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Resumo

Desde a antiguidade, as plantas sao utilizadas com finalidade curativa e, além
do emprego na terapéutica, os extratos vegetais tém sido amplamente
utilizados na industria cosmética, como ativos, uma vez que sua composicao
complexa pode proporcionar efeitos benéficos mais intensos do que
substancias puras. Dados da literatura apontam que amoreira preta (Morus
nigra L.) contém alta quantidade de compostos fendlicos, incluindo flavonoides,
0s quais promovem efeitos antioxidante, anti-inflamatério, antibacteriano. Por
isso, neste trabalho, foram obtidos quatro tipos de extratos de folhas de Morus
nigra L. (aquoso - Eaq, hidroetandlico 50% — Eso, hidroetandlico 70% — Ezo e
hidroetandlico 90% — Ego), determinado o teor de compostos fendlicos e
flavonoides totais e avaliado o potencial antioxidante, a fim de determinar qual
o extrato mais eficaz para utilizagdo como ativo cosmetodermatolégico. O
extrato que apresentou melhor atividade antioxidante, foi utilizado para
avaliacao da citotoxicidade em células HepG2, HaCat e HDFa, avaliacdo do
efeito quimioprotetor em células HepG2 e HaCat e avaliagdo ao estimulo a
biossintese de colageno. Também foi desenvolvida uma emulsédo, na qual o
extrato foi incorporado e para posterior caracterizacao reolégica. Os resultados
obtidos indicaram que os quatro extratos contém compostos fendlicos e
flavonoides apresentando efeito antioxidante, porém, o que apresentou maior
teor e maior efetividade foi o E7. Desta forma, foi avaliada a citotoxicidade do
E-o 0 qual apresentou seguranca de uso nas concentracées necessarias para
obter efeito antioxidante frente a espécies reativas radicalares e nao
radicalares, tais como anion radical superéxido, acido hipocloroso e na
prevencao de lipoperoxidacdo em sistema modelo. Nao foi verificado efeito
quimioprotetor frente a células HepG2 e HaCat , fato esperado uma vez que o
extrato ndo apresentou atividade frente a captura de H>O, in vitro. No entanto,
com os resultados obtidos, foi possivel concluir que o extrato hidroetandlico 70°
GL de folhas de Morus nigra L. € um candidato a uso como ativo

cosmetodermatoldgico para produtos que previnem o envelhecimento cutaneo.

Palavras-chave: fitocosmético, Morus nigra L., amoreira preta, antioxidante,

envelhecimento cutaneo
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Abstract

Since ancient times the plants are used with curative purpose. Besides
employment in therapy, plant extracts have been widely used in the cosmetic
industry as active, because their complex composition. The extracts can provide
more intense beneficial effects than pure substances. Literature data show that
black mulberry (Morus nigra L.) contains phenolic compounds, including
flavonoids, which promote antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial effects.
Therefore, in this study we were obtained four Morus nigra L. leaf extracts
(aqueous - EAqQ, hydroethanol 50% - Esp, hydroethanol 70% - Ezo and
hydroethanol 90% - Eg). The total phenolic compounds, total flavnoid and
antioxidant potential are evaluated in order to verify the most effective for use
as cosmetic active. The extract that showed better antioxidant activity, was
used to evaluation for cytotoxicity in HepG2, HaCaT and HDFa cells,
quimioprotetor effect on HepG2 and HaCaT cells and stimulate collagen
biosynthesis. The extract has been incorporated on emulsion and their
rheological characterization was also developed. The results indicated that the
four extracts contain phenolic compounds and flavonoids having antioxidant
effect, however, with the highest levels was observed to E;y. Thus, the
cytotoxicity of Ezp was measured and their use is considered safety at the
concentrations required for antioxidant activity against biological radicals, such
as superoxide anion, hypochlorous acid and prevention of lipid peroxidation.
There was no effect quimioprotetor front of HepG2 and HaCaT cells. This fact
was expected since the extract showed no activity against H.O, capture in vitro.
However, it was concluded that the Ezgis a candidate for use as cosmetic active
in products to prevent skin aging.

Key-words: phytocosmetic, Morus nigra L., antioxidant, skin aging
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Introducao

Antes mesmo da descoberta da escrita, as plantas ja eram utilizadas
pelos povos antigos com a finalidade curativa, ou seja, mesmo sem estudos
prévios, ja eram conhecidas as propriedades de cura de algumas plantas. Com
o passar dos anos, a terapéutica foi evoluindo e, atualmente, muitas plantas
sao utilizadas na fabricacdo de medicamentos fitoterapicos ou, até mesmo,
passam por processamento para extracao e isolamento de substancias ativas
que sdo denominados fitofarmacos.

Os extratos obtidos de plantas, além de seu uso na terapéutica, podem
ser empregados na formulacdo de produtos cosméticos, sendo obtidos desta
forma os denominados fitocosméticos, que sdao produtos que contém matéria
prima de origem vegetal, ndo necessariamente orgéanica. Os fitocosméticos sao
uma tendéncia no mercado mundial de cosméticos, pois, cada vez mais, 0s
consumidores estdo buscando produtos de origem vegetal, ja que remetem a
uma segurancga, que nem sempre pode ser associada a eles. Uma vez que
apresentam composicao complexa, os extratos podem ter substancias atuando
em sinergismo, podendo promover mais efeitos benéficos a pele do
consumidor e, também devem ter sua seguranga comprovada, uma vez que
essa mistura de substancias pode apresentar maior risco de toxicidade que
substancias puras isoladas ou sintetizadas.

