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GIMENIS, J. M. Atividade antioxidante e antiglicante do extrato de Moringa oleifera Lamark e
incorporacdo em lipossomas para analise de biometrologia cutnea. 2019. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia, Universidade Estadual Paulista —
UNESP - Instituto de Quimica, Araraquara/SP.

RESUMO

Novos produtos com acdo antioxidante e antiglicante sdo estudados para inddstria cosmética e
farmacéutica, pois diversos tratamentos podem ser realizados devido a esta atividade de muitos
compostos naturais. Neste contexto, este trabalho permitiu 0 aumento do conhecimento sobre o
extrato bruto hidroetandlico de Moringa oleifera LAM, bem como sua encapsula¢do em lipossomas
para estudo do potencial efeito na melhora da hidratacdo e funcdo barreira da pele, por meio da
avaliagdo da atividade antioxidante e antiglicante in vitro e avaliagdo da eficéacia in vivo instrumental
com equipamentos biometroldgicos. Foi realizado o fracionamento do extrato em silica C18 e anélise
em HPLC-DAD/MS. A avaliagdo da atividade antioxidante do extrato foi realizada pelos testes da
atividade sequestradora do radical livre DPPH, potencial redutor de ferro (Ferric Reducing
Antioxidant Power - FRAP), inibicdo da peroxidacéo lipidica (TBARS), atividade sequestradora de
oxido nitrico (NO) e capacidade de absorcdo do radical oxigénio (ORAC-FL). A avaliacdo
antiglicante do extrato foi avaliada pelo método da mobilidade proteica em eletroforese (MRE),
determinacdo de grupos de amina livres e determinacdo da fluorescéncia de produtos finais de
glicagdo avancada (AGEs). Foi realizada a avaliacdo da citotoxicidade do extrato pelo método
sulforrodamina B e da viabilidade celular pelo método de reducdo do MTT. Foram preparados 0s
lipossomas vesiculas pelo método de hidratagdo do filme lipidico e as mesmas caracterizadas pelos
testes do potencial zeta, indice de polidispersdo e tamanho das particulas e determinada a estabilidade.
Foi realizada a avaliagdo da atividade antioxidante dos lipossomas pelo teste da atividade
sequestradora do radical livre DPPH. Foram preparadas formulacGes e realizados testes clinicos de
eficacia instrumental in vivo com Corneometer® CM825, Tewameter® TM300 e pHmeter® pH900.

Palavras-chaves: Moringa oleifera LAM.; Antioxidantes; Lipossomas; Biometrologia Cutanea.



GIMENIS, J. M. Antioxidant and antioxidant activity of Moringa oleifera Lamark extract and
incorporation into liposomes for skin biometrology analysis. 2019. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia, Universidade Estadual Paulista —
UNESP - Instituto de Quimica, Araraquara/SP.

ABSTRACT

New products with antioxidant and anti-glycemic action are studied for the cosmetic and
pharmaceutical industry, as several treatments can be performed due to this activity of many natural
compounds. In this context, this work allowed the increase of knowledge about Moringa oleifera
LAM crude hydroethanolic extract, as well as its liposome encapsulation to study the potential effect
on the hydration and barrier function of the skin, through the evaluation of antioxidant and antioxidant
activity. in vitro and evaluation of instrumental in vivo efficacy with biometrological equipment. C18
silica extract fractionation and HPLC-DAD / MS analysis were performed. The antioxidant activity
of the extract was evaluated by DPPH free radical scavenging activity, Ferric Reducing Antioxidant
Power (FRAP) tests, lipid peroxidation inhibition (TBARS), nitric oxide (NO) scavenging activity
and Oxygen Absorption (ORAC-FL). The antioxidant evaluation of the extract was evaluated by the
electrophoresis protein mobility (MRE) method, determination of free amine groups and fluorescence
determination of advanced glycation end products (AGEs). The cytotoxicity of the extract by the
sulforrodamine B method and cell viability by the MTT reduction method were evaluated. Vesicle
liposomes were prepared by the lipid film hydration method and characterized by zeta potential,
polydispersion index and particle size tests and stability determined. The antioxidant activity of the
liposomes was evaluated by the DPPH free radical scavenging activity test. Formulations were
prepared and in vivo clinical instrumental efficacy tests were performed with Corneometer® CM825,
Tewameter® TM300 and pHmeter® pH900.

Keywords: Moringa oleifera LAM.; Antioxidants; Liposomes; Cutaneous Biometrology.
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16
1 INTRODUCAO

Moringa oleifera Lamarck ¢ uma planta nativa da India conhecida como “arvore milagrosa”
ou “planta diamante”. Tem sido amplamente cultivada em todo o mundo, por seus multiplos usos,
principalmente por ser fonte de nutrientes e por seus efeitos medicinais, além de seu cultivo apresentar
baixo custo de producdo (LIN et al., 2019).

Vérios estudos tém demonstrado a presenca dos mais diversos constituintes quimicos em M.
oleifera, principalmente uma gama de compostos fenolicos associados a atividade antioxidante,
flavonoides e glucosinolatos. Também foi demonstrado que raiz, caule, folhas, flores, frutos e
sementes sdo ricas fontes de proteinas e minerais como calcio, sédio, potassio e magnésio, bem como
acidos graxos. Vale salientar a presenca das vitaminas A, B, C e E, assim como riboflavina, &cido
ascorbico, acido linolénico e acido folico nas folhas (ANWAR et al., 2007; AMAGLO et al., 2010;
SHIH et al., 2011).

Os estudos etnobotanicos com M. oleifera se concentram nas propriedades das folhas da
planta, pois as mesmas tem provado numerosas propriedades bioldgicas, como propriedade
antioxidante (CHUMARK et al., 2008; SINGH et al., 2009; SREELATHA e PADMA 2009; VERMA
et al.,, 2009; KUSHWAHA et al.,, 2014; YASSA e TOHAMY 2014), anti-inflamatoria e
imunomoduladora (ABD-ELHAKIM et al., 2018; SANDEEP et al., 2019), anticancerigena (JUNG
2014), anti-hipertensiva (NANDAVE et al., 2009), hipolipidémica (NAMBIAR et al., 2010),
hipoglicémica (WILLIAM et al., 1993; KUMARI 2010; YASSA e TOHAMY 2014) e antimicrobiana
(UGWOKE et al., 2017). Certamente, seus numerosos efeitos farmacoldgicos sdo devido a
diversidade de seus fitoquimicos (LIN et al., 2019). Desta forma, M. oleifera constitui importante
fonte de compostos bioativos e a adaptabilidade da planta as mais diversas condicfes aliadas a
presenca de variados constituintes quimicos e nutrientes Ihe confere imensa importancia econémica
e medicinal.

