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RESUMO

A biodiversidade amazbnica € rica em recursos naturais ainda pouco explorados,
principalmente do ponto de vista biotecnoldgico. Dentre as diversas opg¢des biotecnoldgicas
possiveis, a formulacdo de biocosméticos, contendo como principios ativos, produtos da
biodiversidade amaz6nica, parece ser uma das possibilidades mais viaveis para
aproveitamento desses produtos. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar um
estudo com extratos (58) a partir de plantas da Amazo6nia visando a aplicagdo em
formulacBes dermocosméticas. Estes bioativos foram avaliados quanto ao potencial
antioxidante por meio do teste de varredura do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH),
dosagem de fendis totais, flavondides totais, caracterizacdo da absorcdo na regido do
ultravioleta, além da inibicdo de enzimas-chave em processos ligados ao envelhecimento
celular como tirosinase e colagenase in vitro. Varios dos extratos analisados apresentaram
elevado contetudo de fenodis totais e atividade antioxidante com destaque para o Piquia e
bacuri. Nenhum dos extratos testados demonstrou significativa atividade inibitoria para
colagenase ou tirosinase. Em relacdo a atividade fotoprotetora dos extratos, destacou-se 0
extrato de semente de Bacurizinho. Com a realizacéo do trabalho foram identificados extratos
com atividade bioldgica relevante para o desenvolvimento de novos biocosméticos,
demonstrando que a busca de inibidores de enzimas a partir de extratos de plantas pode ser

uma ferramenta importante para o desenvolvimento de cosméticos.

Palavras-chave: Amazonia, Plantas, Bioativos, Biocosméticos, Enzimas.
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1 INTRODUCAO

A Amazonia € uma regido rica em variedades de plantas, animais e espécies, sendo um
ambiente de exploragdo do homem, buscando melhorias em farmacos, cosméticos e produtos
ja existentes. Atualmente, a utilizacdo de produtos de origem vegetal tem apresentado-se
promissora devido a sua composi¢do fitoquimica, que atua sobre compostos livres e reativos e
previne sinais da pele (BARREIRO, 1989; LOPES et al., 2010).

O conhecimento acumulado nos ultimos anos sobre o envelhecimento cutaneo tem
permitido uma melhor compreensdo do mecanismo de acdo dos varios componentes da pele.
Nesse contexto, algumas enzimas, como a tirosinase, colagenase, elastase e hialuronidase tém
sido amplamente reconhecidas como alvos poderosos para a acdo de agentes

antienvelhecimento ou protetores das caracteristicas saudaveis da pele (THRING et al., 2010).

Pelo fato dessas enzimas estarem presentes na matriz extracelular e promoverem, por
exemplo, a degradacdo de colageno, elastina, &cido hialurbnico e tirosina que sdo
componentes cruciais da derme, elas parecem estar envolvidas na perda da firmeza, da
elasticidade e do tdnus da pele (THRING et al., 2009). Desse modo, a inibicdo de algumas
enzimas € tida como alvo poderoso para a acdo de agentes antienvelhecimento pelo fato das
enzimas colagenase, elastase, hialuronidase e tirosinase estarem presentes na matriz
extracelular e promoverem a degradagdo de componentes da derme envolvidos na perda da
firmeza, da elasticidade e do ténus da pele (JACKSON et al., 2010; THRING et al., 2009).

Portanto, a identificacdo de extratos com potencial inibitorio destas enzimas para
utilizacdo no desenvolvimento de novos biocosméticos com atividade bioldgica relevante
comprovada através de metodologia cientifica, contribui para o desenvolvimento da regido

amazénica no que se refere a exploracao das suas riquezas naturais (LOPES et al., 2010).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de bioativos naturais sobre a inibicdo de enzimas-chave no

desenvolvimento de biocosméticos.

2.2 Objetivos especificos
- Identificar o teor de fenolicos e flavonoides em extratos de plantas da Amazonia.
- Avaliar o potencial antioxidante de extratos de plantas da Amazonia.

- Determinar o efeito inibitério de extratos de plantas da Amazonia sobre a atividade das

enzimas tirosinase e colagenase in vitro.

- Estudar a relagdo entre o teor de fendis e flavonoides totais com a inibigdo das enzimas

tirosinase e colagenase.

- Avaliar a atividade fotoprotetora de extratos de plantas da Amazonia.



3 REVISAO DA LITERATURA

A pele humana, constituida pelas camadas epiderme, derme e hipoderme, é um 6rgéao
complexo, responsavel por diversas funcdes fundamentais a vida. Além de proteger o corpo
humano da acdo de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, a pele € responsavel pela
sensibilidade tactil. (MARTHO, 2006).

E uma membrana de camada dupla que envolve toda a superficie exterior do corpo,
estendendo-se pelos Vvérios orificios naturais por meio das membranas mucosas que O
revestem. Devido sua complexa estrutura, pode exercer diversas fun¢es, como: manutencdo
da sua propria integridade e dos tecidos, absorcdo e secrecdo de liquidos, controle da
temperatura corporea, barreira a prova de agua, absorcdo de luz ultravioleta, protegendo o
organismo de seus efeitos nocivos, metabolismo de vitamina D, fungdes estéticas e sensoriais.
(HARRIS, 2003).

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano e é formada por tecidos de
origem ectodérmica e mesodérmica que se arranjam em trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme. Constitui uma barreira eficiente contra agressores exdgenos, de natureza quimica
ou bioldgica e impede a perda de agua e proteinas para 0 meio exterior (SOUZA &
VARGAS, 2004)

A derme é formada por fibras colagenas e fibras elasticas, inclusas na substancia
fundamental amorfa, todas produzidas pelos fibroblastos. Na derme encontram-se vasos,

nervos e musculos eretores do pelo, além dos anexos cutaneos (FREEDEBERG et al., 2005).