Em formulagdes fitocosméticas, sdo utilizados ativos de origem vegetal,
no entanto, na maioria das vezes, ndo ha uma concentracdo pré-determinada
deste ativo a ser incorporada na formulacdo. Por este motivo, cabe ao
formulador esta determinagdo, levando em consideracao a concentracdo do
ativo que apresentara efetividade e seguranca durante todo o periodo de uso.

Na ultima década, as principais preocupacdées com a pele sdo o
envelhecimento cutidneo e o desenvolvimento de cancer. Ambos 0s processos
podem ser acelerados por reacdes oxidativas, que causam modificacoes
celulares e, até mesmo, mutagdo no DNA.

O envelhecimento cutdneo pode ser dividido em cronoldégico, de
caracteristica intrinseca, pode ser adiado, enquanto o fotoenvelhecimento, de
caracteristica extrinseca, pode ser evitado com o uso de antioxidantes, uma

vez que auxiliam no combate as espécies reativas. Além disso, o
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envelhecimento cronolégico pode atuar a favor do organismo, impedindo que
modificacdes no DNA se propaguem e possam ocasionar o aparecimento de
lesbes pré-neoplasicas e o fotoenvelhecimento contribui para a formacao
destas lesbes neoplasicas benignas ou malignas, tais como o0s canceres de
pele.

Por este motivo, a utilizacdo de cosméticos com ativos que sejam
capazes de atuar neutralizando espécies reativas de oxigénio (ERO) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN) formadas no organismo é muito
importante, pois o sistema de defesa antioxidante endégeno nem sempre é
capaz de manter o equilibrio entre oxidantes e redutores ja que, as ERO e ERN
podem ser de origem enddgena e/ou exdgena.

As principais espécies reativas formadas em sistemas biolégicos sdo as
ERO, anion radical superoxido (O2"), radical hidroxila (OH’), radical
hidroperoxila (HO"), 6xido nitrico (NO) e perédxido de hidrogénio (H20,).

Os vegetais apresentam, em sua composigdo, metabdlitos secundarios
que foram desenvolvidos em seu organismo para defesa contra ataque de
herbivoros ou protecao contra os efeitos deletérios promovidos pela radiacao
ultravioleta, uma vez que esta radiacdo € necessaria para que haja o0 processo
de fotossintese, mas pode ocasionar efeitos maléficos.

Os metabdlitos secundarios das plantas podem promover atividades
biolégicas nos humanos, sendo que a classe dos compostos fendlicos,
principalmente os flavonoides, oferece propriedades benéficas como a
atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana.

Morus nigra L. (amoreira preta), € uma espécie de planta originaria da
Asia, mas que foi bem aclimatada no Brasil. E uma planta cultivada em jardins e
sua fruta fresca é de dificil comercializagéo, devido a fragilidade e, por isso, seu
comércio é realizado, principalmente, na forma de geléia. Embora a fruta seja
comercializada com a finalidade alimenticia, outras partes da amoreira preta,
como caule e folhas, podem ser utilizadas com finalidades terapéuticas.

Além disso, o uso de extratos de folhas e caule pode apresentar uma
importante alternativa cosmética, mostrando que esta planta pode apresentar
maior valor agregado aos produtores ao investirem nao apenas em um produto

obtido a partir de seu cultivo, ja que € uma planta de rapido crescimento.
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Por isso, neste trabalho, foram investigados o teor de compostos fenélicos
e flavonoides e o potencial antioxidante dos extratos hidroetanélico (50%, 70% e
90%) e aquoso. Além disso, a partir de uma triagem, foi determinado o potencial
antioxidante frente a outras espécies reativas, citotoxidade, efeito quimioprotetor
e capacidade em atuar induzindo a biossintese de colageno do extrato
hidroetandlico 70% de folhas de Morus nigra L., a fim de obter um ativo cosmético
de origem vegetal para incorporacao em formulacdo com finalidade de prevencéao

de envelhecimento cutaneo.
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1. Revisao da Literatura

1.1. Plantas medicinais e fitocosméticos

As plantas medicinais sao utilizadas com finalidade terapéutica desde o
inicio da histéria da humanidade pela chamada “medicina caseira”. Este tipo de
medicina, também denominada etnomedicina, faz referéncia a sistemas de
tratamento de doencgas que ocorrem devido a cultura de varios grupos, tais
como curandeiros, benzedores, erveiros, que utilizam os recursos naturais
como medicamentos, principalmente em paises em desenvolvimento
(FREITAS, 1999; BARATA, 2005; CORDEIRO et al., 2006; CARNEIRO et al.,
2014; SILVA, 2014).

No contexto terapéutico, as plantas medicinais sdao um recurso
alternativo a tratamentos alopaticos em diversas enfermidades e, ainda, podem
ser utilizadas como complemento de muitas terapias em casos de doencas
crénicas, principalmente para pacientes adultos e idosos; porém, é necessario
ter cautela quanto ao seu uso, uma vez que ndo sao isentas de efeitos
colaterais e toxicos (BRASIL, 2005).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL,
2003) os fitoterapicos sdao medicamentos fabricados exclusivamente com
matéria prima vegetal e, neste caso, utilizam plantas medicinais ou
componentes isolados destas plantas como componentes ativos (CORDEIRO
et al., 2006; VIEIRA et al., 2010; CARNEIRO et al., 2014).