Diante do exposto acima e considerando a importancia da espécie M. oleifera para a
descoberta de novos compostos ativos, sabe-se que as plantas sdo fonte de ampla variedade de
moléculas sequestradoras de radicais livres, que podem atuar de forma direta e/ou indireta no estresse
oxidativo, prevenindo e até combatendo doencas degenerativas relacionadas ao envelhecimento.
Além da busca de novos antioxidantes, sabe-se que o desenvolvimento de novas tecnologias para
liberacdo e otimizacdo dos mesmos torna-se cada vez mais necessario. Entre estas tecnologias esté a
incorporagdo de farmacos em nanossistemas, que consiste na associagdo de moléculas a vetores
especificos objetivando o direcionamento de farmacos para o seu alvo de acdo. Estas formulacbes
oferecem numerosas vantagens comparadas aos sistemas convencionais de administracdo, como

aumento da eficacia do tratamento, reducao das dosagens e frequéncia de administragcdo do farmaco,
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reducdo do custo da terapia, diminuicdo da toxicidade e prote¢cdo do farmaco contra inativagdo
quimica ou enzimatica (TORCHILIN, 2009).

A nanotecnologia farmacéutica desenvolveu sistemas coloidais de imobilizacdo e liberacao
controlada para a veiculagdo de agentes bioativos na forma de nanodispositivos incorporados com
substancias hidrofilicas e lipofilicas entre estes dispositivos estdo os lipossomas (DUNNE et al.,
2003). Estes constituem parte dos sistemas coloidais de liberacdo controlada de compostos
terapéuticos, formados por associacdes de lipideos anfipaticos, que se organizam espontaneamente
em bicamadas lipidicas concéntricas tipo “concha esférica”. Podem ser preparados a partir de
misturas lipidicas naturais extraidas e purificadas, ou a partir de lipideos sintéticos, disponiveis
comercialmente (CHORILLI et al., 2007). Os lipossomas sdo empregados na terapéutica ha mais de
40 anos e apresentam muitas vantagens, entre elas a biocompatibilidade, pois contém os mesmos
constituintes estruturais que as membranas bioldgicas, os fosfolipideos. Tais vesiculas sdo
consideradas excelentes nanodispositivos devido a sua flexibilidade estrutural seja no tamanho,
composicdo e fluidez da bicamada lipidica. Os lipossomas também sdo biodegradaveis,
biocompativeis e ndo imunogénicos (BATISTA et al., 2007).

Para a producdo de lipossomas, a técnica de hidratacdo do filme lipidico é a mais utilizada.
Esta técnica consiste em solubilizar os lipideos em solvente organico, como cloroférmio ou metanol,
e em seguida evaporar esse solvente formando um fino filme na parede do tubo utilizado. O filme
lipidico preparado é posteriormente hidratado com agua ou com solucdo tampdo adequada. A
molécula a ser encapsulada pode ser incorporada na solucdo tampdo, no caso de serem hidrofilicas,
ou dissolvidos na mistura lipidica, se forem lipofilicas (GREGORIADIS e SENIOR, 1980; KIRBY
et al., 1980). A utilizacdo dos lipossomas esta relacionada também com uma maior duracao do efeito
terapéutico do farmaco, que apresenta prolongada liberacdo no organismo, permitindo que doses
maiores sejam administradas sem 0s riscos da toxicidade. Assim, ha maior janela terapéutica e um
menor numero de administraces do farmaco ao longo do tratamento (MENDES et al., 2018).

Na ultima década a ciéncia farmacéutica e a cosmetologica, ganhou uma profunda relevancia,
convertendo seus produtos em elementos geradores de salde, bem-estar e qualidade de vida. No
entanto, o conhecimento neste campo vem se intensificando cada vez mais e revelando os ativos que
compdem um produto, sua formulacéo e adequacdo ao biotipo e aos novos conceitos de fabricacao
para manipulacdo em farméacia e/ou indastria (DAUDT et al., 2013; ALMEIDA et al., 2017).

Dentro deste contexto destaca-se a Bioengenharia cutanea, ou Biometrologia cutanea, que
consiste no estudo das caracteristicas bioldgicas, mecanicas e funcionais da pele por meio da medicao
de diferentes variaveis por méetodos cientificamente comprovados e ndo-invasivos, que podem ser
usados sozinhos ou em combinagdo. Existem equipamentos modernos que podem medir, por

exemplo, a concentracdo de &gua na pele e a perda transepidérmica, antes e depois do uso de uma
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férmula. A biometrologia esta fortemente inserida na analise Genética e Cosmetica, visto 0 seu
crescimento na area da salde e considerando ainda o desenvolvimento da Biotecnologia na salude
humana, na producdo de alimentos e na Medicina Forense (BLICKENSTAFF et al., 2014;
HUMBERT, 2017).

Diante do exposto, este estudo conciliou as vantagens da nanotecnologia juntamente com a
acdo antioxidante e o possivel potencial antiglicante de M. oleifera na elaboracdo de lipossomas com
0 extrato das folhas da planta para aplicacao tdpica. Desta forma, este trabalho foi desenvolvido para
obter e caracterizar lipossomas contendo o extrato das folhas de M. oleifera e avaliar in vitro e in vivo
esse sistema de liberacéo controlada. Portanto, o presente trabalho viabilizou a ampliagéo dos estudos
com M. oleifera com uma abordagem nanotecnoldgica, o que consiste numa importante aplicacao
destas nanoestruturas como forma de aplicacdo do extrato da planta, maior estabilidade dos seus

compostos antioxidantes, antiglicantes e melhora da qualidade da pele, justificando sua realizacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Moringa oleifera

Moringa oleifera Lamarck é uma espécie pertencente ao Unico género da familia Moringacea.
E conhecida pelos nomes comuns de acéacia branca, lirio branco, arvore-rabanete-de-cavalo (devido
ao sabor das suas raizes), moringueiro, cedro e quiabo-de-quina (devido a forma das suas vagens)
(MORTON, 1991). E uma arvore nativa da regifo noroeste da india e atualmente a producdo,
processamento e utilizagdo desta cultura esta ganhando forca em muitos paises, sendo largamente
cultivada na Africa, América do Sul, Centro, Sudeste e sul Asiatico, India, Arabia e nas llhas do
Pacifico e Caraibas (SANTOS et al., 2015) (Figura 1). No Brasil € considerada uma espécie arbdrea
exotica que se adaptou satisfatoriamente as condi¢cdes edafoclimaticas do semiarido do Nordeste
brasileiro (JESUS et al., 2013; SOUZA et al., 2015)

W Paises onde Mormgs cresce

Figura 1 - Distribuicio geografica da M. oleifera.  Disponivel em:
www.treesforlife.org/moringa/book. Acessado em 04/07/2019.