O envelhecimento da pele pode ocorrer devido ao processo natural de envelhecimento
do organismo, no qual ele perde gradualmente as suas funcdes vitais ou entdo pela atuacéo de
agentes exdgenos na desorganizacao do funcionamento pleno desta estrutura. Sdo exemplos: 0
sol, tabaco, alcool e poluicdo. Nestes processos verificam-se a diminuicdo da sintese de
coldgeno, elastina, menor regeneracdo celular, diminuicdo das defesas antioxidantes e outras
alteracdes (GIANNOCARO, 2007; MAGALHAES, 2000).

O colageno é a proteina mais abundante na pele e tem funcbes relacionadas a
manutencdo da estrutura integral da pele, adesdo celular e migracdo celular, remodulacéo
recidual e é responsavel pela capacidade da pele de proteger o corpo a agentes externos e
cicatrizacao de feridas (CHOI et al., 2009).
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E sintetizado por diversas células, incluindo os fibroblastos e os miofibroblastos,
células da musculatura lisa e varias células epiteliais. A molécula basica do coladgeno é o
mondmero tropocolageno e sua sintese é dependente dessa substancia (um precursor insoluvel
secretado pelos fibroblastos) no meio intracelular, onde é degradado pela enzima colagenase a
um mondmero solGvel formado por trés cadeias pré-alfa. Na pele encontra-se organizado
basicamente em camadas laminares de fibrilas, tracados em diversos angulos (HARRIS,
2003).

As colagenases sdo metaloproteases capazes de clivar o colageno. Tal enzima cliva a
ligacdo X-Gli de colageno e também peptideos sintéticos que contém a sequéncia-Pro-X-Gli-
Pro, onde X é quase nenhum acido aminado, desde que o amino-terminal esteja bloqueado
(THRING et al., 2009).

A enzima colagenase da bactéria Clostridium histolyticum é também capaz de
degradar a matriz extracelular, pois hidrolisa em tripla hélice o coladgeno em condicGes

fisioldgicas e in vitro usando peptideos sintéticos como substratos (THRING et al, 2009).

As fibras elasticas sdo responsaveis pelas propriedades retrateis da pele. Sao formadas
por dois diferentes tipos de estrutura, a elastina e as microfibrilas. A elastina € a proteina
principal, encontrada na matriz extracelular. Devido as suas propriedades unicas de
recolhimento elastico, é fundamental para dar elasticidade das artérias, pulmdes, ligamentos e
pele (HARRIS, 2003; THRING et al,2009).

A elastase é a enzima responsavel principalmente pela quebra da elastina.Ela pode
decompor a elastina, bem como ter uma ampla gama de substratos incluindo a capacidade de
unir fibronectina, coldgeno e outras proteinas da matriz extracelular. Como as
metaloproteinases, em condi¢des normais, a atividade da elastase é necessaria, depois de
degradar proteinas estranhas dentro da matriz extra celular durante a fagocitose por

neutrofilos para permitir que o tecido seja reparado (THRING et al., 2009).
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o

“E‘?‘Q

N

Os melandcitos séo células dendriticas que localizam-se na epiderme e na derme e sua
funcdo é a producdo de melanina, substancia responsavel pela coloracdo da pele, cabelos e
olhos, cuja biossintese ocorre em subunidades celulares denominadas melanossomas, tendo

como principal precursor a L-tirosina (HARRIS, 2003).

A melanina é produzida por um processo fisiol6gico denominado melanogénese, tendo
a funcdo de protecdo da pele dos prejuizos induzidos pela radiacdo solar via absorcédo da luz
ultravioleta e remocédo das espécies reativas de oxigénio (NERYA et al., 2003).

A tirosina é convertida a L-Dopa por um processo catalisado pela enzima tirosinase.
Uma vez formada a L-Dopa, as demais etapas que séo reacdes de oxidorreducgéo e rearranjos
intermoleculares podem ocorrer espontaneamente em funcdo das condi¢cdes do ambiente
intracelular (HARRIS, 2003).

A enzima tirosinase € outra enzima de extrema importancia presente no tecido
tegumentar. Uma intensa atividade dessa enzima e aumento no numero de melandcitos
ocasionam a hipercromia, causada por distirbios hormonais, alergias, exposicdo aos raios
UVA e UVB (CONCHOROSKI & CORREA, 2005).

Outro componente da derme, o &cido hialurdnico, tem a propriedade de manter as
células aderidas umas as outras. A hialuronidase, enzima que tem a capacidade de hidrolisar o
acido hialurdnico, se localiza no intersticio celular. Por acdo da hialuronidase, esse polimero é
transformado em pequenos fragmentos, diminuindo sua viscosidade, facilitando a difusdo dos
componentes antigénicos para o interior das células. (MARCHESAN et al., 2006).

Os metabolitos secundarios e extratos inteiros de plantas
tém sido amplamente investigados e tém sido encontradas atividades anti-colagenase e anti-
elastase (THRING et al., 2009).
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Em termos de anti-envelhecimento, encontrar os inibidores de enzimas elastase,
hialuronidase e colagenase podem ser (teis para evitar a perda de elasticidade da pele e sua

flacidez tanto para fins terapéuticos, como para cosméticos (THRING et al., 2009).

