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RESUMO

A pele é o maior 6rgdo do organismo humano e tem finalidade de servir como
barreira contra agentes externos. A perda da integridade deste tecido pode causar
lesbes ou doencgas que podem levar a morte. O envelhecimento da pele, que
também é um processo natural do organismo, tem suas causas intrinsecas e
pode ser acelerado devido a causas extrinsecas, como a exposi¢do a radiacao
solar, que provoca mudancas fisicas para a pele, devido a alteracbes que
ocorrem no tecido conjuntivo através da formacdo de peroxidos lipidicos,
conteudo das células e enzimas e espécies reativas de oxigénio. Devido ao papel
importante na remodelacéo tecidual nos processos que envolvem saude e doenca
da pele, alguns estudos tem mostrado investigacdes com extratos de plantas
como inibidores de enzimas e antioxidantes. A Libidibia ferrea Mart. € uma arvore
que pertence a familia Leguminosae-Caesalpininoideae e que cresce em todo o
Brasil largamente distribuida nas regides Norte e Nordeste, principalmente em
Pernambuco e no Ceara. A espécie é conhecida popularmente como juca, pau-
ferro, ibird-obi, imir4-itd, muird-obi, muiré-itae. A investigacao fitoquimica do
extrato hidroalcodlico das cascas e folhas de L. ferrea revelou a presenca de
flavondides, saponinas, taninos, curmarinas, esteréides e outros compostos
fendlicos, classes de substancias ja citadas na literatura como potenciais
antioxidantes e inibidores de enzimas. Foram utilizados extratos da casca e
vagem de L. ferrea em diferentes concentracdes para realizar os testes anti-
elastase, anti-colagenase, anti-hialuronidase e teste antioxidante in vitro e em
células de fibroblastos murinos NIH3T3. O teste anti-elastase, a casca mostrou
inibicdo média constante de 42% nas concentracfes de 63 pg/mL até 1000
pg/mL. Na avaliacdo da atividade inibitéria da colagenase, verificou-se que o
extrato da casca de L. ferrea n&o apresentou atividade importante nas
concentragdes testadas (25, 50 e 100 pg/mL), sendo a inibicdo de 15,2%. Na
maior concentracao testada (100 pg/mL). o extrato produzido a partir da vagem de
L. ferrea apresentou maior inibicdo da atividade enzimética quando comparado
com o extrato feito a partir da casca. Apesar dos extratos da casca e vagem de L.
ferrea terem se mostrado bons varredores de radicais de DPPH no teste in vitro,
no teste celular com fibroblastos NIT3T3, os extratos, em concentracdes nao
toxicas, ndo foram capazes de captar radicais de maneira significativa. Estes
resultados demonstram que os extratos de L. ferrea podem ser considerados
promissores nos estudos referentes a antienvelhecimento e doencas da pele.

Palavras-chave:Libidibia ferrea, pele, antioxidante, enzimas
ABSTRACT



The skin is the largest organ in the human body and is intended to serve as a
barrier against external agents. The loss of integrity of this tissue can cause injury
or illness that can lead to death. The aging of the skin, which is also a natural
process of the body, has its root causes and can be accelerated due to extrinsic
causes, such as exposure to solar radiation, which causes physical changes to the
skin, due to changes that occur in the connective tissue through the formation of
lipid peroxides, contents of cells and enzymes and reactive oxygen species. Due
to the important role in tissue remodeling processes in health and disease
involving the skin, some studies have shown investigations with plant extracts as
inhibitors of enzymes and antioxidants. The Libidibia ferrea Mart. is a tree that
belongs to the family Leguminosae-Caesalpininoideae which grows in Brazil
widely distributed in North and Northeast, especially in Pernambuco and Ceara.
The species is popularly known as “juca”, “pau-ferro”, “ibira-obi”, “imira-ita”, “muira-
obi”, “muiré-itd”. The phytochemical investigation of the hydroalcoholic extract of L.
ferrea revealed the presence of flavonoids, saponins, tannins, curmarinas, steroids
and other phenolic compounds, classes of substances already mentioned in the
literature as potential antioxidants and enzyme inhibitors. We used extracts from
the bark and pods of L. ferrea in different concentrations to perform the tests anti-
elastase, anti-collagenase, anti-hyaluronidase test and in vitro antioxidant and in
NIH3T3 murine fibroblast cells. The anti-elastase test, the skin showed inhibition
constant average of 42% at concentrations of 63 pug / mL to 1000 pg / mL. In
assessing the inhibitory activity of collagenase, it was found that the bark extract of
L. ferrea showed no significant activity at the concentrations tested (25, 50 and
100 pg / mL), and inhibition of 15.2%. At the highest concentration tested (100 pg /
mL) extract produced from the pod L. ferrea showed greater inhibition of enzyme
activity compared with the extract made from the bark. Although the extracts of
bark and pods of L. ferrea have been shown to be good scavengers of DPPH
radicals in vitro test, the test cell with fibroblasts NIT3T3, extracts, in
concentrations non-toxic, have not been able to capture radicals significantly.
These results demonstrate that extracts of L. ferrea can be considered promising
in studies on aging and skin diseases.

Key-Words: Libidibia ferrea, antioxidant activity and enzymes
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgéo do organismo humano e tem finalidade de servir como
barreira contra agentes externos. A perda da integridade deste tecido pode causar
lesbes ou doencas que podem levar a morte (BALBINO et al., 2005). A cicatrizacao
de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de eventos celulares e
moleculares que interagem para que ocorra a repavimentacéo e a reconstituicdo do
tecido. Tal evento € um processo dinamico que envolve fenbmenos bioquimicos e
fisiol6égicos que se comportam de forma harmoniosa a fim de garantir a restauracéo
tissular (MANDELBAUM et al., 2003). A classificacdo considerada mais completa
para o processo ordenado e progressivo de cicatrizacdo divide-se em cinco fases
principais: coagulacdo, inflamacéo, proliferacdo, contracdo da ferida e remodelagéo
(FAZIO, ZITELLI e GOLSEN, 2000). A fase de coagulacdo ocorre imediatamente
apos o surgimento da ferida, primeiramente com complexa liberacdo de produtos,
favorecendo a hemostasia e a entrada dos fatores inflamatérios (MANDELBAUM et
al., 2003). A inflamacédo esta intimamente ligada a fase anterior e além das células
inflamatorias e dos mediadores quimicos, esta fase conta com o importante papel da
fibronectina, que é sintetizada por varios tipos de células, como fibroblastos,
gueratinécitos e células endoteliais e que adere a fibrina, ao coldgeno e a outros
tipos de células e atua facilitando a consolidagdo do coagulo de fibrina, as células e
0os componentes da matriz (CLARK, 1998). A proliferacdo € responsavel pelo
“fechamento” da lesdo propriamente dita e consiste em trés subfases: reepitelizagao,
fibroplastia e angiogénese. A contracdo da ferida € o movimento centripeto das

bordas da ferida. A remodelacdo, que é a ultima fase ocorre no coladgeno e na
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matriz, dura meses e € responsavel pelo aumento da forca de tensdo e pela
diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema (MALDENBAUM et al., 2003). A
avaliacdo da lesdo é essencial para estabelecer o tratamento apropriado e varias
variaveis influenciam esse longo e complexo processo: localizacdo do ferimento,
tamanho da lesédo, tecidos adjacentes, idade do paciente, estado nutricional e
doencas de base (BAJAY et al., 1999). A sintese de colageno é essencial para a
cicatrizacdo de um ferimento e este processo pode ser afetado pela diminuicdo de
ferro, oxigénio, vitamina C e alfa cetoglutarato. Estas anomalias enfraquecem a
hidroxilagdo de prolina e lisina que resultam em sintese de colageno de baixa
resisténcia e consequentemente em cicatrizacdo anormal (MAHEATA et al., 2007).
Apesar da predominancia, no arsenal terapéutico, de substancias sintéticas,
inclusive as antiinflamatorias, nos ultimos anos tém-se verificado retomada a
valorizacdo de préticas terapéuticas consideradas por muitos profissionais de saude
como populares ou nédo cientificas, inclusive a lenta reincorporacdo das plantas
medicinais como alternativa ou complemento terapéutico (GARROS et al., 2006).
Desse modo, o conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas
vezes 0 Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso
de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie
humana. Ainda hoje nas regibes mais pobres do pais e até mesmo nas grandes
cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres,
mercados populares e encontradas em quintais residenciais (MACIEL et al., 2002).
As observacgOes populares sobre o0 uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar

de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos. Os usuarios de plantas
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medicinais se utilizam de produtos naturais em virtude do conhecimento de
informacdes terapéuticas populares que vem sendo difundidas ao longo dos séculos
(MACIEL et al.,2002).. Este tipo de pratica popular desperta o interesse de
pesquisadores em estudos que envolvem as mais diferentes areas do
conhecimento, e que tem por objetivo ampliar os conhecimentos cientificos a cerca
dos conhecimentos populares sobre plantas medicinais.

Plantas medicinais e outros produtos naturais s&8o recursos terapéuticos
amplamente utilizados no auxilio da cicatrizacao de feridas cutaneas (EURIDES et
al.,1998). Cita-se o0 uso de tintura de confrei (Symphytum officinale L.) (CARVALHO
et al.,1991), a papaina (SANCHEZ NETO,1993; NOGUEIRA et al., 2005), a babosa
(Aloe vera) associada ao prépolis (DORNELLES et al., 2002), o acglcar adicionado
ao mel (PRATA et al.,1998) a caléndula (Calendula officinallis) (FERNANDES, 2003;
NETO et al., 1996), extrato aquoso do trigo (Triticum vulgare) (MATERA et al., 2002),
Oleo de girassol (Helianthus annuus) (MARQUES et al., 2004), a arnica (Solidago
microglossa DC) (NETO, 2001) e a rosa mosqueta (Rosa aff. rubiginosa) (MARCHINI
et al., 1988).

O juca (Libidibia ferrea) é outro exemplar bastante utilizado na medicina
popular para tratamento de distlrbios da cicatrizacdo, porém sao poucos 0s
trabalhos cientificos existentes na literatura respaldando essa terapéutica.

Libidibia ferrea Mart. ex Tul. var. ferrea € uma arvore que pertence a familia
Leguminosae-Caesalpininoideae e que cresce em todo o Brasil (BRAGANCA, 1996;
LORENZI, 2002), largamente distribuida nas regibes Norte e Nordeste,
principalmente em Pernambuco e no Ceara (ALZUGARAY, 1984), sendo conhecida
como pau-ferro, jucd, ibira-obi, imira-itd, muira-obi, muiré-ita (PIO CORREA,1984).