Moringa oleifera cresce facilmente, mesmo em solos pobres, ndo requerendo cuidados
especiais, ndo necessita de muita dgua, podendo crescer em regiGes onde a chuva € escassa ou
irregular, tolerando uma larga variedade de condigdes de solo, com preferéncia por solos de pH neutro
ou ligeiramente &cido, arenosos bem drenados ou argilosos. (KOUL e CHASE, 2015). Com uma
temperatura de crescimento ideal entre 25°- 35°C, pode tolerar uma temperatura até 48°C e resistir a
geadas ligeiras, mas ndo sobrevive sob baixas temperaturas (proximas de congelamento). Por esses
motivos a moringa € considerada uma arvore tropical, de regides quentes semiaridas, bastante
resistente a seca e adaptavel a uma vasta gama de condi¢des ambientais, desde as secas e quentes as
Umidas e quentes (SANTOS et al., 2015; ASENSI et al., 2017).
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Esta espécie caracteriza-se por ser arborea, perene e de rapido crescimento, pode alcancar
entre 7 a 12 metros de altura e tronco de 30 centimetros de diametro (ANWAR et al., 2007; SINGH
et al.; 2015). As folhas sdo alternadas, duas ou trés folhas pinadas no final dos ramos e peciolo longo
com 8 al0 pares de folhas. As flores sdo agradavelmente perfumadas, de coloracdo branca ou creme,
e amarelo pontilhado na base. Os frutos sdo em formato de vagens lobadas, lineares pendentes,
geralmente com 20 a 45 cm de comprimento, podendo chegar a 120 cm de comprimento
(RAMACHANDRAN et al., 1980) (Figura 2).

Figura 2 - Moringa oleifera. Fonte: o autor

No Brasil sua introdugdo é relativamente recente, em 1950, na forma de planta ornamental e
inicialmente como uma planta apicola, por intermédio do pesquisador Warwick Estevam Kerr
(SILVA e KERR, 1999), pois produz flores durante boa parte do ano, e desde entdo, tem sido
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cultivada também devido ao seu alto valor alimenticio, principalmente das folhas. Na medicina
popular esta espécie € empregada como fonte de diferentes compostos bioguimicos. As folhas, raizes
e casca sao usadas no tratamento e prevencao de inimeras doencas e tais beneficios sdo associados
com os diversos metabdlitos presentes em sua composicdo (SANDEEP et al., 2019). Num estudo
comparativo de treze cultivares de M. oleifera de diferentes partes do mundo, sua analise fitoquimica
detectou variacGes no nivel total de compostos fendlicos e ou flavonoides. Esta diferenca nos
metabolitos secundarios da planta, como os compostos fendlicos sugere que ha diferencas na
capacidade dos cultivares em se adaptarem a novos ambientes. As condi¢bes ambientais podem
exercer stress nas plantas e isto pode resultar na producéo e expressdo de metabdlitos secundarios
diferenciados pela planta, contudo, nem sempre uma maior quantidade de compostos fendlicos esta
relacionada com uma maior bioatividade (NDHLALA et al., 2014).

Diversas pesquisas mostraram que as folhas de M. oleifera séo consideradas uma rica fonte
de vitaminas, carotenoides, aminoacidos, minerais, flavonoides e alcaloides, bem como mistura Gnica
de compostos fenolicos compreendendo quercetina, apigenina e kaempferol (KARTHIVASHAN et
al., 2015). Por conta de suas propriedades, possibilita a utilizacdo de quase toda sua extensdo, ja que
poucas partes da arvore contem quaisquer toxinas (FOIDL et al., 2001; OLSON e FAHEY, 2011). A
Organizacdo Mundial de Saude sugeriu a M. oleifera como um suplemento alimentar para combater
a desnutricdo nos paises em desenvolvimento. (RWEYEMAMU et al., 2015). Somado a isso, estudos
relatam que o pé de sementes de M. oleifera sdo usadas na purificacdo da agua e pode remover o
cadmio de sistemas aquosos (SHARMA et al., 2006). Devido as suas propriedades antimicrobianas
(FILGONA et al., 2005) e floculantes (MCCONNACHIE et al., 1999), as sementes podem ser
utilizadas na limpeza da agua. Além disso, estudos demonstram que a coadministracdo do pd de
sementes de M. oleifera protege os animais do estresse oxidativo (GUPTA et al., 2007). Com as
sementes de M. oleifera também pode ser produzido um 6leo de alta qualidade que é comestivel e
tem potencial uso como biocombustivel. Este 6leo conhecido comercialmente como 6leo “Ben” ou
“Behen”, apresenta alto valor industrial, sendo utilizado no preparo de alimentos, na fabricacéo de
lubrificantes, combustiveis e cosméticos (PEREIRA et al., 2016).

Moringa tambeém tem sido muito utilizada na inddstria de dermocosméticos, principalmente
em hidratantes para o corpo e condicionadores de cabelo, devido a descoberta de componentes ativos
extraidos do Oleo da semente, que contém fracOes proteicas especificas que protegem a pele humana
das influéncias ambientais e combate o envelhecimento prematuro da pele. A dupla atividade,
antipoluicdo e condicionamento, e fortalecimento dos cabelos, s&o muito Uteis no cuidado com a pele
e com os cabelos (ANWAR et al., 2007; SONAWANE E SUVARNA, 2016; ALMEIDA et al., 2017).
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2.2 Danos oxidativos no organismo

2.1.1 Doencas degenerativas

Para a manutencdo da homeostasia oxidativa, a célula conta com um arsenal de antioxidantes como
a glutationa, acido alfa-lipoico, coenzima Q, ferritina, acido urico, bilirrubina, etc. Outros
antioxidantes como o &cido ascorbico ou vitamina C, tocoferol ou vitamina E, betacaroteno ou
vitamina A podem ser obtidos pela dieta. Existem ainda os antioxidantes enzimaticos superoxido
dismutase, catalase, glutationaperoxidase, etc, que atuam na producdo ou eliminacdo das espécies
reativas do oxigénio (EROs) (Figura 3) (SILVA e JASIULIONIS, 2014).
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Figura 3 - Equilibrio entre producdo de espécies reativas de oxigénio e sistema antioxidante. Fonte:
SILVA e JASIULIONIS, 2014.

E importante ressaltar que diversas funcdes fisioldgicas sdo controladas por vias que
envolvem sinalizacdo redox, reacdes de troca de elétrons por reducdo e oxidagdo, como no caso da
producdo de radical livre superdxido (O27). Um exemplo é a producdo aumentada de EROs por
leucdcitos durante os processos inflamatdrios, representando importante defesa contra patogenos.
Também se observa a participacdo de EROs em processos que envolvem adesdo celular, como
embriogénese, diferenciacdo, reparo e cicatrizacdo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; HIRATA
et al., 2004). A apoptose, morte celular programada que regula o tempo de vida de células normais,
pode ser induzida por danos ao DNA causados por EROs. Desta forma, a presenca de concentragdes
adequadas de EROs pode ser importante para a manutencédo de estados celulares normais (VALKO et
al., 2007).

Em situacdes em que o sistema de dxido-reducéo esta integro, havera equilibrio das funcdes
celulares, entretanto, sob condi¢fes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema

protetor, haverd um desequilibrio o que caracteriza o estresse oxidativo. (FERREIRA e
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MATSUBARA, 1997). Assim, o termo estresse oxidativo € empregado em situa¢fes nas quais o
“desafio” por radicais livres resulta em um dano tecidual ou na producdo de compostos toxicos ou
danosos aos tecidos. Pode-se dizer que o organismo se encontra em estresse oxidativo quando ha um
desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e antioxidantes, de forma que os primeiros sejam
predominantes (SIES, 1993).