A biodiversidade brasileira € a maior do mundo; no entanto, nao € muito
explorada em relacao a plantas medicinais (CARNEIRO et al., 2014). Além do
Brasil, outros paises possuem plantas que podem ser utilizadas com a
finalidade de tratamento em medicamentos fitoterapicos ou, ainda, podem ser
aplicadas como ativo cosmético, obtendo produtos denominados
fitocosméticos, uma vez que, atualmente, os cosméticos apresentam beneficios
a pele e ndao cumprem apenas a funcdo de adorno (GALEMBECK e
CSORDAS, 2011).

Os fitocosméticos sédo produtos que contém matérias primas de origem
vegetal, sendo uma tendéncia de vendas no mercado mundial, uma vez que a

maioria dos consumidores estd buscando, cada vez mais, os beneficios
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promovidos pelos extratos vegetais, seja para pele ou anexos (PINTO et al.,
2002; GUARATINI et al., 2009). Os fitocosméticos devem apresentar eficacia e
segurangca comprovadas além de promover o desenvolvimento sustentavel
(FERRARI et al., 2007; IHA et al., 2008; SOUZA et al., 2013).

Neste contexto, € extremamente importante o estudo de extratos
vegetais e avaliacdo das possiveis atividades cosméticas por eles

proporcionadas.
1.2, Extratos vegetais e sua utilizacao em cosmetologia

Os vegetais apresentam composi¢cdo quimica complexa, contendo
grande variedade de substancias que podem apresentar atividades bioldgicas
diversas, por isso, a extracao destas substancias e o emprego de extratos em
formulagdes cosméticas tém sido realizados nos ultimos anos (ALMEIDA et al.,
2012; CHIARI, B G et al., 2012; ALMEIDA, 2013; MAGALHAES et al., 2013;
CHIARI-ANDREO, 2014; CHIARI et al., 2014).

Devido a busca, pelos consumidores, por produtos cosméticos que
contém ativos de origem vegetal, pesquisadores e formuladores estao
realizando estudos de eficacia e, principalmente, de seguranca dos extratos
vegetais, a fim de garantir produtos com qualidade e, assegurar o bem estar do
consumidor sem oferecer riscos a saude (DWECK, 2001; CHIARI, B G et al.,
2012; ALMEIDA, 2013; MAGALHAES et al., 2013; CHIARI et al., 2014).

Muitas vezes, o extrato vegetal é conhecido pelas propriedades
observadas através da medicina popular e, a partir deste conhecimento, é que
pesquisadores investigam possiveis atividades cosméticas ou
medicamentosas.

A alteracao no processo de neutralizagdo de espécies reativas formadas
no organismo ou geradas a partir de fatores externos é denominada estresse
oxidativo e pode estar relacionado ao fotoenvelhecimento e ao surgimento de
canceres de pele.

O envelhecimento cutdneo pode ser classificado didaticamente em
cronolégico e fotoenvelhecimento. O envelhecimento cronoldgico, intrinseco, €
um processo que ocorre naturalmente devido ao metabolismo do individuo ndo

sendo possivel sua prevencao, enquanto o fotoenvelhecimento, extrinseco,
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ocorre devido a exposicdo do individuo a fatores externos, tais como
tabagismo, exposicdo a radiacdo ultravioleta e dieta com falta de nutrientes
(FISHER et al., 2002).

Quando ha formacao de quantidades de espécies reativas, maiores que
a capacidade antioxidante do individuo, é gerado um estado denominado
estresse oxidativo, sendo possivel preveni-lo ao diminuir a exposicdo a estes
fatores ou, ainda, utilizando produtos tépicos ou por via oral que sejam capazes
de neutralizar o excesso das espécies reativas geradas (FISHER et al., 2002;
WULF et al., 2004; BERRA e MENCK, 2006).

O envelhecimento cronoldgico ndao é o “vilao” desta histéria, ja que
dados da literatura (YAAR, 2002; BAGATIN, 2009) apontam que este
envelhecimento tem a capacidade de reparar danos causados ao DNA
genbmico, impedindo a ocorréncia de lesdes pré-neoplasicas; mas, a
exposicdo excessiva a radiagdo solar pode acelerar o fotoevelhecimento e,
consequentemente, o surgimento de canceres cutaneos.

Por estes motivos, o uso de extratos ou 6leos vegetais, na maioria das
vezes, incorporados entre 3 e 10% nos fitocosméticos, podem ser
interessantes como alternativas a prevencdo do fotoenvelhecimento e do
surgimento de canceres de pele. Além disso, 0 uso ndo precisa ser apenas
nesta faixa de concentragdo, desde que seja observada eficacia e seguranca
do material que sera utilizado (PEYREFITTE et al., 1998; MAGALHAES et al.,
2013).

Chiari (2011) incorporou diferentes concentracées (5,0%, 10,0% e
20,0%) de extrato hidroetanélico 70% de Psidium guajava em formulacao
fitocosmética, sendo verificado que a concentragcdo de 5,0% ficou retida no
extrato cérneo e apresenta potencial antioxidante. Desta forma, foi determinada
gue a concentracdo ideal para obtencao do fitocosmético foi de 5,0% (CHIARI,
2011).