Assim, este trabalho tem por objetivo avaliar a atividade antioxidante e inibitéria
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sobre as enzimas elastase, colagenase e hialuronidase do extrato padronizado de

Libidibia ferrea.



14

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cicatrizacao

A pele é o maior 6rgdo do organismo humano e tem finalidade de servir
como barreira contra agentes externos. A perda da integridade deste tecido pode
causar lesdes ou doencas que podem levar a morte (BALBINO et al., 2005).

A cicatrizagdo consiste em uma perfeita e coordenada cascata de eventos
celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentacdo e a
reconstituicdo do tecido (MALDENBAUM et al., 2003).

A perda tecidual pode atingir a derme completa ou incompletamente, ou
mesmo atingir todo o 6rgédo, chegando ao tecido celular subcutédneo. A definicdo de
ferida depende do tipo de perda tecidual. As feridas de espessura parcial (derme
incompleta) tém reparacdo pela reepitalizacdo dos anexos epiteliais ou epitélio
derivado da pele adjacente ndo acometida. Como resultado tem-se uma cicatriz
praticamente imperceptivel. JA as feridas de espessura total necessitam de
formacdo de um novo tecido, o tecido de granulacdo. Nesse caso, a cicatriz é
totalmente perceptivel e, muitas vezes, pronunciada (FAZIO et al.; 2000).

O reparo das feridas € um bem orquestrado e altamente coordenado
processo que inclui uma série de sobreposicao de fases: inflamacao, proliferativa ou
de granulacdo, e remodelacdo da matriz extracelular, como ilustrado na figura 1

(LUO; CHEN, 2005).
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Figural: Etapas do processo cicatricial de lesdes cutaneas
Fonte: Experts Reviews in Molecular Medicine (2003)

Apbs a ocorréncia do ferimento, inicia-se 0 extravasamento sanguineo que
preenche a area lesada com plasma e elementos celulares, principalmente
plaguetas. A agregacao plaquetaria e a coagulacdo sanguinea geram um tampao,
rico em fibrina, que além de restabelecer a hemostasia e formar uma barreira contra
invasdo de mircorganismos (WERNER; GROSE, 2003). A formacdo do coagulo
serve ndo apenas para coaptar as bordas da ferida, mas também para cruzar a
fibronectina, que ajuda a oferecer uma matriz provisoria, em que fibroblastos, células

endoteliais e queratinécitos possam ingressar na ferida (GRINNEL et al., 1981).



16

As plaquetas, além de essenciais para formacdo do tampao hemostatico,
também secretam multiplos mediadores, incluindo fatores de crescimento, citocinas
e elementos da matriz extracelular (ARNOLD; WEST, 1991).

A inflamacédo depende, além de inUmeros mediadores quimicos, das células
inflamatorias, como os leucdcitos polimorfonucleares (PMN), macrofagos e linfécitos.
Os PMN chegam no momento da injuria tissular e ficam por periodo que varia de
trés a cinco dias, e sdo eles os responsaveis pela fagocitose das bactérias
(MALDENBAUM et al., 2003).

Os monacitos teciduais se infiltram no local da lesé&o e se diferenciam em
macrofagos que participam e concluem o processo inflamatério, realizando um
debridamento no local da lesdo. O debridamento é facilitado pela fagocitose e pela
producdo de enzimas como a colagenase e elastase (CLARK, 1998).

Colagenases sdo metaloproteinases capazes de clivar outras moléculas
encontradas dentro da célula, por exemplo, colagenase-2 que pode decompor
agelastina, fibronectina, bem como o colageno (RAFFETO; KHALIL, 2008).

Outro sistema proteolitico envolvido na degradacdo da matriz extracelular é
o das serino proteases, uma delas é a elastase. A elastase faz parte da familia das
proteases de quimiotripsinas, e € responsavel primariamente pela quebra da
elastina, que € uma das proteinas mais importantes da matriz extracelular. A elastina
tem uma propriedade uUnica de recolhimento elastico, e € fundamental para dar
elasticidade a artérias, pulmdes, pele e ligamentos (BAYLAC; RACINE, 2004).

As elastases podem decompor elastina, e tem também a capacidade de
decompor o colageno, fibronectina e outras proteinas da matriz extracelular. Tal
como acontece com as metaloproteinases, sob condicbes normais de atividade, a

elastase € necessaria apos o ferimento, para degradar as proteinas estranhas no
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interior da matriz extracelular durante a fagocitose por neutréfilos para permitir o
reparo do tecido (RAFFETO; KHALIL, 2008).

O macrofago é a célula mais importante da fase inflamatéria (DIEGELMANN
et al., 1981) e atua no processo de reparacao tecidual, degradando e removendo 0s
componentes do tecido conjuntivo danificado, como colageno, elastina e
proteoglicanas (ARNOLD; WEST, 1991). Os macréfagos permanecem do terceiro ao
décimo dia e fagocita bactérias e debrida corpos estranhos. Além desse papel na
fagocitose de fragmentos celulares, os macréfagos também secretam fatores
guimiotaticos que atraem outras células inflamatérias ao local da ferida e produzem
prostaglandinas, que funcionam como potentes vasodilatadores, afetando a
permeabilidade dos vasos (SINGER; CLARK, 1999; ARNOLD; WEST, 1991). Os
macrofagos produzem varios fatores de crescimento, tais como o derivado de
plaguetas (PDGF), o de -crescimento transformante-f (TGF-B), o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator de crescimento de células endoteliais
(VEGF) que se destacam como as principais citocinas necessarias para estimular a
formacao do tecido de granulacdo (SINGER; CLARK, 1999). A interleucina-4 (IL-4) é
também secretada por macr6fagos e € uma das responsaveis pela formacdo do
tecido conjuntivo (por exemplo, producéo de colageno por fibroblastos) fazendo com
que fibroblastos e outras células presentes migrem atraves das trabéculas de fibrina
presentes na lesdo (CLARK, 1998).

Os linfocitos aparecem na ferida em aproximadamente uma semana. Seu
papel ndo é bem definido, porém sabe-se que, com suas linfocinas, tem importante
influéncia sobre os macrofagos (MALDENBAUM et al., 2003).

Aléem das células inflamatorias e dos mediadores quimicos, esta fase

inflamatoria conta com o importante papel da fibronectina (CLARK, 1998).
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Sintetizada por uma variedade de células como fibroblastos, queratinécitos e células
endoteliais, ela adere, simultaneamente a fibrina, ao colageno e a outros tipos de
células, funcionando assim como cola para consolidar o coagulo de fibrina, as
células e os componentes da matriz (MOSHER; FURCHT, 1981).

A fase proliferativa pode ser dividida em trés subfases e é responsavel pelo
“fechamento” da leséo propriamente dita (MALDENBAUM et al., 2003).

A primeira subfase € a reepitelizacdo e se inicia horas apoés a lesdo, com a
movimentacado das células epiteliais oriundas tanto da margem como de apéndices
epidérmicos localizados no centro da lesado; fibroplastia e angiogénese, que
compdem o chamado tecido de granulacdo responsavel pela ocupacédo do tecido
lesionado cerca de quatro dias apos a lesdo. Os fibroblastos produzem a nova
matriz extracelular necesséaria ao crescimento celular enquanto 0os novos vasos
sanguineos carreiam oxigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo celular local
(SINGER; CLARK, 1999).

Na fase de reepitalizacdo ocorre a migracdo de queratinécitos nao
danificados das bordas da ferida e dos anexos epiteliais, quando a ferida é de
espessura parcial, e apenas das margens nas de espessura total. Fatores de
crescimento sd0 0s provaveis responsaveis pelos aumentos de mitose e hiperplasia
do epitélio (BALBIBO; PEREIRA, 2005). Sabe-se que o plano de movimento dos
queratinécitos migrantes € determinado também pelo conteido de agua no leito da
ferida (MALDENBAUM et al., 2003).

A segunda fase da proliferacdo inclui a fibroplasia e formacéao da matriz, que
€ extremamente importante na formacdo do tecido de granulacdo (colecdo de

elementos celulares, inlcluindo fibroblastos, células inflamatérias e componentes
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neovasculares e da matriz, como a fibronectina, as glicosaminoglicanas e o
colageno) (SINGER; CLARK, 1999).

Os fibroblastos infiltrados na area da lesdo desempenham, nesse momento,
dois papéis significativos: produzir e depositar grande quantidade de elementos da
matriz extracelular, principalmente fibras colagenas do tipo | e Ill, que aumentam a
forca de tensdo da leséo, contribuindo para o fechamento da lesdo (CLARK, 1998);
diferenciar-se em miofibroblastos, cuja funcdo primordial € neoformacéo dermal e
contracdo das margens da ferida, alinhando-se a elas a e unindo-as. A conversao de
fibroblastos em miofibroblastos é realizada por fatores de crescimento como o (TGF-
B), expressando a a-actina do musculo liso e tornando-se células musculares lisas
capazes de realizar grandes forcas contrateis (GOMATHI et al., 2003).

A Ultima etapa da fase proliferativa é a angiogénese. E nesta etapa que s&o
formados novos vasos sanguineos a partir dos vasos preexistentes. Os novos vasos
participam da formacéo do tecido de granulacdo provisorio e suprem de nutrientes e
de oxigénio o tecido em crescimento (ARNOLD; WEST, 1991).

Em resposta a lesdo tecidual, a angiogénese € processo dinamico,
finamente regulado por sinais presentes tanto no soro quando na matriz extracelular
local. Durante o processo cicatricial, a formacdo de novos vasos sanguineos torna-
se necessaria para a formacdo do novo tecido de granulagéo, correspondendo as
células dos vasos sanguineos a cerca de 60% do tecido de reparo. A angiogénese
ocorre na matriz extracelular do leito da ferida com a migracdo e estimulacao
mitogénica (SINGER; CLARK, 1999).

A Ultima fase do processo de cicatrizacdo € a remodelacdo da matriz

extracelular, que ocorre no colageno e na matriz, dura meses e é responsavel pelo

aumento da forca de tensédo e pela diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema
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(MALDENBAUM et al., 2003). Nessa fase ocorre uma tentativa da recuperacédo da
estrutura tecidual normal (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

Reformulacbes dos colagenos, melhoria nos componentes das fibras
colagenas, reabsorcdo de agua sdo eventos que permitem uma conexao que
aumenta a forca da cicatriz e diminui sua espessura (DOILLON et al., 1985).