Entre os processos patoldgicos em que ja foi descrita a participacdo do estresse oxidativo estdo
as doencas cardiovasculares, neuroldgicas, o diabetes e o cancer aléem de estar associado ao
envelhecimento precoce. Diversos tumores humanos, incluindo melanoma, leucemias, carcinomas
gastrico, prostatico, mamario e de colon, apresentam niveis elevados de EROs (REUTER et al.,
2010). As EROs sdo reguladoras de diversas vias de transducdo de sinais, podendo participar de
diversas etapas da transformacdo e progressao tumoral, como a autossuficiéncia em sinais de
crescimento, insensibilidade a sinais antiproliferativos, evasdo de apoptose, potencial replicativo
ilimitado, angiogénese sustentada, metastase e inflamagdo (SILVA e JASIULIONIS, 2014).
Trabalhos cientificos mostram diversos beneficios do uso de terapias antioxidantes para o tratamento
de doencas como Alzheimer, diabetes e cancer (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; JUNIOR et al.,
2004).

2.1.2 Envelhecimento e Estresse Oxidativo

A participacdo do estresse oxidativo no envelhecimento também ja € bem conhecida. O
envelhecimento se trata de um evento multifatorial que acontece depois da fase reprodutiva da vida,
onde se observa um progressivo declinio das funcdes fisioldgicas do organismo. Uma das teorias é
baseada no fato de que danos celulares causados por EROs sdo cumulativos e deletérios ao longo do
tempo. Um dado interessante é que danos oxidativos no DNA podem ser monitorados pela urina e foi
observado que a composicao da dieta pode modular esses danos. A longevidade poderia, portanto,
ser dependente ndo apenas de fatores intrinsecos, como hereditariedade, mas também de fatores
externos, como a dieta e a pratica de exercicios fisicos (SILVA e JASIULIONIS, 2014).

Entre os fatores externos que aceleram e/ou aumentam os sintomas de envelhecimento
destacam-se as radiacOes ultravioleta, principalmente as oriundas da exposigéo solar. Este tipo de
radiacdo é a principal causa de danos na pele por formacdo de EROs, levando a imperfeicdo do
colageno na pele e, eventualmente, a aspereza da mesma (GONZALEZ et al., 2008; SOWA et al.,
2013). Estes podem interferir nas proteinas; acidos graxos e sacarideos, o que resulta em danos
oxidativos (SVOBODOVA et al., 2003; ICHIHASHI et al., 2003). O envelhecimento esta associado
a alteragbes morfoldgicas (FLYNN e COLEMAN, 2002) e é caracterizado por perda de elasticidade,
pigmentac&o irregular, ressecamento e rugosidade (FISHER et al., 2002; PAWLACZYK et al., 2013).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de métodos de revitalizagdo da pele, isto €, da sua restauracdo
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apos danos de qualquer natureza (incluindo o envelhecimento), aumentou (FLYNN e COLEMAN,
2002). As formulac@es topicas ganharam atencéo e interesse consideraveis como um veiculo para a
entrega de varios ativos na pele humana (FOLDVARI, 2000). Uma abordagem na protecdo da pele
contra a redugdo do envelhecimento é através do uso de compostos fendlicos antioxidantes aplicados
topicamente. (ICHIHASHI et al., 2003).

2.3 Glicacéo proteica

A glicacdo é uma reagdo ndo enzimatica que se da no meio biologico ou em alimentos, e que
ocorre entre aglcares e grupos nucleofilicos de biomoléculas (BARBOSA et al., 2016). O termo
glicacdo pode também se referir a sequéncia de rea¢fes ndo enzimaticas que se inicia quando agucares
redutores como glicose e frutose reagem com grupos nucleofilicos de aminoacidos constituintes de
proteinas, lipideos ou acidos nucleicos, gerando os chamados produtos de glicacdo avangada (AGEs,
acronimo em inglés para Advanced Glycation End-Products) (ZHANG et al., 2008).

Os efeitos patologicos dos AGEs estdo relacionados a capacidade destes compostos de
modificar as propriedades quimicas e funcionais das mais diversas estruturas biolégicas. Por meio da
geracdo de radicais livres, da formacdo de ligacdes cruzadas com proteinas ou de interagcbes com
receptores celulares, AGEs promovem, respectivamente, estresse oxidativo, alteragdes
morfofuncionais e aumento da expressdo de mediadores inflamatoérios (BIERHAUS et al., 1998). A
contribuicdo dos AGEs para o desenvolvimento e a progressao das complicacdes diabéticas encontra-
se bem evidenciada na literatura (JAKUS e RIETBROCK, 2004).

A formacdo dos AGEs ocorre vagarosamente sob condicdes fisiolégicas e afeta
predominantemente moléculas de meia-vida longa, como o colageno, exercendo importante funcéo
no processo de envelhecimento (FORBES et al., 2005). No entanto, sob condicdes de hiperglicemia
ou estresse oxidativo, a geracdo dos AGEs aumenta intensamente (LAPOLLA et al., 2005; JAY et
al., 2006; JAHAN e CHOUDHARY, 2015). Esta formacdo é predominantemente endégena, mas
esses produtos podem ser introduzidos no organismo por fontes exdgenas, como o tabagismo e a dieta
(PEPPA et al., 2003). Os AGEs podem danificar as células por trés mecanismos basicos. O primeiro
é a modificagdo de estruturas intracelulares, incluindo aquelas envolvidas com a transcri¢do génica.
O segundo mecanismo € a interagdo dos AGEs com proteinas da matriz extracelular modificando a
sinalizacdo entre as moléculas da matriz e a célula, gerando disfungéo. O terceiro mecanismo se refere
a modificacdo de proteinas ou lipideos sanguineos; as proteinas e os lipideos circulantes modificados
por AGEs podem, entdo, ligar-se a receptores especificos, causando a produgdo de citocinas
inflamatdrias e fatores de crescimento, que, por sua vez, contribuem para a patologia vascular do
diabetes (BIERHAUS et al., 1998; BROWNLEE, 2005).
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As proteinas de meia-vida longa que constituem a matriz extracelular e as membranas basais
vasculares sdo também suscetiveis a formacdo e ao acumulo dos AGEs. Além de reduzir a
solubilidade e a digestibilidade enzimatica, a formacdo dos AGEs compromete a conformacao
geomeétrica dessas proteinas, causando anormalidades estruturais e funcionais permanentes. H&
evidéncias de que a formacdo de ligacGes cruzadas entre os AGESs e o colageno tipo | ou elastina
conduza ao aumento na area da matriz extracelular, resultando no aumento da rigidez vascular. A
formacdo dos AGEs na laminina compromete a reunido de seus polimeros, diminuindo, assim, sua
interagdo com o colageno tipo IV (BROWNLEE, 2005; GOLDIN et al., 2006).

2.4 AvaliacOes antioxidantes e antiglicantes

E possivel correlacionar a importancia das avaliagbes antioxidantes com a atividade
antiglicante de compostos naturais, pois a mesma pode ser gerada pelo estresse oxidativo e o
desequilibrio da eliminac&o de diferentes radicais livres (SOUSA et al., 2015; NAZ et al., 2017). Os
principais efeitos do estresse oxidativo sdo danos a diversos componentes celulares inclusive ao
proprio acido desoxirribonucleico (DNA), podendo contribuir para o envelhecimento e o
aparecimento de diversas doengas (HERMES-LIMA, 2004).