Piel joven Piel envejecida  Piel rejuvenecida

Epidermis {

Figura 2 — Regeneracéo da pele apds tratamento estético



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Escolha dos Bioativos

13

Cinguenta e oito extratos secos por spray drier apos maceracdo estatica de 48h com agua,

etanol ou metanol de folhas, cascas, raizes ou frutos de plantas da Amazonia foram utilizados

no presente trabalho. As amostras foram cedidas a partir do banco de extratos da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas (FCF — UFAM), da Coordenacgéo de Pesquisa em Produtos Naturais

(CPPN), do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA) e do Departamento de
Quimica (ICE — UFAM), conforme descri¢éo da tabela 1.

n Cédigo Espécie Material Solvente Secagem

1 Piquia Caryocar villosum casca hidroalcoélico  spray drier
2 Piquia Caryocar villosum polpa hidroalcéélico  spray drier
3 Piquia Caryocar villosum semente hidroalcéélico  spray drier
4 Caréa Dioscorea alata L. casca hidroalcéélico  spray drier
5 Caréa Dioscorea alata L. polpa hidroalcéélico  spray drier
6 Tucumai Astrocaryum aculeatum casca hidroalcoélico  spray drier
7 Buriti Mauritia flexuosa semente hidroalcédlico  spray drier
8 Bacurizinho Rheedia gardneriana semente hidroalcédlico  spray drier
9 Buriti Mauritia flexuosa casca da semente hidroalcoélico  spray drier
10 Castanha do Brasil  Bertholletia excelsa H.B.K casca hidroalcédlico  spray drier
11 Acerola Malpighia punicifolia L. semente hidroalcédlico  spray drier
12 Inga Inga edulis Mart casca hidroalcédlico  spray drier
13 Bacuri Platonia insignis semente hidroalcédlico  spray drier
14 Endopleura uchi (Huber) casca hidroalcédlico  spray drier

Uxi Cuatrec.

15 Bacurizinho Rheedia gardneriana casca hidroalcéélico  spray drier
16 Guarana Paullinia cupana Kunth casca hidroalcodlico  spray drier
17 Carambola Averrhoa carambola semente hidroalcodlico  spray drier
18 Inga Inga edulis Mart semente hidroalcédlico  spray drier
19 Abiu Pouteria caimito casca hidroalcédlico  spray drier
20 Piquia Caryocar villosum casca etandlico liofilizagéo
21 Cara Dioscorea alata L. casca etandlico liofilizagéo
22 Piquia Caryocar villosum polpa hidroalcédlico  spray drier
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23 Castanha do Brasil  Bertholletia excelsa H.B.K casca etanolico liofilizagéo
24 Endopleura uchi (Huber) casca etanolico liofilizagéo
Uxi Cuatrec.
25 Acerola Malpighia punicifolia L. semente etandlico liofilizacéo
26 Carambola Averrhoa carambola semente etandlico liofilizacéo
27 Tucuma Astrocaryum aculeatum casca etandlico liofilizacéo
28 Buriti Mauritia flexuosa casca da semente etanolico liofilizagéo
29 Bacuri Platonia insignis casca etanolico liofilizagéo
30 Cupui Theobroma subincanum carogo etandlico liofilizagdo
31 Pupunha Bactris gasipaes semente etanolico liofilizagéo
32 Cara Dioscorea alata L. casca etanélico liofilizacéo
33 Acai do Para Euterpeoleracea Mart. emente etandlico liofilizagéo
34 Acai do AM Euterpeoleracea Mart. semente etandlico liofilizagéo
35 Tucumi AM Astrocaryum aculeatum casca etandlico liofilizagéo
36 Cupuacu Theobroma grandiflorum casca da semente etandlico liofilizagdo
37 Cupuacu Theobroma grandiflorum casca etandlico liofilizagdo
38 Caréa Dioscorea alata L. polpa etandlico liofilizagdo
39 Acai do AM Euterpe oleracea Mart. emente etanolico liofilizagéo
40 Caréa Dioscorea alata L. casca hidroalcéélico  spray drier
41 Piquia Caryocar villosum polpa hidroalcéélico  spray drier
42 Acai do Para Euterpe oleracea Mart. semente hidroalcéélico  spray drier
43 Acai do AC Euterpe oleracea Mart. semente etandlico liofilizagéo
44 Bacuri Platonia insignis casca etandlico liofilizacdo
45 Cupui Theobroma subincanum casca etandlico liofilizagdo
46 Castanha do Brasil  Bertholletia excelsa H.B.K casca etandlico liofilizagdo
AC
47 Graviola Annona muricata casca etandlico liofilizagdo
48 Castanha do Brasil  Bertholletia excelsa H.B.K casca hidroalcodlico  spray drier
residuo

49 Biriba Eschweira ovata casca etandlico liofilizagdo
50 Guarana Paullinia cupana Kunth casca etandlico liofilizagéo
51 Abiu Pouteria caimito casca etandlico liofilizag&o
52 Bacurizinho Rheedia gardneriana semente etandlico liofilizagéo
53 Inga | Inga edulis Mart casca etandlico liofilizagéo
54 Inga 1l Inga edulis Mart casca

55 Bacurizinho Rheedia gardneriana casca etandlico liofilizagéo
56 Inga Inga edulis Mart semente hidroalcédlico  spray drier
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57 Castanha do Brasil  Bertholletia excelsa H.B.K casca hidroalcoélico  spray drier
residuo
58 Biriba Eschweira ovata casca etandlico liofilizagdo

Tabela 1: Caracteristicas e processo de obtencdo de extratos de plantas da Amazonia.