Almeida (2013) avaliou o potencial antioxidante e a citotoxicidade de
extrato aquoso de Ascophyllum nodosum. A partir destes estudos, foi possivel
determinar que a concentracao de 1,2% de extrato de Ascophyllum nodosum,
quando incorporada a uma formulacdo cosmética € suficiente para que o
mesmo seja considerado um fitocosmético com acdo preventiva do

envelhecimento cutaneo e segura para uso (ALMEIDA, 2013).
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Os fitocosméticos sdo indicados devido aos diferentes efeitos, tais como:
1) prevencdo do envelhecimento, devido a caracteristicas antioxidantes; 2)
regeneradores, por atuarem no processo de biossintese de colageno; 3)
despigmentantes, por atuarem na inibicao da sintese de melanina; como 4)
fotoprotetores, devido a capacidade de absorcdo ou reflexao da radiacao
ultravioleta; 5) anti acne e anticelulite, dentre outras (PEYREFITTE et al., 1998;
FERRARI et al., 2007; HAZRA et al., 2008; IHA et al., 2008; ALMEIDA, 2013;
MAGALHAES et al., 2013; SOUZA et al., 2013; CHIARI-ANDREO, 2014).

Dados da literatura apresentam diversas espécies vegetais que
poderiam ser utilizadas em produto antienvelhecimento, seja por acao
antioxidante, fotoprotetora, estimuladora da sintese de colageno,
despigmentacdo cutanea, entre outras e ndao apenas na forma de extratos
vegetais, mas também seus 6leos (KAVALCIOGLU et al., 2010; CHIARI, B G et
al., 2012; ALMEIDA, 2013; ALMEIDA, M. G. J. et al., 2013; MAGALHAES et al.,
2013; SOUZA et al., 2013; CHIARI et al., 2014).

Kavalcioglu e colaboradores (2010) avaliaram a atividade antioxidante e
antimicrobina dos extratos aquoso e metandlico de Bellis perennis (margarida),
observando que os extratos nao apresentavam efeito inibidor de alguns
patégenos, no entanto, apresentavam atividade antioxidante (KAVALCIOGLU
et al., 2010).

Hashim e colaboradores (2011) analisaram o extrato de folhas de
Centella asiatica e verificaram que este extrato é capaz de aumentar a
producéo de colageno; atuar como antioxidante e lipolitico, além de apresentar
atividade fotoprotetora similar ao metoxicinamato de octila a 10,0%, sendo um
extrato vegetal que pode ser aplicado amplamente na industria de cosméticos
(HASHIM et al., 2011).

Souza e colaboradores (2013) avaliaram o potencial antioxidante e a
atividade fotoprotetora de emulsdes contendo extrato de acerola (Malpighia
glabra L.) e observaram que este extrato ndo foi capaz de conferir fator de
protecdo solar (FPS) a formulagéo; porém, apresentou atividade antioxidante in
vitro, sendo interessante sua aplicagdo em formulacées cosméticas, pois, por
sinergismo, pode complementar a acdo de outras substancias frente a radiacao
ultravioleta (UV) (SOUZA et al., 2013).
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Em nosso grupo de pesquisa, pesquisas sdo desenvolvidas a fim de
obter extratos vegetais com atividade cosmética e seguranga comprovadas,
sendo alguns destes trabalhos citados abaixo.

Chiari e colaboradores (2012c) prepararam extrato hidroetanélico 70%
dos frutos da goiaba (Psidium guajava L.) e observaram atividade antioxidante
in vitro frente ao radical DPPH podendo ser um ativo incorporado em
formulacbes cosméticas com finalidade de prevencao do envelhecimento
(CHIARI, B G et al., 2012).

Almeida (2013) determinou o potencial antioxidante e inibidor de
tirosinase, in vitro, do extrato aquoso seco de Ascophyllum nodosum, uma alga
marinha marrom, e verificou atividade antioxidante, além de poder atuar como
um despigmentante se utilizado em concentracbes mais elevadas (ALMEIDA,
2013; ALMEIDA, M. G. J. et al., 2013).

Chiari e colaboradores (2014) avaliaram a atividade antioxidante e
potencial fotoprotetor do Oleo de café verde, verificando a atividade
antioxidante in vitro deste 6leo. Em relacdo a atividade fotoprotetora, foi
possivel notar que o 6leo avaliado apresentou sinergismo de agdo com o
metoxinamato de octila, um filtro solar sintético, sendo capaz de aumentar em
20% o valor do fator de protecéo solar quando 10,0% do 6leo foi acrescentado
em uma emulsdo contendo 7,5% do filtro solar sintético (CHIARI et al., 2014).
Este resultado é interessante; no entanto, a quantidade de 6leo utilizada ainda
€ elevada para o valor de acréscimo proporcionado ao FPS.