Os agentes antioxidantes como os compostos fitoquimicos, evitam ou retardam a oxidacéao de
um substrato, garantindo a integridade celular e reparando lesdes causadas pelos radicais livres
(HALLIWELL, 2006). Tais compostos podem ser de origem enddgena (enzimatica ou nao) e de
origem exdgena (dietética). Os antioxidantes presentes nos vegetais variam amplamente em seus
contetdos e perfis entre as diversas espécies. Varios trabalhos tém demonstrado alta correlacdo entre
grandes quantidades de compostos fendlicos e elevada atividade antioxidante de vegetais. Além do
potencial antioxidante depender da estrutura quimica dos compostos fendlicos, sabe-se que um efeito
antioxidante isolado pode reagir sinergicamente com outros compostos que contribuem para
potencializar essa funcdo (GIADA e MANCINI FILHO, 2006).

Estudos comprovaram que varios extratos de plantas, frutas e vegetais que apresentam
atividade antidiabética apresentaram também atividade antiglicante e contém bioativos como 0s
terpenoides, flavonoides, fenilpropanoides, polifendis e vitaminas. (MARINHO et al., 2016;
TORRES et al., 2018).

2.5 Estabilidade de compostos naturais na industria e encapsulacéo

Muitos ativos naturais pesquisados ultimamente sdo compostos instaveis, podendo sofrer
reacOes que levam a diminuicao ou perda de eficacia e até mesmo a degradacdo do produto. Por isso,
novas tecnologias vém sendo propostas para melhorar o desempenho dos produtos cosméticos e sua
aceitacdo pelo consumidor (GRANADA et al., 2007; ALAVI et al., 2017). Uma alternativa para
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aumentar a estabilidade e, ainda, permitir a liberacdo controlada é o encapsulamento das substancias
ativas por meio de técnicas que envolvem a nanotecnologia. (DAUDT et al., 2013).

Dentro das classes de ativos que séo passiveis de serem encapsulados estdo 0os compostos
extraidos de vegetais. Os extratos vegetais sdo fontes promissoras de substancias bioativas, porém
em seu estado bruto podem ter a atividade antioxidante comprometida em razéo de sua instabilidade
fisico-quimica. Neste contexto, a nanotecnologia pode ser utilizada para a estabilizacdo de diferentes
compostos, aumentando também a estabilidade dos produtos finais. Adicionalmente, a
nanoencapsulagcdo de compostos antioxidantes pode aumentar a sua atividade antioxidante e
prolongar a liberagdo dos mesmos, aumentando assim a sua eficacia (SCHAFFAZICK et al., 2005;
KULKAMP et al., 2011).

A nanotecnologia tem sido utilizada no desenvolvimento de inimeras formulacdes, com o
proposito do aumento da estabilidade, eficcia e melhora do sensorial (NOHYNEK et al., 2010;
MIHRANYAN et al 2012). Em 1965, o cientista inglés Alec Bangham e seu grupo de pesquisa
descreveram pela primeira vez os sistemas fosfolipidicos, através do desenvolvimento de um sistema
de difusdo de ions utilizando membranas lipidicas artificiais. Esse sistema, mais tarde, foi nomeado
como lipossomas (ALLEN & CULLIS, 2013). Apo6s o trabalho de Bangham, os lipossomas
estabeleceram-se como um modelo simples para o estudo de membranas bioldgicas. Em 1971,
Gregory Gregoriadis propds pela primeira vez a utilizacdo dos lipossomas como sistema
transportador de farmacos, onde desde entdo, os lipossomas desempenham um papel importante no
desenvolvimento de novas formulagdes (GREGORIADIS, 1976; SANTOS e CASTANHO, 2002).

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas que consistem em uma ou mais membranas como
bicamadas fosfolipidicas envolvendo um ndcleo aquoso. O principal componente lipidico do
lipossoma é tipicamente fosfatidilcolina derivada do ovo ou lecitina de soja. Colesterol é usualmente
incluido na composicdo para estabilizar a estrutura e, assim, gerar lipossomas mais rigidos.
Dependendo das condic¢des de processo e da composicdo quimica, podem ser formadas pequenas e
grandes vesiculas unilamelares e multilamelares, com uma ou vérias bicamadas concéntricas.
Lipossomas convencionais sdo 0s que possuem apenas um fosfolipideo, normalmente a
fosfatidilcolina e colesterol como aditivo para aumentar a fluidez na fase gel e diminuir a fluidez na
fase cristal-liquida (SANTOS e CASTANHO, 2002; FREZARD et al., 2005) (Figura 4).
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Figura 4 - Representacdo das unidades formadoras de um lipossoma e efeito do colesterol. Fonte:
FREZARD et al., 2005.

Os lipossomas sdo estruturas lamelares termodinamicamente estaveis que se formam
espontaneamente quando os lipidios sdo colocados em contato com a fase aquosa. Além disso, 0s
lipossomas ndo sdo toxicos nem invasivos e sdo capazes de carregar substancias hidrofilicas e/ou
lipofilicas (MIHRANYAN et al., 2012). Estes, quando formulados em formulagfes topicas podem
repor ou aumentar os lipidios enddgenos do estrato corneo, aumentando a hidratacdo e reduzindo a
secura da pele (WU e GUY, 2009).

2.6 Pele e integridade da barreira cutanea

A pele é composta por celulas e anexos cutaneos (foliculos pilosos, unhas e glandulas),
podendo ser sub caracterizada em camadas: epiderme, derme e hipoderme. A epiderme é a camada
mais  superficial da pele, constituida por um epitélio estratificado  pavimentoso
queratinizado, contendo células especializadas, como os melandcitos, que produzem melanina. A
principal funcdo da epiderme é formar uma barreira protetora, protegendo a pele contra danos
externos e dificultando a perda de agua e a entrada de substancias estranhas no organismo. As células
da epiderme renovam-se constantemente, em um processo de descamacdo da camada clrnea que
varia de 25 a 45 dias de acordo com a idade e as condig¢Oes gerais da pele, como a hidratacéo, e o
estado de salde e a sensibilidade individual, que podem alterar a fisiologia cutanea (BARATA, 2002;
HARRIS, 2003).

Ja a epiderme se diferencia da derme pela presenca de células queratinizadas justapostas,
enquanto na derme ha uma abundante matriz extracelular entre as células. A derme é a camada

intermediaria da pele, formada principalmente por fibras de coladgeno e elastina, que conferem
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tonicidade e elasticidade a pele, e por vasos sanguineos e terminagdes nervosas (HARRIS, 2003).
A substancia fundamental amorfa ocupa os espacos entre as fibras elasticas e colagenas, funcionando
como lubrificante paraessa microarquitetura moével. E formada pelo fluido intersticial, por
complexos de glicosaminoglicanas e por proteinas denominadas proteoglicanas e glicoproteinas.
Apele apresenta propriedades fisicas, viscoelasticase de extensibilidade, que podem
ser influenciadas pela composicdo da matriz déermica, por exemplo, pela diminuicdo da sintese de
acido hialurdnico e de outras glicosaminoglicanas no envelhecimento, o que reduz o turgor da pele
(MELO e CAMPOS, 2016). A hipoderme ou tela subcutanea, apoia e une a epiderme e a derme, e é
formada por tecido conjuntivo que varia do tipo frouxo ao denso, nas vérias localizagdes e nos
diferentes individuos (JUNQUEIRA et al., 2017).