4.2 Atividade sequestrante do radical DPPH

O método DPPH baseia-se na reducdo dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH") através da doacdo de um atomo de hidrogénio do composto em estudo (polifenol) a
molécula do radical (ARUOMA et al., 1997). Para essa andlise utiliza-se uma solugédo
alcodlica de DPPH, que absorve no comprimento de onda proximo de 517nm, e a medida que
seu elétron deixa de ser desemparelhado, a absorcdo decresce ocorrendo a mudanca de
coloracdo frente as moléculas antioxidantes testadas (DI MAMBRO et al., 2005). Portanto,
para 0s testes da determinacdo da atividade antioxidante, foram realizados ensaios
colorimétricos, segundo metodologia utilizada por MOLYNEUX (2004), com modificagdes.
Para a realizagdo do teste, foram adicionadas, primeiramente, em cada cavidade da
microplaca, 170uL de DPPH (1 mg/mL) e 30uL das solucBes das amostras, com suas
respectivas diluices, feitas utilizando etanol. Como ensaio padrdo foi utilizado uma solucéo
de quecertina, na concentracdo de 100 pg/mL ao invés de utilizar o extrato. Para o controle
negativo, foram utilizados 170puL de DPPH e 30uL de etanol. A placa foi incubada por 30
minutos em temperatura ambiente no escuro e sera foi realizada a leitura em 517 nm. O ensaio
foi feito em triplicata. Os resultados foram obtidos utilizando-se, primeiramente, o célculo a

seguir de todas as diluicdes:

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

4.3 Determinacdo de fendis totais

Para os ensaios da determinacdo do teor de fendis totais presentes nas amostras das
espécies a serem estudadas, foram realizados testes por meio de espectroscopia na regido do
visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteu, com modificacBes, conforme o descrito por
BONOLI et al. (2004). Os extratos foram dissolvidos em metanol, obtendo-se uma solugéo
0,1%. Em seguida, esta solucéo foi diluida novamente, com metanol, obtendo-se uma solugéo
0,015%. Uma aliquota de 100 pL desta tltima solugédo foi agitada com 500 uL do reagente de

Folin-Ciocalteu juntamente com 6 mL de agua destilada por 1 minuto; passado este tempo, 2
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mL de carbonato de Célcio (Na2COs3) a 15% foram adicionados a mistura e agitados por 30
segundos. Finalmente, a solucdo teve seu volume acertado para 10 mL, com &gua destilada.
Apds 2 horas, a absorbancia das amostras foi medida a 750 nm utilizando-se cubetas de vidro.
Como controle negativo tivemos o reagente de Folin-Ciocalteu juntamente com Na>COs e
para padrdo inibitério foi utilizado o &cido galico. O ensaio foi feito em triplicata. Os
resultados foram obtidos utilizando-se o célculo a seguir:

(abs extrato — abs brance) » 100

abs padrio

Determinacio fendis totais =

4.4 Determinacéo de flavondides totais

A determinacéo de flavondides totais foi realizada, segundo metodologia utilizada por
CHANG et al. (2002), com modificacdes. Para os ensaios, os extratos foram diluidos em
etanol na concentracdo de 1mg/mL. Em seguida, foram adicionados 30pL de cada extrato
(diluido em etanol 80% na concentracdo de 0,1mg/mL) e 90uL de etanol 95% em cada
cavidade da microplaca. Seguidamente, foram adicionados 6L de cloreto de aluminio a 10%
e 6uL de acetato de potassio 1M, ambos diluidos em agua destilada. Para finalizar, foram
adicionados mais 168uL de agua destilada. Para o controle negativo foi utilizado etanol e para
padrdo inibitorio foi utilizado uma solucdo de quercetina 1mg/mL (diluida em &gua destilada).
A placa, entdo, foi incubada por 30min em temperatura ambiente e, em seguida, foi feita a
determinacédo da absorbancia da leitura no comprimento de onda de 405nm, em leitor ELISA.
O ensaio foi realizado em triplicata. Logo apds, foi calculada a determinacdo da concentracao

de flavonoides:

) Diferenca extrato
Determinacdo de flavondides = —— . — 10
Média da dif erenca do padrde

4.5 ldentificacdo de colagenase por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida

Os ensaios colorimétricos, primeiramente realizados segundo metodologia descrita por
THRING et al (2009), utilizando a colagenase do Clostridium histolyticum, dissolvida no
tampdo Tricina com pH 7,5 e o substrato sintético N-[3-(2-furil)acrilo]-Leu-Gly-Pro-Ala
(FALGPA) dissolvido em tampao Tricina, com controle negativo DMSO e padré@o quercetina,

ndo apresentaram resultados satisfatorios e optamos por trocar pelo método de Zimografia.
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Tal medodologia descrita por SNOEK-VAN (2005) as proteinas sdo separadas por
eletroforese (diferenca de carga) em gel de SDS e condi¢Bes necessérias para a ativacao das
enzimas, assim como o substrato adequado, neste caso a gelatina. Através da revelacdo do gel,
as bandas claras demonstram que ocorreu degradacdo do substrato pela enzima, e onde ha
bandas, refere-se a inativacdo enzimatica. Neste método é preparado um gel para corrida
eletroforética contendo Acrilamida, tampédo Tris pH 8,0, gelatina, Dodecil Sulfato de Sddio
(SDS) e persulfato de amonio. As amostras, em 10mg/mL foram diluidas em um eppendorf
contendo 10uL de extrato e 900uL de DMSO. Posteriormente houve uma nova diluicéo, a
partir da dilui¢cdo anterior, contendo 5uL da mesma e 5uL de tampdo Lower. Desta Gltima
diluicdo foi retirada uma aliquota de 2L que foi adicionada ao gel de corrida eletroforética,

onde apos 2 horas de corrida, pode-se observar a degradacéo do substrato.