A maioria dos extratos vegetais ou outros extratos de origem natural e
6leos podem apresentar atividade antioxidante; ou seja, serem capazes de
neutralizar espécies reativas de oxigénio (ERO) ou espécies reativas de
nitrogénio (ERN). Este fato é interessante quando se fala em aplicacdo
cosmética, uma vez que o processo de envelhecimento, seja ele intrinseco ou
extrinseco, é ocasionado, em sua grande parte, por espécies reativas em
excesso no organismo, formadas a partir do metabolismo ou devido a acao da
radiacao UV. Por isso, € importante que extratos vegetais apresentem, além da
atividade antioxidante, outras atividades bioldgicas, sendo de grande
importancia o conhecimento sobre as espécies reativas radicalares e nao

radicalares e os mecanismos de a¢ao de cada um deles (SCOTTI et al., 2007).
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1.3. Radicais livres

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que contém um elétron
desemparelhado em sua Ultima camada eletrdnica, sendo formados no
organismo através de reacdes de Oxido-reducdo, e por isso apresentam alta
reatividade podendo ser consideradas como moléculas responsaveis por
processos fisiopatoldgicos, tais como o envelhecimento e cancer de pele. No
entanto, esta denominagcdo nem sempre é valida, jA que existem radicais
patogénicos que nao apresentam elétrons desemparelhados em sua ultima
camada, como por exemplo, o H-O, que é considerado um falso radical. Por
este motivo, os radicais livres sdo também denominados espécies reativas de
oxigénio (ERO) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 1992;
FERREIRA e MATSUBARA, 1997; GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2010).

As ERO estdo presentes nos sistemas bioldgicos e, a partir do
metabolismo do oxigénio molecular (O), podem ser formados diferentes
radicais tais como, peréxido de hidrogénio (H>O.), anion radical superéxido
(O27), radical hidroxila (OH’) que s&o espécies intermediarias altamente
reativas (COHEN, 1989; FERREIRA e MATSUBARA, 1997; BARREIROS et al.,
2006).

Per6xido de hidrogénio (H205)

O H20O, ndo apresenta elétrons desemparelhados em sua camada de
valéncia. In vivo, esta espécie é gerada a partir da dismutacao, espontanea ou
catalisada pela SOD, do anion radical superoxido ou, entdo, pela oxidacao e
decomposicdo de acidos graxos e peroxidos organicos (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL et al., 2000; BARREIROS et al., 2006).

Apesar de nao ter elevada reatividade quando comparado a outras
espécies, como o radical hidroxila, a presenca de H>O, no organismo é
preocupante, pois é capaz de atravessar membranas lipidicas e, assim, gerar
espécies reativas no interior das células. Além disso, o H>.O, tem vida longa e
apresenta citotoxicidade, que é aumentada quando na presenca de Fe®* e
Cu?*, principalmente no interior dos eritrécitos (SCOTT et al., 1991;
HALLIWELL et al., 2000).
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Nas mitocondrias, devido ao processo de respiragcdo celular, ha
formacao exacerbada de anion radical superdxido, convertido pela agdo da
enzima superoxido dismutase (SOD) em H,>0,, sendo que este é parcialmente
degradado pela acdo enzimatica da catalase, glutationa peroxidase e outras
peroxidases; no entanto, uma grande parte é liberada para a célula, podendo
ocasionar citotoxidade ou formagéao de outros radicais livres (HALLIWELL et al.,
2000; BARREIROS et al., 2006).

Anion radical superéxido (O5")

A formagédo do anion radical superoxido ocorre em praticamente todas
as células aerdbicas, durante o processo de respiracao celular, para obtengéao
de energia. Além disso, o anion radical superdoxido também € produzido
durante processos inflamatérios e infecciosos, por ativacdo maxima de
eosindfilos, macrofagos, mondcitos e neutrofilos (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1990).

Sao considerados radicais menos reativos e atuam como precursores do
radical hidroxila, capaz de gerar danos por reagir com proteinas, lipidios e
acidos nucleicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990; ASSIS et al., 2015).

Radical hidroxila (OH")

O radical hidroxila (OH’), dentre as ERO, é um dos mais reativos, sendo
capaz de reagir com biomoléculas facilitando a reacédo préximo ao local onde
foi gerado. Além disso, se houver metal de transicao presente, a reacao ocorre
de maneira mais rapida, portanto, se o OH" for produzido préximo ao DNA
ligado a um metal, provavelmente ocorrerdo modificagdes nas bases purinicas
e pirimidinicas, podendo ocasionar mutacdo do DNA ou, até mesmo, sua
inativacao (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; GUTTERIDGE e HALLIWELL,
2010).

A formacéao do radical hidroxila pode ocorrer pela reacao do peréxido de
hidrogénio com ferro, denominada Reacdo de Fenton ou pela reacdao do
peréxido de hidrogénio com o radical anion superdxido, denominada Reacgéo
de Haber-Weiss que, na presenca de um metal de transicdo, tem sua
velocidade aumentada, podendo ocasionar danos oxidativos in vivo,

principalmente pela oxidagéo de acidos graxos polinsaturados das membranas
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celulares, processo denominado lipoperoxidacdo (BARREIROS et al., 2006;
GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2010).