Considerando a complexidade da pele, o conhecimento da sua biologia é fundamental para os
seus cuidados. Assim, inicialmente é importante avaliar as condi¢des de hidratacdo, uma vez que a
agua é um fator essencial a vida e representa a molécula de maior importancia para a pele e para o
seu funcionamento normal, especialmente da sua camada externa, a epiderme. Além disso, a
hidratacdo adequada é fundamental para a manutencdo do conteudo aquoso na epiderme e da
funcionalidade da barreira epidérmica (MELO e CAMPQOS, 2016). A capacidade de retencdo hidrica
da pele é altamente dependente da camada cérnea, mas também é dependente de substancias com
caracteristicas higroscopicas (RAWLINGS, 2006).

Nos ultimos anos a determinacéo da hidratacdo cutanea tem sido considerada como parametro
de grande interesse, uma vez que o contetdo hidrico do estrato corneo fornece informaces relativas
as propriedades fisicas da pele bem como da sua funcédo de barreira (RAWLINGS, 2006; SIMPSON
et al., 2012). A capacidade que o estrato corneo tem em reter a &gua € um fator essencial para haver
manutencdo da flexibilidade e suporte da pele, ja que quando o estrato cOrneo apresenta uma
quantidade adequada de agua, a pele adquire propriedades que lhe conferem um aspeto macio, liso e
saudavel, assim como a manutenc¢do da funcéo natural de barreira (WARNER e LILLY,1994).

Alteracdes na propriedade de barreira da pele causam disturbios na capacidade de retencéo de
agua no estrato cdrneo, podendo levar ao aparecimento de fissuras ou descamacao, assim como
fragilidade da pele, até mesmo em condi¢Bes normais de umidade e temperatura (LODEN et
al.,1999). A éagua liga-se ao estrato corneo devido a presencga de metabolitos sollveis, componentes
proteicos estruturais e constituintes do sebo. A evaporacdo de agua da superficie cutanea € prevenida
pela existéncia de ceramidas, de lipideos intercelulares presentes no estrato corneo e de sebo que
recobre a superficie da pele (TAGAMI, 2006).

O estado de hidratagdo e influenciado por varios fatores, nomeadamente pela porcentagem de
agua que atinge o estrato corneo a partir dos tecidos mais profundos, pela porcentagem de dgua que

evapora a superficie cuténea, e pela capacidade de retencdo hidrica do estrato corneo (RAWLINGS,
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2006). Deve-se salientar que o0 sebo cutdneo bem como a quantidade e qualidade do fator natural de
hidratacdo também interferem com o grau de hidratacdo da pele (PAULA, 2001).

O estado de hidratacéo da pele esta condicionado pelo equilibrio entre a evaporacéo e a difuséo
que ocorrem na pele e pelo valor do fluxo de dgua que evapora, e que se denomina de perda de agua
transepidérmica (LODEN et al.,1999). A capacidade de fixacio de agua pelo estrato corneo € um
parametro muito importante e que também regula a hidratacdo cutanea (YANG et al., 2019). Os
cornedcitos sdo muito ricos em queratina, que por sua vez esta unida a outras substancias,
principalmente aos fatores naturais de hidratacdo (NMF). Estes consistem numa mistura de
substancias higroscopicas permitindo assim a fixa¢éo de agua nos cornedcitos. De maneira a evitar a

desidratacdo ¢ essencial manter a integridade da barreira da pele (LODEN et al., 2015).

2.7 Biometrologia cutanea

Por meio de diferentes técnicas é possivel avaliar a eficacia de produtos cosméticos bem como
averiguar o normal funcionamento da pele. Os cosméticos devem permanecer na superficie da pele,
ou seja, ndo alcancar a derme, para que nao ocorra a absorcéo pelos capilares sanguineos da mesma.
Os produtos que cumprem essa caracteristica de absorcdo pela derme sdo denominados de
farmacéuticos. Por este motivo, os produtos cosméticos ndo podem exercer qualquer tipo de agdo
farmacoldgica (MICHALUN et al., 2011). Sao funcdes dos cosméticos a limpeza, correcao, protecéo,
perfumacdo, e embelezar a pele e 0s seus anexos, apresentando assim a finalidade de tratar a pele de
forma a prevenir a sua deterioracdo e restabelecer o seu equilibrio fisiolégico quando este sofrer
qualquer tipo de perturbacdo (BARATA, 2002).

O avanco técnico e a melhoria dos conhecimentos sobre a fisiologia cutanea tém contribuido
para aproximar cada vez mais a qualidade cosmética com a qualidade farmacéutica. Diversos métodos
cientificos permitem averiguar a qualidade, apurar a inocuidade e determinar a eficacia dos produtos
cosméticos (BARATA, 2002). A ciéncia da biometria cutdnea, que procura reproduzir
numericamente os fenbmenos bioldgicos, tem sido amplamente abordada em diversos estudos que
pretendem avaliar a eficacia de produtos cosméticos (AZULAY et al., 2010). Assim, a biometria
cutdnea consiste numa ciéncia que, recorrendo a meios de medida, permite estudar caracteristicas
biol6gicas, mecénicas e funcionais da pele, possibilitando avaliar os efeitos dos cosméticos
(BARATA, 2002). Compreende um conjunto de métodos que, atraves de instrumentos ndo invasivos,
avalia as propriedades fisico-quimicas da pele. Assim, estudam-se parametros cutaneos tais como a
oleosidade, a hidratacdo, o pH, a elasticidade, a perda de &gua transepidérmica, a pigmentacéao e a
temperatura (ELKHYAT et al., 2001; NOUVEAU-RICHARD et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade antioxidante e antiglicante do extrato
das folhas de Moringa oleifera e a obtencéo de lipossomas com o extrato incorporado para testes de
biometrologia cutanea, para possivel aplicacdo na industria de cosméticos e farmacéutica, visando a

melhoria da qualidade da pele.

3.2 Objetivos especificos

Determinar o contetido de polifendis e flavonoides totais do extrato das folhas de M. oleifera
e analisar fitoquimicamente as fracfes do extrato por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectro de massas;

Determinar a atividade antioxidante do extrato pelos testes DPPH, FRAP, TBARS, NO e
ORAC,;

Avaliar a atividade antiglicante do extrato pelos testes da Mobilidade Relativa em eletroforese
(MRE), determinacéo do grupo de aminas livres e fluorescéncia de AGES;

Avaliar a citotoxicidade in vitro do extrato;

Encapsular, caracterizar e avaliar a estabilidade dos lipossomas contendo o extrato;

Analisar a eficicia hidratante in vivo dos lipossomas contendo o extrato por meio da

biometrologia cutanea.