4.6. Teste de inibicéo sobre a tirosinase in vitro

Foi avaliada a inibicao da tirosinase pelos extratos segundo método descrito por CHANG
et al. (2008). Foram preparadas diferentes solucdes teste dos extratos em 20% de DMSO (0;
0,625; 1,25; 2,5;5 e 10mg/mL). Para retirar as absorbancias dos extratos, 25 uL de cada
solucgéo teste dos extratos foram pipetados em triplicata a uma placa de 96 pocos de fundo
redondo aos quais foram previamente adicionados 75 pL de solucdo de tirosinase. As
absorbancias 1 (A1) foram determinadas em 475nm . A placa foi incubada por 5 minutos a 37°
C e em seguida adicionou-se 100 pL do reagente de cor DOPA (dihidroxiphenilalanina).
Incubou-se a placa por 15 minutos a 37° C e determinou-se as absorbancias finais (A2) no
mesmo comprimento de onda. Como controle positivo foi analisado o acido koéjico preparado
da mesma forma que as amostras. A ICsg foi obtida por regressdo linear simples a partir de

graficos plotados utilizando o programa Origin 6.0.

4.7. Avaliacdo do potencial fotoprotetor dos extratos

A determinacdo do FPS in vitro de filtros quimicos pode ser realizada por meio da
leitura espectrofotométrica de suas soluc@es diluidas (também reconhecida como Método de
Mansur) e posterior determinacdo da absorbancia (VELASCO et al., 2010). Para
determinacdo do comprimento de onda méximo (Amax.) e da absorbancia maxima (Abmax.),
e absorbancias em 240nm, 300nm e 360nm foi utilizada a metodologia descrita por SOARES
(2012). As amostras foram diluidas em etanol, sendo uma solucéo contendo 100uL de extrato

e 900uL de etanol. O referido solvente foi, também, utilizado para controle negativo. Logo
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em seguida a solucdo de 1 mL foi vertida em uma cubeta de vidro para posteriormente ser

realizada uma varredura entre os comprimentos de onda de 200 a 400nm a fim de verificar a

absorcéo nas regides ultravioleta A, B e C (UVA, UVB e UVC).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As 58 amostras de extratos que foram submetidas aos testes estavam identificadas por

nomes populares, conforme segue a tabela 2. Devido a problemas de ordem técnica ndo foram

possiveis as realizacbes dos testes de inibicdo da enzima hialuronidase e elastase, e 0s

mesmos foram substituidos por testes de avaliacdo do potencial fotoprotetor, igualmente

importante como ferramenta para a busca de bioativos aplicados a biocosméticos. Apos a

mensuracdo, os resultados obtidos foram transcritos em média + desvio padrao para a tabela 2

abaixo relacionada:

n°  Extrato FT Fl. Totais DPPH Tirosinase Colagenase
(%) (%) Clso (Mg/mL)  Clso(ug/mL)
1 Piquia Nr
35,15+1,98
(casca) 30,38+2,21 6,88+0,49 6,14+0,20
2 Piquia -
26,97+3,57
(polpa) 46,34+2,58 6,01+0,30 6,39+0,26
3 Piquia -
18,86+5,13
(semente) 9,07+0,83 4,19+0,20 53,00+0,75
4 6,7612,27 -
Cara (casca) 4,04+0,16 1,97+0,09 >500
5 16,13+3,82 nr
Caré (polpa) 3,4310,21 1,62+0,21 >500
6 Tucuma -
19,65+4,90
(casca) 9,84+0,41 3,23+0,17 47,56+0,17
7 Buriti -
19,86+5,83
(semente) 8,43+0,33 1,80+0,10 >500
8 Bacurizinho -
14,55+4,18
(semente) 11,18+0,09 9,09+1,85 86,44+3,28
9 Buriti (casca nr
16,89+3,98
dasemente)  10,47+0,40 2,63+0,14 95,40+1,97
10  Castanhado nr
Brasil
0,82+4,96
(casca) 20,08+2,85 8,91+0,31 32,76+0,16




11 Acerola -
16,84+5,34
(semente) 12,09+3,98 3,55+0,06 132,14+8,62
12 23,54+2,06 -
Inga (casca)  16,89+0,91 2,91+0,08 29,98+0,62
13 Bacuri -
18,49+1,56
(semente) 14,230+0,16  13,69+0,72 55,61+0,94
14 24,78+2,47 -
Uxi (casca) 8,52+1,70 1,97+0,05 167,61+5,34
15  Bacurizinho -
5,7046,25
(casca) 8,27+1,35 5,90+0,48 67,24+4,26
16 Guarana -
(casca) 14,12+6,33
7,29+0,98 2,41+0,06 97,77+5,55
17 Carambola -
(semente) 20,68+1,20
5,05+0,76 2,15+0,19  256,88+13,78
18 Inga -
(semente) 24,87+1,98
5,51+0,90 1,51+0,05 >500
19  Abiu (casca) 12,43+2,31 nr
4,80+0,67 1,86+0,76 >500
20 Piquia -
(casca) 30,60+2,64
40,57+2,96 4,47+£0,15 45,95+2,97
21 Caré (casca) 5,80+0,09 2,21+0,19 82,62+10,89 nr
22 Piquia -
24,37+2,37
(polpa) 40,51+2,37 7,52+0,48 5,42+0,03
23 Castanha do -
22,46£3,21
Brasil (casca) 14,48+1,12 8,68+0,80 29,07+2,28
24 23,3145,23 -
Uxi (casca) 5,1040,71 1,98+0,04 >500
25 Acerola -
7,26+1,51
(semente) 5,58+0,72 3,33+0,24 >500
26 Carambola -
19,96+0,64
(semente) 4,39+0,16 2,17+0,05 >500
27 Tucumd -
11,45+2,70
(casca) 6,95+0,15 2,87+0,50 99,97+3,72
28  Buriti (casca -
17,28+2,31
da semente) 7,40+0,20 2,33+0,37 91,47+2,82
29 Bacuri -
18,90+4,16
(casca) 15,19+0,66  27,39+1,31 22,49+0,66
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30 Cupui nr
22,23+0,32
(caroco) 6,47+0,32 3,03+0,24 91,31+5,53
31 Pupunha nr
17,50+0,91
(semente) 4,61+0,29 2,78+0,24 318,16+2,06
32 20,67+0,78 -
Cara (casca) 7,48+0,27 3,40+0,03 98,84+5,07
33  Acai do Para -
3,69+7,04
(semente) 7,33+0,08 3,54+0,30 >500
34  Acaido AM -
14,16+0,84
(semente) 36,59+1,13 3,26+0,21 >500
35  Tucumi AM nr
23,25+1,89
(casca) 6,08+0,09 2,64+0,17 241,9+11,43
36 Cupuagu nr
(casca da
16,99+4,56
semente) 6,62+0,39 1,9540,12 85,17+2,77
37 Cupuagu -
14,89+3,23
(casca) 13,10+0,25 2,44+0,11 29,01+0,84
38 21,14+0,91 -
Cara (polpa) 5,89+0,57 2,53+0,15 186,97+4,41
39  Agaido AM -
15,19+3,72
(semente) 28,78+0,88 3,29+0,14 >500
40 20,34+4,88 -
Caré (casca) 5,80+0,09 2,21+0,19 82,62+10,89
41 Piquia -
14,8345,00
(polpa) 40,51+2,37 7,52+0,48 5,42+0,03
42  Acai do Para -
16,91+0,84
(semente) 6,77+0,29 3,10+0,13 >500
43 Acaido AC nr
18,79+2,62
(semente) 5,79+0,27 2,41+0,01 >500
44 Bacuri -
17,45+1,11
(casca) 40,68+0,88  13,26+0,60 27,23+1,08
45 8.66+1,53 -
Cupui (casca)  6,85+0,11 2,31+0,04 113,02+0,77
46  Castanha do nr
Brasil AC
12,26+1,37
(casca) 6,84+0,20 3,71+0,17 96,39+2,07
a7 Graviola -
6,8216,82
(casca) 4,36+0,35 2,63+0,19 >500
48  Castanha do -
12,75+1,02
Brasil residuo  5,52+0,02 2,52+0,16  173,78+13,22