Lipoperoxidagéo

As membranas celulares apresentam estrutura de bicamadas lipidicas,
sendo um dos principais alvos de ataque dos radicais livres. Neste caso, sao
induzidas reacoes de peroxidacao lipidica que, de forma exagerada, podem
gerar acumulo de compostos toxicos as células, ocasionando perda na
seletividade das trocas ibnicas e liberacdo do conteludo das organelas, tais
como enzimas lisossomais, que podem liberar produtos citotdxicos,
interrompendo o funcionamento normal do metabolismo celular e das fungdes
de protecdo, podendo estar associados a etiologia de varias doencas, tais
como o cancer e até mesmo levar a morte celular (HERSHKO, 1989;
FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O processo de lipoperoxidacdo pode ser benéfico ou maléfico. Muitas
vezes, 0s produtos da lipoperoxidacdo estdo presentes na resposta
inflamatéria, pois atuam na cascata do acido araquiddnico, auxiliando a
formacao de prostaglandinas. No entanto, este processo pode estar
diretamente relacionado aos mecanismos de céancer, envelhecimento e
aumento da toxicidade de xenobidticos (SHAN et al, 1990; FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

Desta forma, a lipoperoxidagdo pode ocasionar consequéncias graves,
sendo necessaria a avaliacdo de substancias com mecanismos de acao
antioxidante contra radicais bioldgicos, como é o caso do radical peroxila
(ROO") (LUCIO et al., 2009; ASSIS et al., 2015).

Espécies reativas de nitrogénio

Além das ERO, radicalares e nao radicalares, no organismo, ha
formacao de espécies reativas de nitrogénio (ERN). Dentre estas espécies
pode ser citado o 6xido nitrico (NO°), sintetizado pelo organismo através de
uma reagdo enzimatica entre a oxido nitrico sintase e o aminoacido L-arginina
que resulta em NO’ e L-citrulina(VASCONCELOS et al., 2007).
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O NO' faz parte de diversos processos biolégicos, dentre eles a emissao
de neurotransmissores, regulacdo imunoldgica, relaxacdo muscular e
regulacao da pressao arterial (VASCONCELQS et al., 2007).

O NO tem um tempo de meia vida extremamente curto,
aproximadamente 10 segundos, mas é capaz de reagir rapidamente com
ERRO, principalmente o O," ocasionando a formagao de peroxinitrito (OONQO)
que sao produtos tdéxicos e podem acarretar em peroxidacao lipidica devido a
nitracao de proteinas (RIBEIRO et al., 2005; VASCONCELQOS et al., 2007).

1.4. Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

Os radicais livres sdo gerados naturalmente pelo proprio organismo
como consequéncia ao processo do metabolismo de oxigénio ou por
disfuncdes biolégicas devido a substancias provenientes do meio ambiente.
Desta forma, pode ocorrer um desequilibrio entre agentes oxidantes e
redutores ocasionando um processo denominado estresse oxidativo
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; BARREIROS et al., 2006).

O excesso de espécies reativas pode causar danos oxidativos em
membranas celulares, proteinas, DNA e RNA, por isso, 0 organismo possui
sistemas de defesa, enzimaticos ou ndo enzimaticos, contra o ataque destas
espécies. Como sistemas enzimaticos podem ser citados a catalase,
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase e, como sistemas nao
enzimaticos podem ser citados a vitamina E, que atua removendo o agente
agressor antes que cause a lesdo ou, ainda, o organismo pode contar com a
acao do acido ascérbico e glutationa redutase. A glutationa redutase atua de
forma a manter a concentracdo de glutationa reduzida nas células, visto que
esta molécula é responséavel por reparar a lesao que ja ocorreu juntamente
com o acido ascorbico (HEBBEL, 1986; FERREIRA e MATSUBARA, 1997;
BARREIROS et al., 2006).

Dentre os sistemas de defesa, antes da lesédo, a catalase e a superoxido
dismutase sdo extremamente importantes. A primeira catalisa a reacdo de
reducédo do peroxido de hidrogénio a agua e oxigénio molecular, enquanto a
segunda catalisa a dismutacdo do anion radical superdéxido em peroxido de
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hidrogénio e agua, em meio aquoso. Também é possivel citar a glutationa
peroxidase que catalisa a reducéao do H.O, e de perbxidos organicos a alcodis
através da conversao de glutationa reduzida a glutationa oxidada (ARUOMA et
al., 1989; ACHARYA et al, 1991; FERREIRA e MATSUBARA, 1997;
BARREIROS et al., 2006).

Nem sempre os antioxidantes endégenos conseguem atuar de maneira
a manter o equilibrio entre oxidantes e redutores; por este motivo, é importante
que antioxidantes exdgenos sejam introduzidos no organismo, seja pela
alimentagcao, suplementagdao ou por administragao topica. O envelhecimento
cutdneo é acelerado pelo excesso de espécies reativas e, por este motivo, é
necessario o uso de cosmeéticos com ativos antioxidantes a fim de prevenir o
envelhecimento precoce.

Moléculas como compostos fendlicos, tocoferdis, flavonoides,
carotenoides apresentam fungdo antioxidante, sendo capazes de impedir o0s
danos oxidativos ocasionados aos sistemas biolégicos ou de reparar estes
danos (BARREIROS et al., 2006; SCOTTI et al., 2007). Por isso, extratos
vegetais que contém estas substancias tem sido uma alternativa como ativos

cosmeéticos antioxidantes.

1.5. Extratos vegetais como antioxidantes

De maneira geral os vegetais contém dois tipos de metabdlitos, os
primarios que sao responsaveis pela sobrevivéncia do vegetal (carboidratos,
lipidios, proteinas) e os secundarios, que sdo aqueles associados a defesa, por
exemplo, contra ataque de herbivoros e, a protecdo contra os radicais livres
formados pela radiacao UV, uma vez que esta é necessaria para realizagdo do
processo de fotossintese (SCOTTI et al., 2007; SILVA et al., 2010).