A reepitelizacdo, que é o recobrimento da ferida por novo epitélio e consiste
tanto na migracdo quanto na proliferacdo dos queratindcitos a partir da periferia da
lesdo, também ocorre durante a fase proliferativa. Esses eventos séo regulados por
trés principais agentes: fatores de crescimento, integrinas e metaloprotases
(MENDONCGCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

A principio, o colageno é depositado sobre a fibronectina de maneira
aleatdria, dependendo da natureza e direcdo das tensdes aplicadas ao tecido. Essas
fiboras de colageno sdo subsequentemente digeridas pela enzima colagenase e
formadas novamente, em arranjos similares aos observados no tecido nao afetado
adjacente. A colagenase é produzida por varios tipos celulares na ferida: leucécitos,
macréfagos, fibroblastos e células epiteliais, degradando, especificamente,
colagenos tipos I, Il e lll presentes no tecido conjuntivo. Estas enzimas desfazem a
estrutura helicoidal das fibras de coldgeno, deixando-as susceptiveis a clivagem
enzimatica por outras metaloproteases de matriz e proteases (GRINNEL et al.,
1981).

Os fibroblastos continuam a ser as células-chave neste processo, pois estes
migram até o local da lesdo de forma dependente da ativagdo por enzimas
proteoliticas e de componentes das enzimas ativadoras de plasminogénio: sistema
plasmina e metaloproteases da matriz. As metaloproteases facilitam a migracéo dos

fibroblastos através da matriz extracelular e leito da lesdo (GRINNEL et al., 1981).
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Gradativamente, os feixes de fibras colagenas tornam-se mais espessos,
resultando em uma configuracdo mais regular, que esta diretamente relacionada as
forcas mecéanicas as quais o tecido esta sujeito durante a atividade normal
(MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). Em resultado ao processo de
remodelacdo, a lesdo torna-se mais resistente apo0s o colageno ter sofrido
maturacdo. O tipo de colageno secretado inicialmente, na fase proliferativa, era do
tipo Il que posteriormente, por degradacdo, € substituido por colageno tipo |
(DOILLON et al., 1985).

A cicatriz passa a apresentar a forma de uma massa fibrética acrescida de
fibras colagenas. Observa-se a apoptose dos fibroblastos e das células endoteliais,
e os eosinodfilos aparecem nas ultimas fases de reparacao, possivelmente devido a
fatores de crescimento. Os anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas
sudoriparas sofrem regeneracao limitada; a coloracdo da matriz é palida, pois a
regeneracao dos melandcitos é deficitaria (MALDENBAUM et al., 2003).

Existem muitos fatores que podem interferir no processo de cicatrizagao,
dentre eles podem ser citados a idade, o estado nutricional do paciente e a
existéncia de doenca de base (MALDENBAUM et al., 2003). Varias sao as doencas
que interferem negativamente no processo de reparo tecidual, como diabetes,
esclerose sistémica, anemia, desnutricdo, entre outras. Muitas também sao as
condi¢cbes que tornam esse processo de dificil resolu¢ao, impedindo ou retardando a
completa restauracao dos tecidos (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). Dentre
essas condicbes podem ser ressaltadas as resseccdes extensas da parede
abdominal, como aquelas em que a peritoniostomia se faz necessaria. Por
dificultarem, de alguma maneira, o reparo tecidual, essas doencas contribuem para

o aumento da morbidade e mortalidade.(MRUE et al., 2004).
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2.2 Enzimas e Substratos

O espaco extracelular dos tecidos de animais multicelulares é preenchido com
um material geleificado, chamado de matriz extracelular ou, ainda, conhecido como
substancia fundamental, que mantém unidas as células de um tecido e fornecem
uma via porosa para difusdo dos nutrientes e do oxigénio para as células individuais,
além de migracdo celular e interacdo celular ela serve de suporte a pressdes. E
composta por uma rede de heteropolissacarideos e por proteinas fibrosas
interconectadas, tais como colageno, elastina, fibronectina e laminina. Os
heteropolisacardideos, chamados glicosaminoglicanos (GAG’s), sdo uma familia de
polimeros lineares compostos por unidades repetitivas de dissacarideos. Os
glicosaminoglicanos estdo ligados a proteinas extracelulares para formar os
proteoglicanos (LEHNINGER, 2002)

Fibras de colageno, elastina e GAG's sao produzidas por fibroblastos que séo
afetados primariamente por fotoagentes resultando em mudancas visiveis como
rugas, pigmentacédo e mudancas na espessura (TAMSYN, 2009).

O colageno evoluiu no sentido de fornecer a resisténcia mecanica. E
encontrado em tecidos conjuntivos como tenddes, cartilagens, na matriz organica
dos 0ssos e na cornea dos olhos. A hélice do colageno é uma estrutura secundaria
singular, bem distinta de uma alfa hélice. O colageno apresenta 35% de glicina, 11%
de alanina e 21% de prolina de hidroxiprolina (LEHNINGER, 2002).

Existem cerca 15 tipos de colageno conhecidos. O colageno do tipo | € o mais
abundante e formador de fibrilas (este se associa com o colageno do tipo V para
formar a pele, ossos, ligamentos, tenddes, tecido conjuntivo frouxo, etc.). Os
colagenos associados a fibrilas séo os do tipo IX e XllI, que fazem a ligacéo entre as

fibrilas e outros componentes da matriz. O colageno tipo IV é considerado formador
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de rede e forma a lamina basal juntamente com o colageno do tipo VII
(LEHNINGER, 2002).

As fibrilas do colageno séo estruturas supramoleculares que consistem de
moléculas de tripla hélice de colageno, associadas de diversas maneiras a fim de
fornecer diferentes graus de forca tensional. O aumento na rigidez e a inelasticidade
do tecido conjuntivo a medida que as pessoas envelhecem, resultam de uma
acumulacéo de ligacfes covalentes nas fibrilas de colageno (LEHNINGER, 2002).

A elastina, que estd presente na matriz extracelular é Unica proteina com
propriedade de recuamento elastico, por isso € vital para dar elasticidade a artérias,
pulmdes, ligamentos e a pele. A elastase, membro da familia da quimiotripsina, é
responsavel por clivar a elastina que é encontrada na matriz extracelular. Além
disso, tem a habilidade de clivar colageno, fibronectina e outras proteinas da matriz.
A colagenase é uma metaloproteinase capaz de clivar moléculas como elastina,
fibronectina, gelatina, laminina e coldgeno (TAMSYN, 2009)

O Acido Hialurbénico (AH) é um glicosaminoglicano (GAG) nao sulfatado de
alto peso molecular encontrado em altas concentracbes nos tecidos sempre que
ocorre intensiva proliferacdo e movimentacéo de células. E sintetizado na membrana
plasmética por um complexo enzimatico de vérios tipos celulares, representando o
principal GAG dos tecidos conjuntivos e é liberado para fora da célula, a medida que
€ produzido. O Acido Hialurénico também €& o principal componente responsavel
pelas caracteristicas peculiares da cicatrizagao fetal (BARBOSA et al., 2008).

O &cido hialurdnico auxilia na resisténcia do tecido a compressao, promove a

proliferacdo e migracdo dos cornedcitos bem como a resposta angiogénica no leito

da lesdo promovendo a sua reparacao (BALBINO et al., 2005)
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O mecanismo de degradacao enzimatica do acido hialurénico foi descrito por
Karl Meyer em 1950. O pesquisador denominou a enzima responsavel por esta
degradacdo como hialuronidase, descrevendo também trés tipos da enzima,
classificadas de acordo com andlises bioquimicas e de seus produtos de reacdo,
sdo elas: 1) Hialuronidases encontradas em mamiferos ou endo-B-N-
acetilhnexosaminidases; 2) Hialuronidases bacterianas que também sdo endo-B-N-
acetilhnexosaminidases mas que diferem no mecanismo de acédo; 3) Hialuronidases
encontradas em sangue-sugas, parasitas e crustaceos endo-f-glicuronidases.

As hialuronidases sdo encontradas em varios tecidos e organismos,
possuindo grande especificidade pelo tecido e uma ampla variacdo de pH 6timo.
Nos vertebrados, as hialuronidases podem ser divididas em dois grupos: as de
atividade neutra, como o pH-20 e aquelas com pH 6&timo acido, como as
encontradas no figado (BALBINO et al, 2005)

Os preenchedores dérmicos compostos por acido hialurénico sdo os
preferidos para a correcdo de rugas, sulcos, depressdes, melhora do contorno e
volume dos labios, cicatrizes de acne e reposicdo do volume facial. Mdultiplos
produtos estdo disponiveis variando em relacdo as caracteristicas fisicas e
quimicas, o que influi em seus efeitos. Varios deles sdo registrados e aprovados
para uso no Brasil, 0 que torna importante verificar a existéncia de estudos clinicos e
acompanhar as informacgfes da farmacovigilancia para assegurar-se sobre eficacia
e, principalmente, seguranca. A eficacia do acido hialurénico ja foi demonstrada em
diversos estudos. Os efeitos adversos sao divididos em imediatos e tardios e podem
variar desde equimose, edema e eritemas leves até necrose. A reagdo imediata a
aplicacao do acido hialurénico geralmente consiste na presenca de inflamacéao leve,

previsivel e que pode variar em intensidade e duracdo dependendo do produto
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utilizado, técnica de aplicacdo, cuidados de assepsia e resposta imunologica
individual (TALARICO et al, 2010).

Estudos recentes dos pesquisadores LENNON e SINGLETON (2011)
mostraram que a hialuronidase pode ter papel importante na integridade vascular.
Isto ocorre porque a integridade vascular ou integridade da continuidade dos vasos
sanguineos € um processo fundamental regulado, em parte, pelo glicocalix
endotelial e pelas juncdes célula-célula. Defeitos em funcao da barreira endotelial
sdo um fator inicial no desenvolvimento de varias doencas, incluindo aterosclerose,
isquemia/reperfusao, a angiogénese do tumor, metastase de cancer, spese,
diabetes e lesao pulmonar aguda. O &cido hialurénico, que € um glicosaminoglicano,
mantém a integridade vascular através da modulacdo do glicocélix endotelial, com
regulacdo caveolina enriquecida e interacdo com acido hialurénico endotelial das
proteinas de ligacdo. Alguns estados de doenca aumentam a atividade de
hialuronidase e a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO), que quebram o
acido hialurénico de alto peso molecular a fragmentos de baixo peso molecular, que
causam danos ao endotélio glicocalix. Além disso, esses fragmentos de &cido
hialurénico podem ativar proteinas especificas de ligacdo na doenca vascular e
promover a reorganizacdo do citoesqueleto de actina e inibir o contato célula-célula

endotelial.

