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INTRODUCAO

A pele € composta pela epiderme, que € a camada epitelial mais externa da pele,
composta por placas de proteina (queratina), sobrepostas e justapostas de modo a
impedir a penetracdo de agua e outras substancias. A queratina € produzida pelos
gueratinécitos, que sdo o principal tipo celular da epiderme. A derme localiza-se
abaixo da epiderme e € composta por tecido conjuntivo, contendo fibras de colageno e
elastina, além da presenca de vasos sanguineos, linfaticos e nervos da pele,
responsaveis pela defesa imunoldgica. A hipoderme localiza-se abaixo da derme,
sendo composta em sua maior parte por tecido adiposo e esta diretamente envolvida
no isolamento térmico, no armazenamento de nutrientes e na absorcdo de choques
(TORTORA, 2006; STEVENS e LOWE, 2001).

O envelhecimento da pele pode ocorrer devido a fatores intrinsecos ou extrinsecos.
Os fatores intrinsecos s&do aqueles decorrentes do processo natural de
envelhecimento do organismo, no qual ele perde gradualmente as suas fungdes vitais.
No processo extrinseco observa-se a atuagcdo de agentes exdgenos na
desorganizacao do funcionamento pleno desta estrutura. Sdo exemplos: o sol, tabaco,
alcool e poluicdo. Nestes processos verificam-se a diminuicéo da sintese de colageno,
elastina, menor regeneracéo celular, diminuicdo das defesas antioxidantes e outras
alteracbes (GIANNOCARO, 2007; MAGALHAES, 2000; ROBERT, 1994).

O fotoenvelhecimento € provocado pela exposicdo a radiacdo solar (raios UVA e

UVB), que pode provocar queimaduras e favorecer, inclusive, o aparecimento de



tumores devido a exposi¢cdo moderada por longos periodos. Intrinsecamente, também
pode ocorrer 0 aumento de espécies reativas de oxigénio devido a perda da
capacidade antioxidante natural do organismo, onde estruturas reativas podem atuar
sobre lipidios das membranas celulares e proteinas. Este processo provoca danos as
fiboras de colageno e elastina na epiderme, conduzindo a uma perda natural de
sustentacdo da derme, de flexibilidade, elasticidade e firmeza naturais, originando
rugas, manchas, pele seca, flacidez, etc. (BUCHLI, 2002; RIBEIRO, 2006).

Atualmente, a utilizacdo de produtos de origem vegetal tem-se apresentado
promissora devido a sua composicao fitoquimica, que atua sobre compostos livres e
reativos e previne sinais da pele. Diante da biodiversidade do cerrado e atendendo ao
apelo de sustentabilidade ambiental, o trabalho teve como foco central a avaliacdo da
eficicia, através de métodos in vitro, de extrato de uma planta do cerrado (EDP1) e

apontar a sua viabilidade quanto ao uso em produtos cosméticos antienvelhecimento.
MATERIAIS E METODOS

O espécime foi coletado e processado sob a orientacdo do Professor José Realino no
Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da UFG. O extrato obtido foi
concentrado numa solucao-estoque de 250 mg/mL e armazenado a -20°C.

Preliminarmente, foram realizados trés ensaios enzimaticos cujos procedimentos séo

similares, além da atividade antioxidante celular:
a) Atividade da Colagenase

Em uma placa de 96 pocos foram colocados 10 pL do solvente da amostra, da
amostra diluida na concentracéao desejada e do padrdo quercetina. Em seguida, foram
adicionados 10 pL da enzima colagenase 10 mg/mL e 80 pL de tampdo tricina 50 mM
pH 7,5. A placa foi incubada a temperatura ambiente por 15 min. e, 100 uL do
substrato FALGPA 1,6 mM foram adicionados a ela. A leitura foi realizada de 10 em
10 minutos em 340 nm até o tempo de 60 minutos, a temperatura ambiente (WART,
1981).

b) Atividade da Elastase

Em uma placa de 96 pocos foram colocados 10 pL do solvente da amostra, da
amostra diluida na concentracdo desejada, do padrao quercetina e do tampéao tris-HCI

60 mM pH 7,5. Em seguida, foram adicionados 90 pL da enzima elastase pancreética



0,4 mg/mL e a placa foi incubada a 37°C, 15 min. ApGs esse periodo, 100 pL do
substrato AAAPVN 1,6 mM foram adicionados a placa e a primeira leitura, a 405 nm
foi realizada. As demais leituras ocorreram no intervalo de 5 min. até o tempo maximo
de 50 min (KIM, 2004).

c) Atividade da Tirosinase

Em uma placa de 96 pocos, foram colocados 20 pL do solvente da amostra, da
amostra diluida na concentracdo desejada e do tampéo fosfato 10 mM pH 6,5. Em
seguida foram adicionados 80 puL da enzima tirosinase, a placa foi incubada a 37°C, 5
min., e a primeira leitura foi realizada em 492 nm. Foram adicionados 100 pL do
reagente de cor L-DOPA 1 mM e as demais leituras foram realizadas a cada 5 min.
até o tempo maximo de 15 min., a 37°C (HEARING, 1987).