Os metabdlitos secundérios sdo classificados de acordo com sua rota
biossintética em compostos contendo nitrogénio, terpenos e compostos
fendlicos (TAYZ e ZEIGER, 2004; SILVA et al., 2010).

Na classe de metabdlitos secundéarios, os compostos fendlicos
apresentam grande variedade de atividades bioldgicas, podendo ser citadas
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, antiglicacdo, anticancerigena,
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antimutagénica, dentre outras (NAKAMURA et al., 2003; ERCISLI e ORHAN,
2007; BASTOS et al., 2009).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos é verificada na maioria
dos extratos vegetais e ocorre devido a neutralizacdo da espécie radicalar por
reducdo com a doacdo de um atomo de hidrogénio (FFGUYER et al., 2003;
NIKOLIC, 2006; SCOTTI et al., 2007).

A estrutura dos compostos fendlicos € formada por varios grupos
benzénicos com hidroxilas como substituintes. Dependendo da posi¢cdo da
substituicdo e da quantidade de grupos hidroxila, o potencial antioxidante dos
compostos fendlicos sofre variacdo. Além disso, as ligacdées de hidrogénio e as
propriedades de outros substituintes também influenciam nesta atividade
(HERNANDEZ e PIETRO GONZALES, 1999; CHENG et al., 2002; CHENG et
al., 2003).

Outra influéncia na atividade antioxidante de compostos fendlicos € a
posicdo de substituicdo das hidroxilas considerando que uma esteja em
posicao fixa: se a substituicdo ocorrer em posicao orto ou meta, os compostos
formados sdo menos ativos do que se a substituicdo ocorrer em para
(PANNALA et al., 2001; CHENG et al., 2002; CHENG et al., 2003; SCOTTI et
al., 2007).

Os compostos fendlicos podem ser divididos em nao flavonoides, que
sao os fendis simples ou acidos fendlicos, derivados do acido hidroxicinamico e
hidroxibenzéico e, em flavonoides, que sao os polifendis, que podem se
apresentar de diferentes formas, tais como, flavonéis, flavandis, flavonas,
isoflavonas, flavanona, flavan-3-ol, antocianidinas, chalconas, etc (HRAZDINA
et al., 1970; GRAHAM, 1992; VANACKER et al., 1996; SILVA et al., 2010).

Os compostos fendlicos sdo amplamente encontrados em café, cebola,
uva, cereja sendo que as frutas coloridas, principalmente aquelas de “cores
fortes”, contém alta quantidade de compostos fendlicos, dentre eles
antocinaninas, carotenoides e flavonoides, sendo os Ultimos a classe de maior
interesse cosmético (GRAHAM, 1992; VANACKER et al., 1996; CIESLIK et al.,
2006; ERCISLI e ORHAN, 2007; SCOTTI et al., 2007).

Com base nestas informagdes e em dados da literatura (NOMURA e
HANO, 1994; HASSIMOTTO et al., 2007; PADILHA, VILELA, et al., 2010;
PARK et al., 2013), neste trabalho foi avaliada a atividade antioxidante de
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extrato de folhas de Morus nigra (amora preta), pois devido a cor da fruta, é
possivel inferir que os compostos fendlicos, incluindo flavonoides, podem estar

presentes nesta espécie, proporcionando atividade antioxidante.
1.6. Amora preta (Morus nigra L.)

A espécie Morus nigra L. (Figura 1) pertence ao género Morus, familia
Moraceae e teve sua origem na Asia. O género Morus é constituido por
aproximadamente 24 espécies, uma subespécie e pelo menos 100 variedades.
A espécie Morus nigra L. foi aclimatizada no Brasil sendo uma espécie nao
nativa (PADILHA, MOREIRA, et al., 2010).

Figura 1. Frutos e folhas de Morus nigra L.
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(Fonte: http://www.hedging.co.uk/acatalog/pics_10581.html)

Morus nigra L., também conhecida como amora preta, € uma planta
cultivada em jardins. Sua fruta fresca € de dificil comercializagdo devido a
fragilidade e, por isso, seu comércio é realizado, principalmente, na forma de
geléia (HASSIMOTTO et al., 2007).

Estudos realizados revelaram que a espécie Morus nigra tem sido utilizada
néo apenas devido a seus valores alimentares nutricionais, mas também devido
as acgbes terapéuticas que podem ser observadas ndo sé dos frutos mas,
também, de outras partes das plantas, tais como caule e folhas (NADERI et al.,
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2004). Ao verificar a existéncia de propriedades terapéuticas em extratos obtidos
a partir das frutas, folhas e caule da Morus nigra (NOMURA e HANO, 1994;
NADERI et al., 2004; HASSIMOTTO et al., 2007; PADILHA, MOREIRA, et al.,
2010; PADILHA, VILELA, et al., 2010; PARK et al., 2013) é possivel a utilizacao
destes extratos para o desenvolvimento de fitocosméticos, aumentando o valor
agregado ao cultivo desta planta.