2.3 Estresse oxidativo e os antioxidantes

O estresse oxidativo (EO) foi definido ha varios anos atrds, como um
desequilibrio entre as moléculas pro-oxidantes e as moléculas antioxidantes em um
complexo sistema biolégico, onde os oxidantes se sobressaem em relacdo aos

sistemas de defesa (BENZIE, 1996).
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As moléculas oxidantes, especialmente as espécies reativas do oxigénio
(ERO), sao produzidas primariamente pelo metabolismo fisiolégico do oxigénio (O)
de células em condicbes aerdbias. Estas moléculas sdo altamente reativas para
algumas estruturas celulares, minando ou eliminando suas funcdes e propriedades
biologicas (BENZIE, 1996).

O processo de oxidacao tem papel fundamental na producéo de energia para
atividades biologicas. Entretanto, como resultado desse processo, os radicais livres
e outras espécies reativas de oxigénio sdo continuamente produzidas in vivo. Essas
moléculas, quando em excesso, podem produzir danos ao DNA, proteinas, lipidios e
outras moléculas celulares, causadas pelo estresse oxidativo. O estresse oxidativo
tem sido associado a varias doencas degenerativas, como cancer, aterosclerose,
diabetes, Ulceras gastricas, doencas cardiovasculares, entre outras condi¢cdes
(VALKO et al., 2007; MURPHY, 2009).

A formacédo de radicais livres in vivo ocorre via acdo catalitica de enzimas,
durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo
celular(respiracdo aerobia, inflamacdes, peroxissomos, enzimas do citocromo (P-
450) e pela exposicdo a fatores exdgenos (ozbnio, radiacdo gama e ultravioleta,
medicamentos, dieta, cigarro). Contudo, na condi¢cdo de pr6-oxidante a condicédo
desses radicais pode aumentar devido a maior geracdo intracelular ou pela
deficiéncia dos mecanismos oxidantes. O desequilibrio entre moléculas oxidantes e
antioxidantes que resulta na inducdo de danos celulares pelos radicais livres tem
sido chamado de estresse oxidativo (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

Contudo, na condicdo de pré-oxidante a concentracdo desses radicais pode
aumentar devido a maior geracao intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos

antioxidantes (CERUTTI, 1991). O desequilibrio entre moléculas oxidantes e
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antioxidantes que resulta na inducdo de danos celulares pelos radicais livres tem
sido chamado de estresse oxidativo (SIES; STAHL, 1993).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocéndrias ou na
membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta
relacionado com o seu sitio de formacao (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

Algumas espécies de radicais livres: O, (oxigénio singlete), O3
(radical superéxido), OH" (radical hidroxila), NO" (6xido nitrico), ONOO"
(peroxinitrito), Q™ (radical semiquinona) (BARREIROS; DAVID, 2006).

Entre as principais formas reativas de oxigénio o O, apresenta uma baixa
capacidade de oxidacdo, o OH" mostra uma pequena capacidade de difusdo e é o
mais reativo na inducdo de lesdes nas moléculas celulares. O H;O, ndo é
considerado um radical livre verdadeiro, mas € capaz de atravessar a membrana
nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de reacdes enzimaticas
(ANDERSON, 1996).

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar
0s niveis intracelulares e impedir a inducédo de danos (SIES, 1993). Os antioxidantes
sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesdes causadas pelos
radicais livres nas células (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

Os antioxidantes s@o agentes responsaveis pela inibicdo e pela reducéo das
lesbes causadas pelos radicais livres nas ceélulas. Uma ampla definicdo de
antioxidante é “qualquer substancia que, presente em baixas concentracbes quando
comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de

maneira eficaz”. Estes agentes que protegem as ceélulas contra os efeitos dos



28

radicais livres podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou nao

enzimaticos (Tabela 1) (BIACHI e ANTUNES, 1999).

N&o-Enzimético

Enzimético

a-tocoferol (vitamina E)
[3-caroteno
Acido ascérbico (vitamina C)
Flavondides

Proteinas do plasma

Superoxido desmutase
Catalase
NADPH-quinona oxidoredutase
Glutationa peroxidase

Enzimas de reparo

Selénio
Glutationa
Clorofilina
L-cisteina

Curcumina

Tabela 1 - Principais agentes de defesa antioxidante.
Fonte: BIANCHI e ANTUNES, 1999.

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo dos organismos. O
primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres € impedir a sua formacao,
principalmente pela inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro e o cobre. Os
antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exégenas, impedindo o ataque sobre os lipideos,
0s aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e
as bases do DNA, evitando a formacao de lesdes e perda da integridade celular. Os
antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavonoides e
carotendides sdo extremamente importantes na intercepcdo dos radicais livres.
Outro mecanismo de protecdo é o reparo das lesdes causadas pelos radicais. Esse
processo esta relacionado com a remoc¢do de danos da molécula de DNA e a

reconstituicdo das membranas celulares danificadas. Em algumas situacées pode
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ocorrer uma adaptacédo do organismo em resposta a geracéo desses radicais com 0
aumento da sintese de enzimas antioxidantes (BARREIROS; DAVID, 2006).

O envelhecimento da pele € um processo complexo que envolve varios
fatores genéticos, ambientais e mecanismos hormonais. Pode-se diferenciar entre o
envelhecimento cronoldgico intrinseco e extrinseco; e o envelhecimento "ambiental”;
0s dois processos ocorram em conjugacao com 0S outros e sao sobrepostas umas
sobre as outras (BOGDAN ALLEMANN; BAUMANN, 2008).

Com o0 avanco da idade do individuo a estrutura, as propriedades e a
composi¢cdo da pele variam consideravelmente. No envelhecimento cronolégico
cutaneo, ocorre a modificacdo do material genético por meio de enzimas, alteracdes
proteicas e a proliferacdo celular decresce. O tecido aos poucos perde a
elasticidade, a capacidade de regular as trocas aquosas e a replicagéo do tecido se
torna menos eficiente. Oxida¢Bes quimicas e enzimaticas envolvendo a formacédo de
espécies reativas de oxigéni aceleram esse fendmeno de envelhecimento (HIRATA,
2004).

Muitos antioxidantes tém sido utilizados ha muitos séculos nas culturas
antigas e modernas em todo o mundo pra véarias doencas. Além de sua atividade
antioxidante propriamente dita, a maioria deles possui inUmeras atividades
biol6gicas, como por exemplo, anti-inflamatéria, cicatrizante e anticarcinogénico
(BOGDAN ALLEMANN; BAUMANN, 2008).

O licopeno, um poderoso antioxidante, € um carotendide encontrado em
frutas vermelhas e vegetais. Seus efeitos quimiopreventivos em tumores tem sido
comprovados em modelos animais (LIN et al., 2003).

Ja a vitamina C, outro potente antioxidante, pode ser obtido nos humanos
exclusivamente a partir de alimentos, como frutas citricas. A vitamina C existe
predominantemente na sua forma reduzida, o acido ascorbico. O uso topico de

vitamina C tem sido estudado como fotoprotetor in vitro e in vivo, demonstrando
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seus efeitos na prevencdo dos danos causados pelo sol, reduzindo queimaduras
solares e diminuindo eritemas quando expostos a raios solares UVA e UVB. A
vitamina C também tem papel importante no processo de cicatrizacdo, pois é
importante fator no processo de sintese de colageno e sua adicdo em fibroblastos
humanos tem demonstrado aumento na producdo de colageno. Ao mesmo tempo,
pode diminuir a producdo de elastina por um mecanismo ainda desconhecido
(BOGDAN ALLEMANN; BAUMANN, 2008).

Os radicais livres desempenham um papel central no ambito dos fatores
intrinsecos e extrinsecos de envelhecimento. Durante o processo de envelhecimento
cronoldgico, os radicais livres sdo formados naturalmente através do metabolismo
humano normal, que, no processo de envelhecimento extrinseco, que sao
produzidos por fatores exdégenos, como a exposicdo a radiacdo UV, tabagismo e
consumo de alcool. Pelo menos 50% de UV induzida por danos a pele é estimado
para ser atribuivel a formacao do UV-induzida de radicais livres (LIN et al., 2003)

Além disso, como parte do processo natural de envelhecimento, diminuem
0s mecanismos de defesa enddgenos, enquanto aumenta a producao de espécies
reativas de oxigénio, resultando em envelhecimento acelerado da pele (BOGDAN
ALLEMANN; BAUMANN, 2008).

Entre as substancias naturais, os compostos fenolicos tem mostrado grande
importancia por causa da sua formacéo estrutural quimica ideal para remocao dos
radicais livres, através da doacdo de um atomo de hidrogénio ou de um elétron. Os
compostos fenolicos tem propriedades antioxidantes principalmente devido as suas
propriedades redox, que permitem que eles ajam como agentes redutores, doando
hidrogénios e pelo potencial de quelacdo de metais ( KHOKHAR e APENTEN,

2003).
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Os efeitos das plantas medicinais tem sido atribuidos, em parte, a presenca
de compostos fendlicos, que podem exercer seus efeitos como resultado de suas

propriedades antioxidantes (KAUR et al., 2008).

2.4 Libidibia ferrea

Libidibia ferrea € a nova nomenclatura para a Caesalpinia ferrea, devido a
isso, todo o referencial bibliografico € baseado na pesquisa de Caesalpinia ferrea. A
Libidibia ferrea espécie é conhecida popularmente como Juca, Pau-ferro, Ibir4-obi,
Imird-itd,  Muira-obi,  Muiré-ithe  pertencente a familia  Leguminosae-
Caesalpininoideae E uma arvore de grande porte e caule rijo encontrado
principalmente no norte e nordeste do Brasil. A planta possui foliolos pequenos,
flores amarelas pequenas e em cachos; frutos de cor marrom escura, do tipo legume
ou vagem lisa, dura e aromatica com sementes escuras, com 10-15 metros de
altura, com didmetro de tronco entre 40-60 cm e é de facil reconhecimento devido a
presenca de manchas claras no tronco (BORRAS, 2003; MATTA, 2003; RIZZINI,
1995).