Os célculos da atividade inibitoria da substancia-teste foram feitos segundo a formula:
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d) Atividade Antioxidante celular

As células NIH3T3 foram plaqueadas em uma concentracédo de 10* cel/100 pL em
placa de 96 pocos e incubadas por 24h. Apos esse periodo, as células foram expostas
a 100 pL da substancia teste [2x] e 100 uL de diclorofluoresceina 97% a 25 uM foram
adicionados a todos os pocos. A placa foi incubada por 1h a 37°C e atmosfera 5% de
CO,. ApoOs este periodo, a placa foi lavada com PBSA. Nos pocos “branco” foram
deixados 200 pL de PBSA e, nos demais foram colocados 200 pL de Azobis 97% 600
UM para a realizacao da primeira leitura a 570 nm. As leituras seguintes foram feitas a
cada 5 min. até o tempo maximo de 60 min. (WOLFE, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes enzimaticos, pode-se verificar que o extrato EPD1 foi capaz de inibir
de quase 96% desta enzima na concentracdo de 500 pg/mL (Figura 1a). O coldgeno
tem meia-vida de 15 a 18 anos e sofre pouquissima degradacdo até 30 anos, no caso
da pele humana. A partir desta etapa ou quando a pele torna-se doente, é possivel
observar uma maior expressdo de uma metaloproteinase, especificamente a

colagenase que degrada o colageno e é praticamente inexistente na pele jovem e



saudavel. Os fragmentos originados formam uma gelatina que continuam a ser
clivados pela gelatinase, provocando a desestruturacdo da rede de fibras de colageno
e 0 aparecimento de marcas (BHATTACHARYYA, 2009).

Em relacdo a acdo da elastase, o extrato apresentou uma Clsg (concentracéo
inibitéria de 50%) a uma concentragcdo menor que a menor concentracdo testada
(31,25 pg/mL) (Figura 1a). Nesta concentracdo, o extrato foi capaz de inibir 66 % da
acao desta enzima, sendo que se observou um platd de inibicdo a partir 250 pug/mL,
onde foi possivel verificar que a atividade inibitéria fica em torno de 87%. Como o
coldgeno, com o envelhecimento a sintese de elastina pelos fibroblastos também é
diminuida. As proteinases clivam a elastina, cujos fragmentos sdo solaveis e

desaparecem. Como resultado tem-se uma pele mais enrijecida.

No teste de atividade de tirosinase foi observado que o extrato EPD1
apresentou Clsgp em torno de 600 pug/mL e a maxima concentracdo testada (1000
png/mL) conseguiu inibir 57,6 % (Figura 1a). A tirosinase € uma enzima diretamente
envolvida na producdo de melanina, através da conversdo de tirosina em L-DOPA.
Existem dois tipos de melanina: a eumelanina (tons entre marrom e preto) e
feomelanina (tons entre amarelo e vermelho). Enquanto a eumelanina protege as
células da radiacdo UV nociva, as feomelaninas sédo fotoldbeis e seus produtos de

fotélise geram espécies reativas de oxigénio (HARRIS, 2005).
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Figura 1. a) Inibicdo das enzimas tirosina, elastase e colagenase em células 3T3 tratadas com
diferentes concentracdes do extrato em estudo. b) Atividade antioxidante in vitro do extrato. A

guercetina foi usada como controle positivo de atividade antioxidante.

Quanto a atividade antioxidante celular, verificou-se que 0 extrato nao

apresenta atividade nas concentragbes testadas (5, 25 e 50 pg/mL) (Figura 1b).



Segundo Harris (2005), as substancias antioxidantes atuam doando elétrons para
radicais livres, impedindo sua reacdo com metabdlitos celulares. Deste modo, inativa
as espécies reativas. Atualmente, ndo h4 pesquisas que comprovem que a diminuigdo
do estresse oxidativo provocado pelo aumento de espécies reativas promova
juventude. No entanto, os estudos tém conseguido correlacionar o consumo de
antioxidantes naturais com a prevencdo de doencas crbnicas e degenerativas da
idade.

CONCLUSAO

A partir da analise dos dados, € possivel sugerir que o extrato tem Otima acéo
inibitéria para colagenase e elastase e significativa atividade contra tirosinase. O
resultado obtido para agdo antioxidante requer novos ensaios em concentracdes
variadas e amplas, visto que os valores obtidos s&o apenas preliminares. De um modo
geral, estes resultados corroboram os objetivos do projeto em tornar este extrato um

candidato a produto dermocosmético antienvelhecimento.
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