Algumas das propriedades terapéuticas verificadas sao analgésica,
diurética, anti-hipertensiva, anti-inflamatéria, lipolitica, cicatrizante, antisséptica,
vermifuga, hipoglicemiante, tratamento do climatério, entre outras. Além disso,
outras espécies pertencentes ao género Morus (principalmente Morus alba),
também apresentaram propriedades semelhantes (NOMURA e HANO, 1994;
NADERI et al., 2004; HASSIMOTTO et al., 2007; PADILHA, MOREIRA, et al.,
2010; PADILHA, VILELA, et al., 2010; PARK et al., 2013).

Como as frutas sé@o utilizadas, devido aos seus valores nutricionais, na
forma de alimento sua aplicacdo na area farmacéutica e cosmética nao €
amplamente explorada. Desta forma, para aplicacdo nestas areas é possivel a
utiizacdo das folhas e caule para melhor aproveitamento da planta sem
prejudicar o setor alimenticio em atuagao.

As plantas pertencentes ao género Morus sao ricas em compostos
fendlicos, tais como, acido galico, acido cafeico, acido clorogénico, rutina,
quercetina, entre outros (KANG et al., 2006; ERCISLI e ORHAN, 2007; LIN e
TANG, 2007; ERCISLI e ORHAN, 2008; HUANG et al., 2008; CHAN et al., 2009).

Os compostos fendlicos encontrados nas espécies do género Morus
fazem parte da classe de compostos que conferem propriedades antioxidante e
antitumoral a espécie, além disso, sdo responsaveis pela atividade anti-
inflamatéria desempenhada pelos extratos (KANG et al., 2006; HUANG et al.,
2008; CHAN et al., 2009; PADILHA, VILELA, et al., 2010; PARK et al., 2013).

Ercisli e Orhan (2008) avaliaram extratos metandlicos de frutas de cinco
gendtipos diferentes de Morus nigra sendo observado que o teor de compostos
fendlicos, teor de flavondides e potencial antioxidante se alteraram entre os
diferentes gendtipos. Desta forma, dependendo da caracteristica desejada, €
possivel determinar qual genétipo deve ser cultivado, sendo esta informacao
extremamente importante quando se pensa em cultivo comercial (ERCISLI e
ORHAN, 2008).
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Padilha e colaboradores (2010) verificaram o efeito anti-inflamatério de
extrato de Morus nigra utilizando diclorometano como solvente extrator. Neste
caso, foi verificado efeito anti-inflamatério do extrato pelo ensaio in vivo de
edema de pata, porém os mecanismos pelos quais este efeito é obtido ainda
precisam ser investigados (PADILHA, VILELA, et al., 2010).

Ou e colaboradores (2011) avaliaram se o extrato de frutos de Morus alba
L. era capaz de inibir o acumulo de triglicerideos no figado e, como afetaria o
metabolismo em hepatoma humano (células HepG2). O resultado demonstrou
que o extrato avaliado foi capaz de inibir a biossintese de lipidios, podendo ser
utilizado na prevencéo de acumulo de gordura no figado (OU et al., 2011).

Igbal e colaboradores (2012) avaliaram extrato metandlico 80% de folhas
de trés espécies pertencentes ao género Morus (Morus alba L., Morus rubra L. e
Morus nigra L.). Foram analisados diferentes parametros fisico-quimicos sendo
observada diferenca na composicdo centesimal em relacdo ao teor de fibras,
proteinas, entre outros. Além disso, foi verificado que o teor de compostos
fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante também sao diferentes entre as
espécies, possibilitando concluir que Morus rubra contém maior teor de nutrientes
podendo ser utilizada como nutracéutico e Morus nigra apresentou maior teor de
compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante, sendo indicada, dentre
as espécies estudadas para uso em doencas devido ao potencial preventivo
(IQBAL et al., 2012).

Park e colaboradores (2013) obtiveram extratos de folhas de amoreira
utilizando solventes organicos. Segundo dados da pesquisa, o uso de solvente
organico é capaz de extrair de 2 a 3 vezes mais compostos fendlicos quando
comparados a solventes aquosos. Além disso, os autores avaliaram a atividade
anti-inflamatéria e citotoxica (em macrofagos) dos extratos, sendo concluido que
0 extrato é eficaz e seguro para as atividades propostas (PARK et al., 2013).

Analisando os estudos sobre extratos de plantas do género Morus, a
proposta deste trabalho foi avaliar o potencial antioxidante e a citotoxicidade de
extratos hidroetandlicos e aquoso de folhas de Morus nigra para obtencédo de um
ativo cosmético eficaz e seguro para utilizacdo em fitocosmético para prevencao

do envelhecimento cutaneo.
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6. Conclusao

Com base em todos os resultados apresentados foi possivel concluir que
o extrato hidroetandlico 70% de folhas de Morus nigra L. obtido neste trabalho
apresentou eficacia para a captura de espécies reativas biolégicas, tais como
anion radical superéxido e acido hipocloroso, além de ser capaz de impedir ou
retardar o acontecimento de lipoperoxidacdo em membranas bioldgicas.

O extrato hidroetandlico 70% de folhas de Morus nigra L. é seguro, em
relacdo a citotoxicidade em linhagens celulares HepG2, HaCat e HDFa.

Além disso, em relacdo ao estimulo a biossintese de colageno, nao foi
verificado um aumento expressivo; porém, com o0 uso continuo, este beneficio
podera ser evidenciado.

Desta forma, o extrato hidroetandlico 70% de folhas de Morus nigra L. é

um forte candidato a ativo cosmetodermatol6gico antienvelhecimento.
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