20
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(casca)
49 16,60+0,86 -
Biriba (casca)  4,40+0,17 1,82+0,05 >500
50 Guarana -
14,93+1,89
(casca) 9,2940,21 2,78+0,62 >500
51 10,46+1,68 nr
Abiu (casca) 5,24+0,19 2,02+0,03 >500
52 Bacurizinho -
9,48+0,99
(semente) 22,07+0,051  13,45+0,29 25,53+0,52
53 7,51+0,36 -
Inga | (casca) 13,34+0,62 2,17+0,13 29,46+1,24
54 Inga 1l -
4,39+3,40
(casca) 11,29+0,33 2,26+0,04 41,94+1,79
55 Bacurizinho nr
11,05+1,11
(casca) 10,03+0,71 9,22+0,77 124,16+3,81
56 Inga nr
11,57+0,26
(semente) 11,53+0,27 5,07+0,14 >500
57 Castanha do nr
Brasil residuo
15,72+0,60
(casca) 11,16+0,42 4,49+0,12 >500
58 9,55+1,96 nr
L 4,14+0,04 2,31+0,27 >500
Biriba
(casca)

(-) ndo houve inibicdo enzimatica

(nr) néo realizado

Tabela 2 — Avaliacdo do potencial antioxidante, fotoprotetor e de inibigcdo enzimatica de

extratos de plantas da Amazonia.

Primeiramente foi realizada uma triagem fitoquimica para avaliar a presenca de

compostos fendlicos e de flavondides nas amostras. A literatura cita que quanto maior a

percentagem de fendis totais no extrato, melhor pode ser sua atividade inibitoria de enzimas.

Dessa forma, quando comparados com o padrdo Quercetina, que possui 100% de compostos

fenolicos, as amostras com significativo teor de fenois totais sdo os de Piquia (casca*), Piquia

(polpa), Castanha do Brasil (casca), Piquia (casca), Piquia (polpa) e Acai do Amazonas
(semente), com porcentagens de fendis totais de 30,38%, 46,34%, 20,08%, 40,57%, 40,51 e

36,59%, respectivamente, como pode ser claramente observado na figura 3.
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Figura 3 — Concentracgdo de fendis totais (%) em extratos de plantas da Amazonia.

Tais valores corroboram com a literatura, em trabalho realizado por SOUZA et al. (2007),
onde teores semelhantes de fenodis totais foram encontrados em amostras de cinco plantas
medicinais frente ao teor de fendis totais e atividade antioxidante. Em nosso estudo,
avaliamos que, em comparacdo com o padrdo Quercetina, 0s extratos de Piquida possuem
presenca de fendis totais significativas, variando de 30,38% (casca) a 46,34% (polpa**),
conforme pode ser observado na figura 3, o que, segundo SOUZA et al. (2007), sugere a
existéncia de algum constituinte que contribui particularmente e mais efetivamente para a
acao sequestradora de radicais livres. Tal avaliacdo, proposta por SOUZA et al (2007), foi
feita apOs os autores observarem uma correlacdo positiva entre os fendis totais e a Clsg dos
extratos de T. brasiliensis (casca e folha), C. macrophyllum (folha) e C. prunifera (raiz) na
avaliacdo antioxidante do DPPH.

Seguiu-se em nosso estudo, também, a avaliacdo do potencial antioxidante por meio do
teste do radical livre DPPH, onde este pode esta intimamente ligado a presenca de compostos
fendlicos e flavondides com o potencial antioxidante e, segundo SOUZA et al. (2007), a
porcentagem de atividade antioxidante corresponde a quantidade de DDPH consumida pelo
antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao
inicial de DPPH em 50% é denominada concentracdo inibitdria (Clsg). Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, menor serd a sua Clso, portanto, maior a sua atividade
antioxidante.
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Logo, pode-se claramente observar, conforme Figura 4, que 0s extratos com maior
potencial antioxidante foram os de Piquia (casca), Piquia (polpa), Piquia (polpa) com ICso de
6,14pug/mL, 6,39 pug/mL e 5,42ug/mL, respectivamente, quando comparados com o padrao
Quercetina, com ICso de 3,19ug/mL.
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Figura 4 — Atividade antioxidante expressa como concentra¢do inibitoria de
50% (ICso) em extratos de plantas da Amazonia contra o radical DPPH.