39

CAPITULO 1

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, ANTIGLICANTE E CITOTOXICIDADE DAS FOLHAS DE

Moringa oleifera L.

Resumo

Neste estudo foi realizada a avaliacdo da atividade antioxidante, antiglicante e de citotoxicidade do
extrato bruto hidroetanolico das folhas de Moringa oleifera por diferentes metodologias. O extrato
foi preparado por maceracdo com agitacao. Utilizou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia com
espectrometria de massa para determinar o perfil de compostos fendlicos. A quercetina e formas
glicosidicas de quercetina foram os mais representados compostos entre os flavonoides, e de
polifendis, o acido clorogénico. Além disso, as atividades antioxidantes in vitro do extrato das folhas
de moringa também foram investigadas com o método de sequestro do radical livre DPPH, reducéo
do ferro (FRAP), anélise da lipoperoxidacdo (TBARS), avaliagdo do sequestro do 6xido nitrico (NO),
e capacidade de absorcao de radicais livres de oxigénio (ORAC). Foi possivel observar que o extrato
avaliado possui atividade antioxidante em todas as metodologias empregadas. A atividade
antiglicante foi realizada pelo teste da mobilidade relativa em eletroforese (MRE), determinacdo do
grupo de aminas livres e fluorescéncia de AGES e nestas metodologias utilizadas o extrato apresentou
atividade antiglicante. Foi realizada avaliacdo da citotoxicidade do extrato em linhagem de
queratindcitos humanos e em linhagens tumorais humanas, onde foi possivel observar menor
toxicidade do extrato em linhagens ndo tumorais.

Palavras chaves: Polifendis; Glicacdo; Antitumoral, Radicais Livres.

1 Introducéo

Moringa oleifera LAM é uma planta que pertence a familia Moringaceae, que abriga 13
espécies distintas, M. arborea, M. borziana, M. concanensis, M. drouhardi, M. hildebrandtii, M.
longituba, M. oleifera, M. ovalifolia, M. peregrina, M. pygmaea, M. rivae, M. ruspoliana e M.
stenopetala. No entanto, toda a atencéo se concentra especificamente na Moringa oleifera devido as
suas propriedades medicinais, curativas e nutricionais, cientificamente comprovadas (Abd Rani et al.,
2018, Faroog e Koul, 2019). Sua principal riqueza esta no altissimo valor nutricional das suas folhas,
com altas concentracfes de compostos antioxidantes. As folhas sdo ricas em antioxidantes naturais
como o &cido ascoérbico, flavonoides e compostos fendlicos (Siddhuraju e Becker, 2003). Estes
antioxidantes protegem as células dos radicais livres e diminuem o dano oxidativo dos compostos
moleculares tais como lipideos, proteinas e acidos nucleicos (Tshabalala et al., 2019).

O dano oxidativo devido ao estresse oxidativo ocasionado por altos niveis de radicais livres é
associado a doencas cronicas como doencas cardiacas e diabetes tipo 2. Espécies reativas do oxigénio
(ROS) resulta em estresse oxidativo, o que leva a deplecéo de antioxidantes no organismo e promove
a geracdo de radicais livres que causam apoptose de células beta pancreéticas e hiperglicemia (Jaiswal
et al., 2013; Al-Malki e El Rabey, 2015). Diante disso, os produtos naturais de plantas séo preferidos
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na regulacdo dos niveis de glicose, devido a menos complicagdes decorrentes dos efeitos colaterais
(Ivorraet al., 1989). Compostos fenolicos em Moringa contribuem para as propriedades antioxidantes
e estes podem combinar com as ROS e prevenir a apoptose das células do pancreas.

Devido a importancia nutricional e medicinal da moringa, a demanda por moringa e seus
produtos de valor agregado estdo aumentando e a pesquisa precisa ser focada para desenvolver a

industria da moringa, a fim de salvaguardar a salude e a seguranca de todas as partes interessadas.

2 Material e Métodos

2.1 Coleta e preparacgao do extrato

As folhas de Moringa oleifera foram coletadas no Campus da Faculdade de Ciéncias e Letras
de Assis, Universidade Estadual Paulista (22°39°00,66°°S e 50°26°15,86°°0O, altitude 845m). AS
folhas foram primeiramente selecionadas, limpas, e depois submetidas ao processo de secagem, em
estufa de ar circulante (Cienlab, Brasil) e a temperatura média de 40°C, até obter a propriedade da
cor propria para a trituracdo. As folhas foram trituradas em moinho de facas (Cienlab, CE-430, Brasil)
e 0 po resultante foi utilizado para obtencdo do extrato. O extrato das folhas secas da M. oleifera foi
preparado na proporcao de 1:10 (p/v) com solucédo de etanol a 70% em agua destilada, por maceracao
com agitacdo e ao abrigo da luz por 24 horas. Apoés este periodo, o extrato obtido foi filtrado a vacuo
e o residuo vegetal reextraido por duas vezes. Os volumes resultantes de trés repeticbes foram
reunidos e concentrados em evaporador rotativo sob presséo reduzida. O extrato foi congelado a -
18°C e posteriormente liofilizado. Ap6s a eliminagdo completa do solvente, a massa total de extrato
seco obtido do preparo de 85 g de pd seco das partes folhas com 850 mL de solucéo de etanol a 70%

em agua destilada foi de 9,785 g.

2.2 Fracionamento do extrato

O extrato foi submetido a um sistema de fracionamento constituido por uma fase movel polar
(Metanol (MeOH) e agua) e uma fase estacionaria apolar silica LiChroprep® RP-18 (40-63 pm)
(Merck®), realizando as separagdes em fase reversa.

Primeiramente, 1 g do extrato foi adicionado em 10 mL de metanol e esta solugéo foi
submetida a banho-ultrassonico 50 Hz por 5 minutos. Apds a completa dissolucdo, o extrato foi
colocado em um baldo volumétrico juntamente com a silica. A incorporacao entre a solucdo de extrato
e a silica foi realizada com movimentos circulares do baldo e em seguida a mistura foi submetida a
rotaevaporacdo para remocao do solvente. Entdo prosseguiu-se com o fracionamento em funil com
placa filtrante contendo uma camada de silica C18 pura (corpo) e outra contendo a silica com extrato

incorporado (cabeca), acoplado a um kitassato com bomba a vacuo, passando os solventes (250 mL)
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por ordem decrescente de polaridade (H.O 100%, MeOH 20%, MeOH 40%, MeOH 60%, MeOH
80%, MeOH 100% e Diclorometano 100%. A fragdo H>O 100% foi congelada e posteriormente
liofilizada; as demais fragdes foram submetidas ao rotaevaporador e posteriormente liofilizadas por
48h, com excegéo das fracdes Diclorometano 100% e Metanol 100%, que foram secas em capela de
exaustdo por 24 horas. Apds liofilizagdo, as fracbes foram pesadas e armazenadas em frasco &mbar a

temperatura ambiente.