Sua floragdo ocorre na estacdo seca até inicio da estacdo chuvosa e a
frutificacdo ocorre no final da estacdo seca e se prolonga pela estacdo chuvosa.
Tem anualmente uma alta producao de frutos. As sementes apresentam germinacéo
numa amplitude térmica de 15 a 40°C e podem ser armazenadas por pelo menos

oito meses (GALDINO et al., 2007).
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Figura 2: | — Arvore, Il — Flor, lll- Fruto de Libidibia ferrea
Fonte: http://www.arvores.brasil.nom.br/pferro .Acesso em 22/04/2010.

A arvore é bastante ornamental, podendo ser empregada na arborizacdo de
ruas e avenidas e aproveitadas para plantios em areas degradadas, além de
fornecer lenha e madeira para construcéo civil (LORENZI, 2002).

Algumas propriedades terapéuticas tem sido descritas, e incluem, acao
antiulcerogénica (BACCHI et al., 1995), anti-inflamatéria e também atividade de
analgesia (CARVALHO et al., 1996). O tratamento de feridas e contusées; e o alivio
da tosse cronica e asma também sdo importantes propriedades da Libidibia ferrea
(CARVALHO et al., 1996).

O cha da casca de Libidibia ferrea tem sido usado para o tratamento de
diabetes (ARAUJO et al., 2008). Outras propriedades terapéuticas dessa planta
incluem acdo anti-cancer (NOZAKI et al., 2007), antibacteriana (SAMPAIO et al.,
2009) e anti-hipertensiva (MENEZES et al., 2007).

O acido elagico e o metil galato sdo dois componentes ativos extraidos dos
frutos de Libidibia ferrea e sao apontados como responsaveis pelas atividades
farmacoldgicas atribuidas a essa parte da planta (Figura 3) (NAKAMURA et al.,

2002).


http://www.arvores.brasil.nom.br/pferro
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Figura 3: Estrutura dos componentes ativos da Libidibia ferrea
Fonte: Nakamura et al., 2002.

Compostos isolados de L. ferrea inibem a aldose redutase cuja funcéo é de
converter glicose em sorbitol. O acumulo de niveis elevados de sorbitol nas células,
como ocorre nos casos de diabetes, diminui a integridade osmética e causa dano
celular (UEDA, et al., 2001).

A andlise de dois compostos isolados dos frutos de L. ferrea, o acido galico e
o metil galato, mostraram efeitos significativos no decréscimo do numero de
papilomas em ratos em dois estagios da carcinogénese. Os constituintes ativos
responsaveis por essa acao sdo o acido galico e o metil galato (NAKAMURA, et al.,
2002).
A infusdo da casca do caule é utilizada para tratar diarréia e enterocolite
(CARVALHO et al., 1996).
O extrato aquoso mostrou-se eficaz no estimulo a mielopoiese frente a
listeriose e tumor ascitico de Ehrlich em ratos, promovendo certa protecdo contra a
dose letal de Listeria monocytogenes e aumentando a sobrevivéncia dos animais em

estudo (QUEIROZ et al., 2001).
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Plantas do mesmo género (Libidibia L.), que é utilizada para tratamento de
infeccbes na garganta e outras infeccOes orais, tem propriedade antibacteriana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (SAMPAIO et al., 2009).

Estudos recentes observaram que uma variedade de agentes quimicos e
fisicos, incluindo as substancias naturalmente encontradas nas plantas, foram
associadas com toxicidade reprodutora masculina (WANG, 2010). Outro trabalho
sugere que a utilizagdo cronica de L. ferrea ndo interfere com o funcionamento
normal do sistema reprodutor do rato Wistar (LEDA, 2010). A L. ferrea também
mostrou um potencial para o ramo da cosmetologia com a atividade inibidora da
tirosinase, reduzindo a melanogénese (LIZARDO, et al. 2011).

A investigacao fitoquimica do extrato hidroalcodlico das cascas e folhas de
Libidibia ferrea revelou a presenca de flavondides, saponinas, taninos, curmarina,
esterdides e outros compostos fendlicos (GONZALEZ et al., 2004), classes de
substancias ja citadas na literatura como potenciais antioxidantes e inibidores de
enzimas . Os taninos séo 0os componentes principais (SOUZA et al., 2006).

A guantidade de polifendis no extrato hidrometandlico bruto de L. ferrea é
estimado em 7,3 %. Os polifendis sao sugeridos como responsaveis pela atividade
antibacteriana na inibicdo da formacao do biofilme dental (SAMPAIO et al., 2009).

A andlise do extrato aquoso de L. ferrea sobre os efeitos cardiovasculares,
demonstrou que essa espécie age como indutor da hipotensdo associada a
taquicardia, aparentemente por abertura dos canais ATP-sensiveis de K+,
demonstrando um potencial uso clinico para doencas cardiovasculares (MENEZES,

2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar as atividades antioxidante e inibitéria sobre as enzimas elastase,

colagenase e hialuronidase da Libidibia ferrea MART.

3.2 Especificos

Avaliar a citotoxicidade do extrato padronizado de Libidia ferrea.

Conhecer o potencial antioxidante do extrato padronizado de Libidibia ferrea
in vitro e em cultura de células.

Investigar a atividade inibitéria do extrato padronizado de Libidibia ferrea
sobre as enzimas elastase, colegenase e hialuronidase in vitro.

Avaliar e comparar a atividade inibitéria do extrato padronizado de Libidibia

ferrea sobre a enzima colagenase in vitro através da zimografia.
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4. METODOLOGIA

4.1 Extrato de Libidibia ferrea Mart.

Foram coletadas cascas e vagens, sem as sementes, de Libidibia ferrea
obtidas de cultivo experimental do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazbnia
(INPA). Apos secagem e trituracdo da matéria prima vegetal em moinhos de facas
foram preparados extratos aquosos, hidroetandlicos e etandlicos das vagens ou das
cascas por maceracao estatica (48 h) com uma relacao droga solvente de 7,5%. Em
seguida o solvente foi evaporado por secagem por aspersao (spray drier) e o
material seco (extrato) foi armazenado a -20° C até a realizagdo dos experimentos.

O extrato utilizado para os testes que seguem abaixo foi 0 extrato aquoso
7,5% tanto da vagem quanto da casca de Libidibia ferrea, pois foi o que apresentou

melhores resultados nos testes preliminares a este trabalho.

4.2 Avaliacdo da atividade antioxidante
4.2.1 Teste do Diphenylpicrylhidrazyl (DPPH)

Para avaliar o potencial antioxidante dos extratos da casca e vagem de Libidia
ferrea, foi avaliada a reacéo entre diferentes concentracdes do extrato (100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78 pg/mL) e a solucdo alcodlica de DPPH (MOLYNEUX,
2004). Foram pesados 2 mg de DPPH (Diphenil-picryl-hidrazina) e dissolvidos em 12
mL de etanol absoluto. Para conhecer a absorbancia dos brancos especificos (Al),
em uma placa de 96 pocos foram adicionados 0,250 mL das diluicdes dos extratos
em triplicata e as absorbancias foram mensuradas a 492 nm no leitor de Elisa DTX

Beckman Coulter. Apds a primeira leitura, adicionou-se 0,100 mL da solucdo de
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DPPH e a placa permaneceu incubada ao abrigo da luz por 30 minutos, decorridos
0S quais, realizou-se a segunda leitura (A2) e foi mensurada a reducédo do radical
livre DPPH a 492 nm.

Como controle negativo utilizou-se 0,250 mL de etanol mais 0,100 mL de
solucdo de DPPH. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do
DPPH, calculado segundo a equacdo abaixo (onde Al= absorbancia 1 e A2 =
absorbancia 2). (Kim et al., 2002).

% inibicdo = 100 — (A2 amostra — A1 amostra) x 100 / (A2 controle — Al
controle)

A determinacdo da concentracdo de eficiéncia mediana do DPPH (CEsp) ou
seja, a concentracdo do extrato que causa 50% da cor do DPPH, foi obtida por
regressao linear simples dos pontos plotados graficamente no programa Origin 6.0.
Os resultados obtidos dos extratos foram comparados com uma curva de atividade
de diferentes concentracdes de Trolox, um controle positivo de atividade

antioxidante.

4.2.2 Determinacdo da atividade antioxidante em células

A atividade antioxidante em células foi avaliada no fibroblasto NIH 3T3
segundo o método descrito por WOLFE e LIU (2007). Foram semeadas 6 x 10*
células por poco em placa de 96 pocos. As cavidades externas da placa ndo foram
utilizadas por aumentarem a variacédo dos resultados. Apos 24 horas de encubacao
em estufa de CO2 a 37 °C, o meio foi removido, os poc¢os foram lavados com
tampao fosfato e as células foram tratadas em triplicata com 100uL de uma solugéo
de meio contendo 10% de SFB, 25umol de diclorofluoresceina e diferentes

concentracbes dos extratos da casca e vagem de Libidibia ferrea (0; 3,125; 6,25;
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12,5; 25 e 50 pg/mL) ou da quercetina (0; 2,5; 5 e 10ug/mL). Apés uma hora de
tratamento o meio foi removido e as células foram novamente lavadas com tampéo
fosfato, o tampao foi removido e foram adicionados 100uL de 2,2-azobis-2-metil-
propanimidamida, dihidroclorico (AAPH) e iniciaram-se imediatamente leituras no
leitor de microplacas com excitacdo 485nm e emissédo 535nm a cada 10 minutos até
60 minutos. A quercetina foi utilizada como padrao positivo de atividade antioxidante.
Os pocos controle contiveram células tratadas com diclorofluoresceina e o AAPH e
0S pocos branco contiveram células tratadas com diclorofluoresceina sem o AAPH.
De todas as concentracdes de amostras foi subtraido o valor de fluorescéncia do
branco no respectivo tempo. O potencial antioxidante foi expresso em unidades de
fluorescéncia. A concentracgao inibitéria mediana (Clsp) foi calculada para o tempo de
60 minutos conforme a formula abaixo, onde:
AF= fluorescéncia aos 60 minutos — Afluorescencia aos 0 minutos) e