Avaliamos que, em comparacdo com o padrdo Quercetina, 0s extratos de Piquia possuem
presenca de fenodis totais significativas, variando de 30,38% (casca) a 46,34% (polpa),
conforme pode ser observado na figura 5, o que, segundo SOUZA et al. (2007), sugere a
existéncia de algum constituinte que contribui particularmente e mais efetivamente para a
acao seqlestradora de radicais livres.

Tal avaliacdo, proposta por SOUZA et al (2007), foi feita apds os autores observarem uma
correlacdo positiva entre os fenois totais e a Clsp dos extratos de T. brasiliensis (casca e
folha), C. macrophyllum (folha) e C. prunifera (raiz) na avaliacdo antioxidante do DPPH.

Ja com relacdo a presenca de flavonoides totais, destaca-se o0 extrato de Bacuri (casca)
com 27,39% de flavondides.Entretanto, tais resultados, quando comparados com o padréo
Quercetina (100% de compostos fenolicos) e, também, com a literatura em trabalho realizado
por LIMA et al. (2002) sdo considerados insignificantes, pois, a maioria dos extratos
avaliados néo apresentaram significativa presenca de tal composto, conforme pode observar-
se na figura 5, sendo, respectivamente 3,53, 9,09, 13,69, 7,52, 8,68, 7,52, 13, 26 e 13,45%
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para os extratos de Bacurizinho (semente), Bacuri (semente), Castanha do Brasil (casca),
Piqui& (polpa), Bacuri (casca) e Bacurizinho (semente).
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Figura 5 — Concentragdo de flavonoides totais (%) em extratos de plantas da Amazonia.

Nenhum dos extratos apresentou significativa acdo inibitoria da tirosinase, tendo
em vista que o melhor resultado obtido foi o da casca do Piquia diluido em solucédo
hidroalcdolica, com Clsp de 35,15+1,98 na concentracdo de 100 ug.mL. Fato este que
pode ser justificado com o fato de substancias fendlicas, que através da sua propria
oxidacdo e formacao de radicais livres, inibem a oxidacdo da L-DOPA a dopacromo pela
tirosinase, ou ainda revertem essa reacdo, reduzindo novamente o dopacromo. E também,
pelo fato de flavondides e outras classes de substancias fendlicas poderem atuar
prevenindo a inibicdo da tirosinase pela inibicdo da oxidacdo ndo enzimatica ou ainda
através da captacdo dos radicais livres gerados pela formacdo de derivados o-quinonas.
Devido o fato de os extratos testados possuirem, em grande parte, altos niveis de
flavondides totais e niveis significantes de fendis totais, como j& foi discutido
anteriormente, o provavel equilibrio entre as acOes justifica a inalteracdo da atividade da
tirosinase in vitro. (OLIVEIRA, 2010).

Com relacdo a identificacdo da colagenase por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida,
nenhum dos 58 extratos obtiveram resultados satisfatorios, tendo em vista que, pode ser

observado, visualmente, a ocorréncia da degradacdo do substrato pela enzima colagenase,
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com os extratos na concentracdo de 1ug/mL, revelada pela forte intensidade das bandas
obtidas na eletroforese, em comparagdo com o controle (colagenase e tampéo), portanto,
demonstrou-se insatisfatoria a atividade inibitoria dos extratos estudados pela colagenase, pois

ndo houve diferenca evidente na intensidade entre a marcacdo das bandas (figura 7).

controle F2 F3 F4 F6 F8

Figura 7 — Inibicdo da atividade da colagenase por zimografia de extratos Amaz6nicos

Ribeiro et al. (2010) realizaram um estudo semelhante com extratos aquosos de Aloe
vera, Annona muricata e cha preto, com a finalidade de determinar a atividade inibitdria
destes sobre metaloproteases, sendo revelado que os extratos de Aloe vera, A. muricata e cha
preto inibiram a atividade das Metaloproteinases 2 e 9.

Posteriormente foi avaliado o potencial fotoprotetor das amostras, como se observa na

