100

58,9+1,27

>100

>100

>100
>100

0,25+0,15

5,47+0,17

0,27+0,09

0,39+0,02

-0,07+0,01

-0,15+0,02

1,46+0,2

-0,06+0,01

-0,03+0,01

0,87+0,06

-0,61+0,007
-0,001+0,011

15,540,55

3,5+0,37

6,6+0,27

2,6+0,24

20,2+1,02

0,1+0,03

0,8+0,23

12,5+0,27

1,85+0,57

2,6+0,04

2,5+0,26
2,8+0,11

32,8+3,95

50,6+4,55

-44,6+12,39

31,4+16,49

28,2+5,43

57,65+5,26
45,6+7,27

-43,1+17,38

-25,0+26,08
49,2+4,44

24,5+2,53

10,7+2,52

5,6+3,12

-2,3+9,7

84,4+1,28

64,8+0,80
-15,3+4,16
5,4+4,26
17,9+6,43
7,9+13,99

5,3+0,29

2,3+0,08

0,4+1,99

2,6+1,93

5,7+0,99

4,5+5,04

1,9+0,66
-2,9+3,86
-0,06+2,21
-4,9+2,21
0,04+5,27

Tabela 2 - Perfil quimico e de inibicdo enzimatica dos extratos de plantas da Amaz6nia.

A técnica do potencial antioxidante DPPH foi a primeira etapa da pesquisa a ser

realizada, submetendo todos os extratos em estudo. Quanto maior o consumo de DPPH por

uma amostra, menor é a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao
inicial de DPPH em 50% (CI50) e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al, 2007).
Dentre as amostras que apresentaram maior grau de atividade antioxidante, comparado com o
padrédo quercetina, estdo os extratos 234-cc, 102-f, 24-g, 162-f (metanolico), 157-f, PBP-002 e

Libidibia ferrea casca, como podem ser vistas na figura 1. A IC 50 da quercetina foi de

4,11pug/mL, enquanto a IC 50 dos extratos foi de 28,4pug/mL, 28,1pg/mL, 28,5ug/mL,

28,7ug/mL, 28,6ug/mL, 28,5ug/mL e 27,3ug/mL, respectivamente.
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Figura 1 — Atividade antioxidante expressa como concentracao inibitéria 50(IC 50) em extratos de
plantas da Amaz6nia contra o radical DPPH.

A segunda técnica realizada foi a de flavondides totais, onde foi possivel mensurar a
percentagem destes fenoGis no extrato e, assim, relacionar com a atividade inibitoria das
enzimas. De acordo com a figura 2, as amostras que apresentaram maior concentracdo de
flavonoides foram os extratos 162-f (diclorometanico), 230-FPX, 152-f, 234-f, 162-f
(metanolico), 157-f, 146-f, PBP-007, Libidibia ferrea casca, Arrabidea chica
(hidroetandlico), Vismia guianensis, Passiflora nitida e Derris floribuda (metanélico) com
3,8%, 4,09%, 4,02%, 4,91%, 5,71%, 7,78%, 3,13%, 3,48%, 3,91%, 5,07%, 11,5%, 4,14% e

5,47%, respectivamente.

Flavonoides totais (%o)

q
o

152-f
234-f
162-f
157-1
146-1
PBP-007
P. nitida

230-FPX
ferrea casca
A. chica

D. floribuda

V. guianensis

L.

Figura 2 — Concentracdo de flavonoides totais (%) em extratos de plantas da Amazonia.
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Outro teste realizado na pesquisa foi a determinacdo de fendis totais nos extratos.
Assim como na determinacgdo de flavondides, quanto maior a percentagem de fendis totais no
extrato, melhor pode ser a atividade inibitoria das enzimas. Dessa forma, as amostras que
apresentaram maior concentracdo de fendis totais foram os extratos 091-f, 230-g, 230-cc, 234-
cc, 152-f, 145-g, 102-f, 73-cc, 24-g, 162-f (metandlico), 146-f, PBP-002, Justicia
acuminatissima (aquoso), Justicia acuminatissima (hidroetanolico), Libidibia ferrea vagem e
Libidibia ferrea casca, como pode ser melhor visualizado na figura 3, com 22,7%, 19,7%,
21,2%, 40,9%, 19,7%, 26,1%, 30,3%, 23,2%, 35,2%, 25,7%, 19,9%, 21,9%, 29,9%, 35,7%,
34,4% e 41,2%, respectivamente.
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Figura 3 — Concentracgdo de fendis totais (%) em extratos de plantas da Amazonia.

Dentre as enzimas, a primeira a ser testada foi a hialuronidase. O resultado foi
apresentado em percentagem de inibicdo com extratos na concentracdo de 100ug/mL. As
amostras que apresentaram melhor percentagem de inibicdo em relacdo a enzima foram os
extratos 031 MAGM, 145-f, 091-f, 162-c, 157-r, 146-g, 234-cc, 152-f (aquoso), 152-f
(metandlico), 102-f, 73-cc, 157-f, PBP-001, Calycophyllum spruceanum (hidroetandlico),
Libidibia ferrea vagem e Libidibia ferrea casca, como mostra a figura 4. A percentagem de
inibicdo foi de 90,7% para o padréo rutina na concentracdo de 50ug/mL e, respectivamente,
de 73,7%, 67%, 68,1%, 66,9%, 75,8%, 72,9%, 64,3%, 67,3%, 85,1%, 73,7%, 83,1%, 76,3%,
70,2%, 70,6%, 77,6% e 78,1% para 0s demais extratos.