% inibicdo = 100 — (AF Amostra / AF Controle) x100

4.3 Ensaio de inibicdo de elastase

O ensaio foi baseado no método de Kim et al. (2004) . Este ensaio foi
realizado em tampéao Tris-HCL 60 mM (pH 7,5) e 5% DMSO. A elastase pancreatica
suina (PE — E.C.3.4.21.36) foi dissolvida para fazer uma solucdo estoque 1:10 em
agua estéril. O substrato N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida (AAAPVN) foi
dissolvido em tampéo a 10 mM. Os extratos da casca e vagem de Libidibia ferrea, o
padrdo e o branco foram incubados com a enzima e o tampao por 5 minutos em
estufa 37 °C utlizando-se pacas de 96 pocos. Como controle positivo foram
utilizados acido galico e acido elagico. A agua serviu como controle negativo. Apos

este periodo, 25 pL do substrato AAAPVN foram adicionados e s6 assim a primeira
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leitura foi realizada em absorbancia 405 nm. Apds esta primeira leitura a placa foi
novamente incubada por 1 hora em estufa 37 °C. A segunda leitura foi realizada logo
apos o encerramento do periodo de incubacdo na mesma absorbancia da primeira
leitura. O calculo foi feito segundo a equacao:

% inibicdo = 100 - (A2 - A1 amostra) x 100/ A2 — Al controle

4.4 Ensaio de inibicdo da colagenase

O ensaio foi baseado no método espectrofotométrico descrito por Van Wart;
Steinbrink (1981) com pequenas modificacdes, pois o0 teste foi adaptado para
realizacdo em microplaca de 96 pocos. O ensaio foi realizado em tampéao Tricine (pH
7.5 com 400 mM NaCl e 10 mM CaCl,). A colagenase de Clostridium histolyticum
(ChC-EC.3.4.23.3) foi dissolvida em tampao para uso em uma concentracao inicial
de 0,8 unidades/mL de acordo com os dados do fornecedor. O substrato sintético N-
[3-(2-furil) acriloil]-Leu-Gli-Pro-Ala (FALGPA) foi dissolvido em tampao Tricine para 2
mM. Os extratos padronizado de Libidibia ferrea foram incubados com a enzima em
tampéo por 15 minutos antes de adicionar o substrato para o inicio da reagdo. A
mistura final da reacédo (volume total 160uL) continha tamp&o Tricine (80 uL), 0,8
mM FALGPA (40 pL), 0,1 unidades ChC (20 uL) e 20 pL do tampéao, controle ou
inibidor em estudo. A absorbéncia foi medida em 335 nm imediatamente apds a
adicdo do substrato e continuamente a cada 5 minutos utilizando leitor de microplaca
96 pocos (TP-Reader, Thermoplate, Italia). Como controle positivo foi usado galato
de epigalatocatequina (EGCG) 250 uM (0,114 mg/mL). O controle negativo foi feito
com agua. A porcentagem de inibicdo da colagenase pelo extrato foi calculada

conforme a férmula abaixo.

A2, — Al
Yhinibicio = 100 — (A2¢0see caste) X 100
(A2 — Al

controla conrro:aj



40

A zimografia € uma técnica que permite avaliar a atividade e identificar as
metaloproteinases (MMP’s) pela degradacdo do seu substrato e peso molecular.
Nesta técnica, as proteinas sdo separadas por eletroforese (diferenca de carga) em
gel e em condicOes necessarias para a ativacdo das enzimas ha degradacdo do
substrato.

A técnica foi realizada de acordo com SNOEK-VAN BEURDEN e VON DEN
HOFF (2005) com algumas adaptacées feitas no laboratério.

ApoOs a preparacao de todas as solucdes que seriam utilizadas nesta técnica,
partiu-se para a montagem da corrida eletroforética. Primeiramente, as placas de
vidro foram limpas com etanol 70° GL e posicionadas no médulo central de corrida. A
solucéo de resolucao (gel 10%) foi preparada sem que fosse adicionado o agente
polimerizante TEMED, pois este foi adicionado apenas no momento da montagem
do gel no modulo central da eletroforese. Apds a adicdo do TEMED ao gel, essa
mistura foi imediatamente colocada com ajuda de micropipetas entre as placas de
vidro, evitando a formacao de bolhas. O pente que serviria como molde para os
pocos das amostras foi imediatamente colocado. O médulo central foi encaixado no
tanque de eletroforese e a cuba foi preenchida com tampéo de corrida (1:10) até a
marca correspondente, deixando o gel em contato com o tampao. Apés 20 minutos
(tempo necessario para polimerizacdo do gel), o pente foi retirado e 2 pL das
amostras foram colocadas no poc¢o do gel. As amostras testadas nesta analise foram
a enzima colagenase 1mg/mL e os extratos da casca e vagem de Libidibia ferrea
nas concentragfes 200, 100 e 50 pg/mL que tiveram contato prévio com a enzima
colagenase 1mg/mL de no minimo 15 minutos antes da corrida. Apds a preparagao

das amostras, iniciou-se a corrida da eletroforese com voltagem 110V por 120
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minutos. Apés este tempo de corrida, o gel foi retirado das placas de vidro e foi
transferido para a solucéo de lavagem Triton 2,5% por 60 minutos em temperatura
ambiente e sob agitacdo constante de 30rpm. Apos este passo, o gel foi lavado por
3 vezes em agua mili-Q. e entdo transferido para a solucdo de incubacéo e ficou
overnight (18h) em estufa 37°C sob agitacdo de 30 rpm. Depois deste processo, 0
gel precisava ser revelado na solucao corante de Coomassie Blue ® por 30 minutos.
Entdo o gel foi descorado com a solucdo descorante (mistura de &cido acético,
metenol e agua) até que fossem observadas as bandas correspondentes as varias
proteinas. Apos a descoloracao, o gel foi transferido para um recipiente com agua
Mili-Q e depois foi colocado em duas folhas de transparéncia e entdo scaneado para

o programa do computador.

4.5 Ensaio da inibicdo da hialuronidase

O ensaio foi realizado segundo REISSIG et al (2011) com algumas
adaptacdes. O teste foi feito, inicialmente, em tubos de hemdélise nos quais foram
colocados 30 pL d o padrao/ inibidor (extrato)/ controle negativo. Apds este passo,
foram colocados 125 pL de &acido hialurénico e 15 puL da enzima hialuronidase e
incubou-se por 40 minutos a 37 °C. Apos a incubacgédo, foram adicionados 40 uL de
tetraborato de potassio e os tubos foram colocados em banho de ebulicdo por 3
minutos. Os tubos foram esfriados em torneira e s6 entdo foram adicionados 90 pL
de DMAB (Dimetilaminobenzaldeido). Os tubos passaram por nova incubacdo a
37 °C por 20 minutos. Apos esta fase, o volume contido no tubo foi transferido para
uma placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em aparelho leitor de ELISA a

560nm. A rutina foi utlizada como controle positivo.



42

4.6 Ensaios em células
4.6.1 Células

Foram utilizadas culturas de fibroblastos priméarias e estabelecidas para que
se possa analisar qual tivesse melhor desempenho no estudo. As células de
fibroblastos que foram utilizadas eram NIH 3T3. As células foram doadas
gentilmente pela professora Silvya Stuch Maria-Engler do laboratorio de Patologia da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (USP).

4.6.2 Meios de cultivo
Os fibroblastos foram cultivados DMEM (Meio Dulbecco Modificado ou
Dulbecco’s Modified Eagles Medium) com 10% de soro fetal bovino. Todas as

células foram incubadas a 37° C e atmosfera Umida com 5% CO,.

4.6.3 Procedimentos em cultura de células

As células foram cultivadas em garrafas e mantidas em estufa com
atmosfera Umida com 5% de CO, e manipuladas em fluxo laminar conforme
procedimentos estéreis. Antes da manipulacéo foi feita antisepssia com alcool 70GL

do fluxo e de todos os materiais nele inseridos.

Quando necessario, as células foram congeladas. O meio de congelamento
das células foram preparados com 10% de DMSO, 20% de soro e os demais

componentes anteriormente citados.

Para o congelamento, as células foram descoladas com tripsina e
ressuspendidas nos meios de cultura respectivos, centrifugadas por 5 minutos a
1000 RPM, apOs isso, o sobrenadante sera desprezado e o precipitado foi

ressuspendido em meio de congelamento e distribuido em tubos criogénicos. As
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células foram congeladas por 1 hora a -200°C, 24h a -70°C e definitivamente no
nitrogénio liquido. Para o descongelamento, os tubos criogénicos foram aquecidos
na mao. Tao logo tenham descongelado, foram ressuspendidos em meio de cultivo
sem DMSO em tubo falcon, as células foram centrifugadas a 1000rpm por 5 minutos.
O sobrenadante com o crioconservante foi desprezado e o precipitado

ressuspendido em meio de cultivo.

4.6.4 Citotoxicidade por Azul de Tripan

Antes de realizar os ensaios de avaliacdo da atividade antioxidante em
fibroblastos, foi avaliada a citotoxicidade do extrato padrozinado de Libidibia ferrea
nos fibroblastos para determinar a toxicidade do extrato para essas células e para
gue os ensaios de avaliacdo da atividade antioxidante fosse realizado apenas nas

concentracfes nao toxicas do extrato para os fibroblastos.

O corante Azul de Tripan ou Azul Niagara é uma substancia macromolecular
impermeével em membrana de células viaveis, somente membranas alteradas séo

permeaveis ao corante, podendo, portanto, ser coradas por ele. (FRESHNEY, 2005).

Para avaliar a citotoxicidade do extrato padronizado de Libidibia ferrea as
células de fibroblastos foram plaqueadas na quantidade de 30.000 células por poco
em trés placas de 24 pocos para avaliacao da citotoxicidade apos 24, 48 e 72 horas

de tratamento.

Apols 24 horas de incubacdo e aderéncia das células, as mesmas foram
tratadas com diferentes concentracdes do extrato da planta (60, 55, 50, 45, 40
pg/mL). Como controle positivo de morte, foi avaliada a citotoxicidade da

Doxorrubicina (5; 2,5; 1; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 e 0 uM).
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Passado o tempo de tratamento (24, 48 e 72 horas) as células foram tratadas
com tripsina, transferidas para microtubos e centrifugadas por 5 minutos a 1000 rpm.
O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido em 30 pL de
DMEM e 30 pL de Azul de Trypan. As células mortas (Azuis) e viaveis (ndo coradas)
foram contadas em camara de Neubauer usando microscopio Optico

(ALBUQUERQUE, 2008).