tabela 3.
n'l | Extrato A MAX 240nm 300nm 360nm
1 298 (2,822) 0,108 2,763 0,581
Piquié (casca)
2 297 (2,747) 0,102 2,695 0,491
Piqui& (polpa)
3 258 (2,109) 0,091 1,222 0,457
Piquia (semente)
4 266 (0,887) 0,091 0,558 0,198
Caré (casca)
5 367 (0,033) -0,010 0,131 0,041
Caré (polpa)
6 283 (2,294) 0,091 1,374 0,451
Tucumad (casca)
7 281 (0,321) -0,049 1,267 1,092
Buriti (semente)
8 Bacurizinho 325 (1,250) 0,102 1,075 0,637
(semente)
9 245 (1,846) -0,089 0,760 0,659
Buriti (casca da
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semente)
10 Castanha do Brasil 367 (0,662) 0,204 0,777 0,659
(casca)
11 274 (0,981) 0,086 0,777 0,395
Acerola (semente)
12 282 (0,954) -0,083 0,603 0,215
Inga (casca)
13 297 (2,964) 0,097 2,774 0,895
Bacuri (semente)
14 275 (1,147) 0,080 0,637 0,136
Uxi (casca)
15 285 (0,832) 0,24 0,687 0,356
Bacurizinho (casca)
16 Guarana (casca) 274 (0,844) 0,086 0,170 0,125
17 Carambola 280 (0,840) 0,069 0,423 0,102
(semente)
18 Ingé (semente) 267 (0,581) 0,069 0,288 0,074
19 Abiu (casca) 367 (0,015) 0,063 0,131 0,018
20 Piquia (casca) 308 (3,702) 0,102 3,899 0,952
20 Piquia (casca)* 306 (5,410) 0,108 nr 0,609
20 Piqui& (casca)** 297 (3,050) 0,108 2,774 0,401
21 nr nr nr nr
Caré (casca)
22 275 (0,485) 0,091 0,299 0,035
Piqui& (polpa)
22 367 (0,004) -0,089 0,164 0,001
Piquia (polpa)*
23 Castanha do Brasil 297 (9,999) 0,119 3,972 1,143
(casca)
23 Castanha do Brasil 297 (3,154) 0,102 3,044 0,577
(casca)*
24 297 (5,347) 0,114 3,241 1,199
Uxi (casca)
24 284 (1,957) 0,108 1,514 0,603
Uxi (casca)*
25 367 (0,041) 0,041 0,181 0,046
Acerola (semente)
26 Carambola 282 (1,177) 0,052 0,693 0,176

(semente)
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27 282 (1,632) 0,063 0,626 0,069
Tucumd (casca)
28 Buriti (casca da 280 (1,282) 0,125 0,671 0,192
semente)
29 367 (0,030) -0,049 0,147 0,035
Bacuri (casca)
30 375 (2,343) 0,091 3,140 2,571
Cupui (carogo)
30 337 (2,148) 0,102 2,673 1,874
Cupui (carogo)*
31 281 (0,235) 0,001 0,176 0,097
Pupunha (semente)
32 261 (0,305) 0,012 0,057 0,012
Caréa (casca)
33 Acai do Para 263 (3,432) 0,029 1,733 0,530
(semente)
33 Acai do Para 262 (1,730) 0,012 0,862 0,277
(semente)*
34 Acai do AM 283 (2,121) 0,024 1,210 0,479
(semente)
34 Acai do AM 280 (1,053) 0,024 0,592 0,243
(semente)*
35 Tucumd AM 286 (3,048) 0,024 1,582 0,434
(casca)
36 Cupuagu (casca da 282 (0,299) -0,004 0,209 0,074
semente)
37 nr nr nr nr
Cupuacu (casca)
38 281 (1,379) 0,029 0,451 0,136
Caré (polpa)
39 Acai do AM 280 (1,379) 0,029 0,451 0,136
(semente)
40 286 (2,091) -0,010 1,570 0,485
Caré (casca)
41 276 (1,479) 0,018 0,985 0,462
Piqui& (polpa)
42 Acai do Para 277 (0,950) -0,089 0,569 0,294
(semente)
43 Acai do AC 365 (3,340) 0,018 nr 3,409
(semente)
43 Acai do AC 339 (2,563) 0,024 3,443 2,240

(semente)*
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43 Acai do AC 339 (1,782) 0,031 2,478 1,612
(semente)**
44 279 (0,863) 0,035 0,372 0,181
Bacuri (casca)
45 267 (1,155) -0,094 0,980 0,350
Cupui (casca)
46 Castanha do Brasil 271 (0,570) -0,027 0,339 0,170
AC (casca)
47 263 (2,113) 0,024 1,632 0,496
Graviola (casca)
48 Castanha do Brasil 274 (1,290) 0,012 0,440 0,181
residuo (casca)
49 269 (0,649) 0,047 0,164 0,108
Biriba (casca)
50 nr nr nr nr
Guarand (casca)
51 nr nr nr nr
Abiu (casca)
52 Bacurizinho 245 (1,468) 0,024 0,597 0,181
(semente)
53 2881 (1,542) 0,029 0,704 0,395
Inga | (casca)
54 297 (2,678) 0,024 2,639 1,913
Ingé 11 (casca)
55 367 (0,114) nr 0,282 0,108
Bacurizinho (casca)
56 283 (2,204) 0,024 1,728 0,592
Inga (semente)
57 Castanha do Brasil nr nr nr nr
residuo (casca)
58 367 (0,110) 0,001 0,204 0,097

Biriba (casca)

*extratos na concentragdo 0,5 mg/mL
nr = ndo realizado

Tabela 3 - Perfil fotoprotetor de extratos de plantas da Amazonia na concentragcdo 1mg/mL.

Dentre os extratos avaliados, destacam-se 0s de Piquia (casca e polpa), com picos de A

MAX na regido do UVB, sendo 298 (2,822) e 297 (2,747), respectivamente, para casca e

polpa. Destaca-se, também, o extrato de semente de Bacurizinho, com A MAX de 325
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(1,250), e com picos regulares e continuos na regido UVA, UVB e UVC, conforme pode-se

observar na figura 6.

Abs
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Figura 6 — Espectro de absor¢éo de extrato de semente de Bacurizinho
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6 CONCLUSAO

Este estudo revela que a partir de um painel de 58 extratos de plantas, verificou-se que
0s extratos de Piquia possuem elevado teor de compostos fenolicos e que, por isso,
demonstraram boa atividade sequestrante do radical DPPH in vitro. Além disso, observou-se
através dos resultados obtidos nas condigdes deste estudo que nenhum dos extratos possui a
capacidade de inibir a atividade enzimatica da tirosinase , ou da colagenase, de forma
satisfatoria. Com relacdo a atividade fotoprotetora dos extratos avaliados, observa-se a
tendéncia linear do extrato da semente de Bacurizinho, com relacdo ao fator de protecéo, que
compreende as trés bandas de radiacdes solares (UVA, UVB e UVC). 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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