29

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 ~
30 A
20 -
10 -

157-f | -

PBP-001 |
|

Inibicdo da hialuronidase (%)
o
Rutina I_
031 MAGM I
145-f |-
091-f |-
162-c |
157-r |
146-g |
234-cc |
152-f [
152-f |
102-f |
73-cc [

L. ferrea 7
vagem _

L. f%rrea
casca

C
spruceanum

Figura 4 —Inibicao da hialuronidase (%) do padréo rutina e de extratos de plantas da Amazonia.

fenois totais e a inibicdo da hialuronidase (JACKSON et al., 2010; OLIVEIRA, 2010;
SUMANTRAN et al., 2007; THRING et al., 2009). Dessa forma, a inibi¢do da hialuronidase
por extratos ricos em flavondides podem ser observadas neste estudo, principalmente, através
das amostras 152-f, 162-f e Libidibia ferrea casca, assim como, a inibi¢do desta por extratos
com altas concentracdes de fendis totais podem ser demonstradas atraves de 091-f, 234-cc,
152-f, 102-f, 73-cc, Libidibia ferrea vagem e Libidibia ferrea casca.

Avaliando a acéo dos 6leos essenciais produzidos por Baccharis dracunculifolia D.C.
e Baccharis uncinella D.C. (Asteraceae) sobre a atividade da hialuronidase, Marchesan et al
(2006), mostraram que o 6leo produzido por B. dracunculifolia inibiu a atividade enzimatica
em 77,86% com 50uL e o 6leo produzido por B. uncinella teve a inibigdo enzimatica menor,
pois a atividade enzimatica foi inibida em 74,40%.

A segunda enzima testada foi a elastase e o seu resultado também foi apresentado em
percentagem de inibicdo com extratos na concentracdo de 50pg/mL. De acordo com a figura
5, dentre as amostras que apresentaram melhor percentagem de inibigéo estdo os extratos 157-
r com 82,7%, 234-cc com 69,4%, 0,91-cc com 58%, 234-g com 64,4%, 73-cc com 71,2%,
162-f (metandlico) com 65,6%, 157-f com 80%, PBP-006 com 66,4%, PBP-008 com 56,2%,
Calycophyllum spruceanum (hidroetandlico) com 67%, Justicia acuminatissima (agquoso)
com 71,3%, Justicia acuminatissima (hidroetanélico) com 80,2%, Passiflora nitida com

64,1% e Justicia acuminatissima (etanolico) com 84,4%.
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Figura 5 —Inibicao da elastase (%) do padréo acido galico e de extratos de plantas da Amazonia.

Assim como a hialuronidase, varios estudos tém demonstrado a relacdo entre a
concentracdo de flavondides e fenois totais e a inibicdo da elastase (JACKSON et al., 2010;
OLIVEIRA, 2010; SUMANTRAN et al.,, 2007; THRING et al., 2009). Dessa forma, a
inibicdo da elastase por extratos com flavondides podem ser observadas neste estudo,
principalmente, através das amostras 162-f (metandlico) e 157-f, assim como, a inibicdo desta
por extratos com altas concentracdes de fendis totais podem ser demonstradas através de 234-
cc, 73-cc, 162-f (metandlico), Justicia acuminatissima (aquoso) e Justicia acuminatissima
(hidroetandlico). Em um estudo anterior, 21 extratos foram testados contra elastase, mas
apenas quatro apresentaram inibicao acima de 50%: Camellia sinensis Kuntze (89%), Galium
aparine L. (57,9%), Arctium lappa L. (50,9%) e Fucus vesiculosus L. (50,2%) (THRING et
al., 2009).

E notavel que cinco extratos exibiram atividades inibitdrias satisfatorias tanto no
ensaio de hialuronidase com no de elastase. Expresso como porcentagem de inibi¢cdo de
ambas as enzimas tem-se os extratos 157-r (H: 75,8%, E: 82,7%), 234-cc (H: 64,3%, E:
69,4%), 73-cc (H: 83,1%, E: 71,2%), 157-f (H: 76,3%, E: 80%) e Calycophyllum spruceanum
(hidroetandlico) (H: 70,6 %, E: 67%).

O teste de inibicdo enzimatica da tirosinase pelos extratos foi o terceiro realizado e o
resultado foi apresentado em percentagem de inibicdo com extratos na concentracdo de
100pg/mL. As amostras, na concentragdo utilizada, ndo demonstraram uma atividade
inibitdria significativa da enzima em estudo, pois apresentaram resultados com valores abaixo
de 20% de inibig&o.
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5. CONCLUSAO

Este estudo revela que a partir de um painel de 65 extratos de plantas, dezesseis apresentam
atividade anti-hialuronidase, com niveis de inibi¢do satisfatorios de até 85,1%. Quatorze
extratos apresentaram atividade anti-elastase satisfatoria que vao até 84,4% de inibicdo na
concetracao de 100 pg/mL. Cinco extratos tiveram atividade inibitoria contra ambas as
enzimas. Dentre eles, verificou-se que o 234-cc e 73-cc tem elevado teor de compostos
fendlicos. Além disso, observou-se através dos resultados obtidos nas condicGes deste estudo
que nenhum dos extratos possuem a capacidade de inibir a atividade enzimética da tirosinase
de forma satisfatoria. Os resultados demonstram que a busca de inibidores de enzimas a partir

de extratos de plantas pode ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de biocosméticos.
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