4.6.5 Citotoxicidade pelo ensaio do alamar Blue

A citotoxicidade do extrato em NIH3T3 foi verificada pelo método de alamar
blue segundo Nakayama et al. (1997). Para avaliar a citotoxicidade do extrato de
Libidibia ferrea por este método as células foram semeadas na concentracdo de
1x104 células por poco em placas de 96 pocos. Apds 24 horas de incubacéo e
aderéncia das células, as mesmas foram tratadas com diferentes concentracées do
extrato da casca e vagem de Libidibia ferrea. As concentracfes testadas em
NIH3T3 em 24, 48 e 72 horas foram 0; 6,25; 12,5; 25; 50; 75 e 100ug/mL. Como
controle positivo de morte, foi avaliada a citotoxicidade da Doxorrubicina (0 a 25
pg/mL).

O alamar blue, identificado como resazurina, € um indicador
fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. Como com os sais de tetrazdlio,
o Alamar Blue reduz-se em células em proliferacdo. A forma oxidada é azul (ndo
fluorescente/ célula ndo viavel) e a forma reduzida é rosea (fluorescente/ célula
viavel).

Uma vez tratadas as culturas celulares descritas anteriormente com diferentes

concentracfes do extrato aquoso durante tempos variados foi feita a contagem das
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células viaveis pos exposicdo, para entdo determinarmos o potencial citotéxico do
extrato de juca em estudo.

Passado o tempo de tratamento pretendido (24, 48 e 72 horas) foram
adicionados 10pL de resazurina na respectiva triplicata de tratamento (0,2%). Como
branco da reacéo foram lidos os po¢cos com célula e extrato sem resazurina. Apés o
tempo de metabolizacdo da resazurina padronizado para cada tipo celular (3 h para
NIH) foi realizada a leitura da fluorescéncia. A viabilidade foi calculada conforme a
férmula abaixo, onde:

AFt = (fluorescéncia da célula + meio + extrato + resazurina) - (fluorescéncia
da célula + meio + extrato) e AFc= (fluorescéncia da célula + meio + DMSO +

resazurina)-(fluorescéncia da célula + meio + DMSO)

% viabilidade = AFt x 100
AFc
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade Antioxidante in vitro
A figura ilustra as curvas de inibicdo de radicais DPPH pelo Trolox e pelos
extratos da casca e vagem de Libidibia ferrea. A figura mostra as respectivas

porcentagens das concentracdes inibitdérias medianas médias (Clsg).
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Figura 4 - Curva de atividade
antioxidante expressa pela
porcentagem de sequestro de
radicais DPPH a) Libidibia
ferrea (vagem); b) Libidibia
ferrea (casca); e c) Trolox
(Padréao)




5.2 Atividade antioxidante celular
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A figura mostra o crescimento da flurorescéncia que indica a oxidacao das

células NIH3T3 tratadas diclorofluroresceina na presenca de quercetina e de

diferentes concentracdes do extratos de Libidibia ferrea .
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Figura 5 Fluorescéncia indicativa de oxidacdo da diclorofluoresceina a fluoresceina no
fibroblasto murino tratado com a) Libidibia ferrea (casca); b) Libidibia ferrea (vagem); e c)
Quercetina (Padrdo). As fluorescéncias representam média + dp.

Na figura estdo representadas as curvas dose-resposta do teste de atividade
antoxidante da quercetina e dos extratos da casca e vagem de Libidibia ferrea em

fibroblastos murino NIH 3T3 em periodo de 1 hora de tratamento.

5.3 Inibicdo da elastase

Os extratos foram testados para a avaliacdo da inibicdo da elastase, sendo
0,5 mg/mL a menor concentracao testada.

A espécie ndo possui potencial inibitério para a enzima elastase haja vista
que a pouca atividade apresentada foi obtida em uma concentracdo de extrato

bastante elevada.

Tabela 2 - Atividade inibitéria de extratos de L. ferrea (casca), L. ferrea (vagem) e
dos padrdes acido galico e acido elagico sobre a elastase in vitro.

Amostra Concentracao Inibicao (%)
(mg/mL) Média + S.D
L. ferrea (Casca) 10 31,52+ 17,4
5 20,15+11,6

0,5 2,86 +£9,7
L. ferrea (Vagem) 10 35,03 +15,4
5 21,90+1,1

0,5 8,37 £ 25,6

Acido galico 10 98,92 +1,2
5 52,85+11,6
0,5 23,36 £18,1
Acido elagico 0,5 37,05+ 17,0
0,25 28,35 +£18,6

0,05 13,58 £ 13,9
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5.4 Ensaio dainibicdo da colagenase

Na avaliacdo da atividade inibitéria da colagenase, verificou-se que o extrato
da casca de L. ferrea ndo apresentou atividade importante nas concentracfes
testadas (25, 50 e 100ug/mL), sendo a inibicdo de 15,2% na maior concentragéo

testada.

18% -
16% -
14% -
12% -
10% -

8% - # Juca (Casca)

Inibicao (%)

6% - B Jucd (Vagem)
4% ~

2% -

0% -

25 50 100

Concentracdo {pug/mL)

Figura 6 — Inibicdo da atividade da Colagenase pelo extrato obtido a partir da casca de
Libidibia ferrea.

O extrato da vagem de L. ferrea também néo apresentou atividade satisfatéria
apresentando uma inibicdo de 2,8% na concentracdo de 100ug/mL. Portanto, os
ensaios demonstraram que Sao necessarios novos estudos em concentracdes
maiores a fim de se estabelecer com seguranga se ha ou ndo inibi¢cdo significativa

da atividade da colagenase por esses extratos.
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Figura 7: Inibicao da atividade da colagenase por zimografia obtida a partir de extrato da

casa e vagem de Caesalpinia ferrea.

14.000.000 -
12.000.000 -
10.000.000 -

8.000.000 |

Area

6.000.000 |

4.000.000 -

2.000.000

N = |

A

Colagenase  JC200pg/mL  JC100pg/mL

1mg/mL
Concentragdo (pg/mL)

JC50pg/mL

[}
g 3.000.000 -
7

£.000.000 | B
5.000.000 |

4.000.000 -

2.000.000 -

1.000.000 -

0

Colagenase  JV200pg/mL  JV100pg/mL  JV 50pg/mL

1mg/mL
Concentragdo (ug/mL)

Figura 8: Graficos area versus concentracdo obtido por zimografia para analise da inibi¢cao
da atividade da colagenase a partir de extrato da casa e vagem de Libidibia ferrea.

5.5 Ensaio dainibicdo da hialuronidase

O efeito dos extratos da casca e da vagem de L. ferrea sobre a atividade da

hialuronidase foi verificado e os resultados estdo apresentados no Grafico 9. Foi

constatado que o extrato produzido a partir da casca de L. ferrea apresentou maior

inibicdo da atividade enzimética quando comparado com o extrato produzido a partir

da vagem de L. ferrea. A atividade inibitéria apresentada foi dose dependente.
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Figura 9 - Atividade inibitoria da hialuronidase a) Libidibia ferrea (casca); b) Libidibia ferrea

(vagem)
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Inibicdo da Hialuronidase
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Figura 10: - Inibicdo da atividade da hialuronidase pelos extratos obtidos a partir da casca
e da vagem de Libidibia ferrea.

5.6 Citotoxicidade pelo ensaio Azul de Tripan
As figuras 11, 12 e 13 mostram a viabilidade celular em fibroblastos murinos
da linhagem NIH 3T3 apds 24, 48 e 72 horas, respectivamente, de exposicdo das

células aos extratos da casca e vagem de L. ferrea.

Viabilidade do Juca vagem

Viabilidade do Juca Casca A B
100 4 100 4
T T T
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80 T 80 l
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Concentragéao Concentracéo

Figura 11 - Viabilidade celular de fibroblastos murinos da linhagem NIH 3T3 apés 24 horas
de exposicdo aos extratos de A) L. ferrea (casca) e B) L. ferrea (vagem).
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Figura 12— Viabilidade celular de fibroblastos murinos da linhagem NIH 3T3 apés 48 horas
de exposi¢@o aos extratos de A) L. ferrea (casca) e B) L. ferrea (vagem).
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Figura 13 - Viabilidade celular de fibroblastos murinos da linhagem NIH 3T3 ap6s 72 horas
de exposi¢ado aos extratos de A) L. ferrea (casca) e B) L. ferrea (vagem).

5.7Citotoxicidade pelo Ensaio de Alamar Blue
A tabela 3 mostra a comparacao entre as concentracdes inibitorias 1Cso da L.
ferrea casca e vagem e o padrdo de morte celular, doxorrubicina nos periodos de

24, 48 e 72 horas.
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Tabela 3: Comparacédo entre as concentracdes inibitorias 50% obtidas pelo ensaio
de Alamar Blue para os extratos de L. ferrea casca, L. ferrea vagem e o padrdo de

morte celular, Doxorrubicina.

24 horas 48 horas 72 horas
Substancia pg/mL pHg/mL pHg/mL
(1Cs0) (ICs0) (ICs0)
208,1 1114
'(-:;sé;ea > 250 (108.5- (95,08-
399,3) 130,5)
L. ferrea 1734
Vé om > 250 > 250 (148,9-
9 201,9)
0,30
- 0,90 ’ 0,24
Doxorrubicina (0,54-1.48) ((()),?;)— (0,19-0,28)
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6. DISCUSSAO

Este trabalho realizou o estudo da atividade antioxidante in vitro e em células
de fibroblastos NIH3T3. No que tange a atividade antioxidante, ha diversas
metodologias in vitro disponiveis para avaliar esse efeito. Neste estudo essa
atividade foi avaliada pelo método de varredura de radicais de DPPH.

No ensaio do DPPH a atividade observada se refere ao efeito varredor do
radical por substéancias redutoras presentes no extrato (MOLYNEUX, 2004).

O resultado pode ser expresso em porcentagem e em cinética de reacéo, esta
pode ser vista em duas etapas, a primeira etapa compreende o periodo de 15 a 45
minutos e reflete a eficiéncia do ativo em bloquear reacdo em cadeia através da
interacdo com os radicais peroxidos. A possibilidade do antioxidante participar de
outras reacfes durante o processo oxidativo € conhecida na segunda parte da
curva, entre 70 e 90 minutos (ALMEIDA et al., 2006).

O método de radicais livres esta baseado no descoramento de uma solugéo
composta por radicais estaveis DPPHe de cor violeta quando da adicdo de
substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio. Este método se baseia na
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um radical livre, 0
DPPHe, que ao se reduzir perde sua coloragao purpura. Desta forma, avalia apenas
o poder redutor do antioxidante, que ao doar um elétron se oxida, e por este motivo
nao detecta substancias pro-oxidantes (ALMEIDA et al., 2006).

As curvas para a atividade varredora de radicais DPPH (figura 4) demonstram
que o Trolox e os extratos da casca e vagem de Libidibia ferrea estudados

apresentam efeitos concentragdo-dependente. Nas concentracbes estudadas o0s
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extratos mostraram ser bons varredores de radicais DPPH se comparados com o
Trolox que é considerado varredor padrdo. A Clso do extrato de L. ferrea casca foi
7,9 ug/mL e a Clsp de L. ferrea vagem foi 8,7 ug/mL, o que mostra que mesmo em
baixas concentracfes o0s extratos tém boa capacidade de varrer radicais DPPH e
podem ser considerados antioxidantes em potencial. A pesquisa de DA SILVA et al.
(2011), que também utilizou o acido galico como referéncia, mostrou que os frutos
de Anadenanthera colubrina, Libidibia ferrea e Pityrocarpa moniliformis tem atividade
significante para atividade total antioxidante, com o fruto de L. ferrea apresentando
38,06% (+2.04) em comparacado com o acido ascorbico.

O ensaio de atividade antioxidante celular (AAC) foi realizado com
diclorofluoresceina e AAPH. Ao entrar na célula, o AAPH libera radicais peroxil que
ao serem incorporados pela diclorofluoresceina, aumentam sua fluorescéncia.
Extratos antioxidantes sdo capazes de captar o radical, impedindo o aumento da
fluorescéncia (WOLF e LIU, 2007).

Apesar dos extratos da casca e vagem de L. ferrea terem se mostrado bons
varredores de radicais de DPPH no teste in vitro, no teste celular com fibroblastos
NIT3T3, os extratos, em concentracbes nao toxicas, ndao foram capazes de captar
radicais de maneira significativa (figura 5). O estudo antioxidante em células
realizado por Thring et al. (2011) com as espécies Camellia sinensis Kuntze, Rosa
alternifolia L. e Hamamelis virginiana L., que sdo espécies descritas na literatura
como plantas de alto teor de compostos fendlicos assim como a Libidibia ferrea,
verificou que estas espécies tem capacidade antioxidante. O estudo de Kumar et al.
(2010) mostrou bons resultados de atividade antioxidante in vitro para os extratos de

frutos de Momordica charantia L., porém nos estudos em células, os extratos
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induziram danos aos fibroblastos e queretindcitos e por isso ndo foram considerados
bons antioxidantes nos testes celulares.

A discrepancia entre esses resultados pode ser explicada quando se
considera que ensaio com o DPPH nédo reflete o meio biolégico onde estdo
envolvidos outros fatores como o pH intracelular, a temperatura, enzimas envolvidas
e seus 67 produtos. Por isso, testar a atividade antioxidante celular € tdo importante
pra expressar sua atividade de maneira mais proxima do efeito in vivo.

O estudo da inibicdo da enzima elastase foi realizado utilizando-se como
padrées o acido galico e o acido elagico e foram testadas concentracfes dos
extratos da casca e vagem de L. ferrea. As inibicdes que o ensaio mostrou (Tabela
2) ndo foram relevantes se comparadas as inibicbes dos padrées e as
concentracfes estudadas. Com a mesma metodologia utilizada neste trabalho,
THRING et al. (2009) mostrou atividade inibitéria da elastase com altas
porcentagens para extratos de plantas, como Camellia sinensis Kuntze (89%),
Galium aparine L. (58%) e Arctium lappa L. (51%).

A espécie ndo possui potencial inibitério para a enzima elastase haja vista
que a pouca atividade inibitéria apresentada foi obtida em uma concentracdo de
extrato bastante elevada (10mg/mL). Os padrdes acido galico e acido elagico em
concentracfes menores apresentam maior atividade inibitéria.

Na avaliacdo da atividade inibitoria da enzima colagenase (figura 6), verificou-
se que o extrato da casca de L. ferrea ndo apresentou atividade importante nas
concentragbes testadas (25, 50 e 100ug/mL), sendo a inibicdo de 15,2% na maior
concentracao testada.

O extrato da vagem de L. ferrea também n&o apresentou atividade satisfatoria

apresentando uma inibicdo de 2,8% na concentracdo de 100ug/mL. Portanto, os
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ensaios demonstraram que Sao necessarios novos estudos em concentracdes
maiores a fim de se estabelecer com seguranca se ha ou nao inibicao significativa
da atividade da colagenase por esses extratos. Com a mesma metodologia,
THRING et al. (2009) realizou estudo que mostrou que o cha verde (Camellia
sinensis Kuntze) possui atividade inibitéria para colagenase acima de 85%.

O estudo da inibicdo da colagenase pela metodologia da zimografia (figura 7)
obteve resultado semelhante ao encontrado na metodologia de Van Wart; Steinbrink
(1981), ou seja, a revelacdo das bandas eletroforéticas também n&do mostrou
inibicdo da enzima quando a mesma foi colocada em contato com o0s extratos da
casca e vagem de Libidibia ferrea. A zimografia € uma técnica semi-quantitativa, que
pode portanto, ser utilizada para determinar os niveis de MMP (metaloproteinas) em
amostras quando concentracdes conhecidas de MMP recombinante sdo carregados
no mesmo gel (HU & BEETON, 2010).

Pode-se verificar que a atividade inibitéria sobre a hialuronidase dos extratos
diminuiu de acordo com a diminuicdo da dose. J& para o extrato da casca de L.
ferrea foi observado uma inibicdo enzimatica menor, pois com a mesma
concentracdo o0 extrato produzido a partir da vagem de Libidibia ferrea inibiu a
atividade enzimatica em 28,7+8,80% nao possibilitando o calculo da Clsp e
demonstrando que novos ensaios sdo necessarios para definicdo da atividade ou
nao desse extrato frente a hialuronidase. A hialuronidase tem como uma de suas
funcdes a degradacéo do acido hialurénico na matriz extracelular (MEC), enquanto o
acido hialurénico atua preenchendo o0s espagos vazios entre as ceélulas e
promovendo uma cicatrizagdo sem marcas (MEDEIROS et al.,, 1999). Estudos
comprovam a presenca de flavondides e taninos na casca e na vagem de C. ferrea,

como exemplo de taninos desta espécie podemos citar o acido galico e acido elagico
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(SOUZA, et al.,, 2006). Os flavondides e os taninos sdo potentes inibidores
enzimaticos o que poderia explicar em parte a atividade encontrada (SIMOES et al.,
2010). Estudos com modelos animais e celulares podem ser realizados
posteriormente para corroborar com este teste in vitro.

Em se tratando de citotoxicidade pelo ensaio azul de Tripan (figuras 10, 11 e
12), pode-se dizer que nos diferentes tipos celulares os extratos da casca e vagem
de L. ferrea tiveram comportamento tempo-dependente e no periodo maximo de
exposicao (72h) ele também apresentou comportamento concentracdo-dependente.
Realizado o ensaio de citotoxicidade em NIH 3T3, as concentracdes escolhidas para
0 ensaio de atividade antioxidante em nesta célula foram de 0; 40, 45, 50, 55 e 60
pg/mL. As concentracdes estudadas ndo afetaram a viabilidade até o periodo
cronico da exposicdo da célula aos extratos, ou seja, em 72 horas de tratamento.
Avaliando o efeito dos extratos de L. ferrea sobre a viabilidade celular de fibroblastos
NIH3T3, mesmo as maiores concentracdes estudadas (60 pg/mL) apresentaram
altas porcentagens de viabilidade no periodo agudo (24 horas), 90,8% para a
concentracdo do extrato da casca 40 pg/mL e 96,2% para o extrato da vagem 40
ug/mL. Ja no periodo de 72 horas de exposicdo, mas na maior concentracao
estudada 60 pg/mL, as porcentagens de viabilidade mantiveram-se elevadas: 73,4%
com extrato da casca e 68,3% com extrato da vagem para o periodo de 72 horas.
Com estes resultados, é possivel observar que a viabilidade celular apresentada no
periodo de 24 horas é bem mais elevada que a viabilidade dos outros periodos,
mesmo que a variacao nao tenha sido tdo ampla.

No teste de viabilidade celular pela metodologia do Alamar Blue (Figuras 14,
15 e 16) os resultados encontrados mostraram comportamento tempo-dependente e

concentracdo- dependente. As concentragcdes estudadas (0; 3,9; 7,81; 15,62; 31,25;
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62,5; 125 e 250 pg/mL) tiveram maior amplitude em relacdo as concentracdes
estudadas no teste de viabilidade com a metodologia do azul Tripan, porém o0s
testes mostraram viabilidades sempre maiores que 50% mesmo nas maiores
concentragbes dos extratos.

As metodologias dos testes de inibicdo das enzimas elastase, colagenase,
hialuronidase e também a metodologia eletroforética com zimografia foram
metodologia implementadas nos Laboratérios de Atividade Biolégica 1 e 2 da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas e 0s
protocolos estdo disponiveis nos laboratérios citados. Todo esse processo de
padronizacdo demandou muitos meses de trabalho em cada metodologia
apresentada.

Ainda assim, os resultados deste estudo abrem novas perspectivas de
pesquisa indicando que os extratos da casca e vagem de L. ferrea poderdo
continuar sendo objeto de estudo tanto em relacdo as suas propriedades cosméticas

quanto em relacdo a sua citotoxicidade e aspectos fitoquimicos.
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7. CONCLUSAO

- Os extratos ndo apresentaram citotoxidade significativa na maior concentracao
estudada (60ug/mL) pelo ensaio de azul de tripan e ndo houve citotoxidade
significante em NIH 3T3 dos extratos de L. ferrea em concentragdes menores que
200 pg/mL.

- Apesar dos extratos da casca e vagem de L. ferrea terem se mostrado bons
varredores de radicais de DPPH no teste in vitro, no teste celular com fibroblastos
NIT3T3, os extratos, em concentracdes nao toxicas, ndo foram capazes de captar
radicais de maneira significativa.

- As inibicdbes das enzimas elastase e colagenase ndo mostraram atividade
significativa quando comparadas aos padrdes utilizados. Casca e vagem de L. ferrea
exibiram boa atividade inibitéria da hialuronidase, sendo que a vagem apresentou
melhor desempenho (acima de 80%).

- Estes resultados demonstram que o extrato de L. ferrea pode ser considerado
promissor nos estudos referentes a antienvelhecimento, pois estes estudos

preliminares serdo importantes para as pesquisas subsequentes.
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