2.3 Determinacéo de polifendis totais

O conteudo de polifendis totais foi determinado no extrato diluido na concentracdo de 10000
ug/mL em alcool etilico absoluto, de acordo com o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau
(Singleton e Rossi, 1965) utilizando acido galico como padrdo de referéncia. Inicialmente foi
adicionado 0,1 mL das amostras a 5 mL de &gua deionizada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau.
No tubo branco, foram misturados 5,1 mL de &4gua deionizada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau.
Depois de misturadas, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 3 minutos, em seguida,
foi adicionado 1,4 mL de solucéo de carbonato de sodio 25% e 3 mL de 4gua deionizada. A mistura
permaneceu por 1 hora a temperatura ambiente no escuro e a absorbéncia foi mensurada a 765 nm
em espectrofotdbmetro UV-visivel. O teor de polifendis totais foi determinado a partir de uma curva
de calibracdo de acido galico e expressos como mg equivalente de acido galico (EAG) por g de extrato

seco. Cada amostra foi testada em triplicada.

2.4 Determinacao de flavonoides totais

Os flavonoides totais foram mensurados pelo método de ensaio colorimétrico de acordo com
a metodologia de Christ e Mueller (1960). Foi misturado 1 mL das amostras na concentracdo de
10000 pg/mL com 4 mL de etanol a 70% e 0,5 mL de solugdo de NaNO> a 5%. Ap6s 6 minutos, foi
adicionado 0,5 mL de solugédo AICI3 a 10% e 3 mL de solucdo NaOH 1M, seguido por adi¢do de agua
deionizada até obter o volume de 10 mL. A mistura foi agitada e incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente; em seguida, submetida a leitura em espectrofotdbmetro UV-visivel a um
comprimento de onda de 510 nm. O tubo branco controle continha todos os reagentes exceto a
amostra. O teor de flavonoides foi calculado a partir da curva de calibragao de rutina e expresso como
mg equivalente rutina (ER) por grama de extrato seco. Cada amostra foi testada em triplicada.
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2.5 Anélise em HPLC-DAD/MS

2.5.1 Preparo do extrato e das amostras obtidas pelo fracionamento em C18.

O extrato hidroetandlico de M. oleifera foi previamente preparado para analise em HPLC-
DAD/MS. Em balanca analitica, foram pesados 28 mg do extrato e dissolvidos em 1 mL de Metanol
PA grau HPLC e 500 pL de agua Mili-Q, respectivamente. A solucéo foi levada ao banho ultrassénico
por 5 minutos. Apds dissolucdo do extrato, a amostra passou por um processo de clean up, sendo
aplicada em cartucho de SPE de 0,45 um (Macherey-Nagel Chromabond® C18 EC). Primeiramente
foram passados 5 volumes mortos de 5 mL de metanol puro grau HPLC, seguidos de 6 volumes de 5
mL de metanol HPLC:4gua Mili-Q (95:5) para equilibrio do cartucho e por ultimo foi aplicada 3 mL
de amostra, e passados 4 volumes de metanol HPLC:agua Mili-Q (95:5). Uma aliquota de 2 ul do
extrato foi injetada no sistema de analise LC/DAD/MS para coleta dos dados cromatograficos.

As amostras obtidas no fracionamento em C18 foram dissolvidas em 1,5 mL de
MeOH:H>050%. Todas as amostras foram diluidas para um volume final de 1,5 mL, utilizando-se
MeOH:H>050% como diluente. Para as amostras de extrato e as fracdes MEOH20%, MEOH40%,
MEOH60%, MEOH80% e MEOH100% 150,0 pL das amostras diluidas foram transferidos para um
microtubo de 1,5 mL onde se adicionou 1350,0 uL de MeOH:H.0 50%. No caso da amostra agua
100%, transferiu-se 15,0 puL da solucéo para um microtubo de 1,5 mL, adicionando-se posteriormente
1485,0 puL. de MeOH:H20 50%.

As amostras obtidas no processo de diluicdo descrito acima foram centrifugadas em
minicentrifuga Eppendorf ® MiniSpin a 10000 rpm por 3 min. Posteriormente, transferiu-se 1,0 mL
de cada amostra para um vial de 2,0 mL para posterior analise. Foram injetados 5 uL de cada amostra

para analise LC-MS.

2.5.2 HPLC-DAD-MS

A anélise foi realizada utilizando um HPLC Shimadzu® Prominence: sistema modular
binario, contendo: duas bombas LC-20AD, desgaseificador de fase movel DGU-20A3R, amostrador
automatico SIL-20AHT, forno para colunas CTO-20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A e
software BrukerDaktonics, DataAnalysis, Versdo 4.1. Acoplado a um espectrometro de massas:
Bruker® Amazon, com configuracdo ESI-IT-MS.

2.5.3 Condicdes para analise HPLC-DAD-MS
A separagdo por HPLC foi realizada em uma coluna Luna C18 (250x4.6 mm 5 pm)
(Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA). Fase mével: acetonitrila + 0,1% Ac. Formico (A) e Agua +

0,1 % de Ac. Formico. Gradiente exploratério: 05-100% de A em B em 40 min. A cromatografia foi
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realizada a 40°C com fluxo de 1 mL/min. As amostras foram monitoradas por detector PDA na faixa

de 200-800 nm. Frequéncia de amostragem: 4,1667Hz e Tempo de aquisi¢do: 50,0 minutos.

2.5.4 Condicdes espectrofotométricas de massa

Os parametros de ionizacdo foram os seguintes: tensao capilar 4500V, tenséo da placa final -
500 V, nebulizacdo de gas de nitrogénio a 50,0 p.s.i., gas de secagem de 10L/min de nitrogénio a
300°C. A faixa de aquisicdo foi de 50 a 1500 m/z. Os espectros de MS-MS foram gravados no modo
auto-MS-MS. A amplitude de fragmentacéo foi ajustada para 1,0 V. Os espectros de massa foram
adquiridos simultaneamente usando ionizagdo por eletrospray nos modos de ionizagdo positiva e

negativa.

2.6 Avaliacdo da atividade antioxidante

2.6.1 Atividade sequestradora do radical livre DPPH

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante no sequestro do radical livre DPPH foi utilizada
a metodologia descrita por Blois (1958) e Brand-Williams et al. (1995) com algumas modificagdes.
Uma mistura reacional contendo 1 mL de tamp&o acetato (100 mM / pH 5,5), 1,25 mL de etanol
absoluto, 250 pL de solucdo etandlica de DPPH (500 puM) e 50 pL do extrato diluido em etanol nas
concentragdes 500, 1000, 3000, 5000 e 10000 pg/mL, foi agitada em vortex e permaneceu em repouso
por um periodo de 30 minutos em ambiente de pouca luminosidade. O DPPH apresenta maxima
absorbancia a 517 nm, que decresce na presenca de moléculas doadoras de H+, indicado pela
mudanca da coloracdo roxa para amarelo. As absorbancias foram determinadas em espectrofotémetro
UV-visivel a 517 nm.

Todas as determinacOes foram realizadas em triplicada e a atividade sequestradora do radical
DPPH foi expressa em porcentagem, sendo calculada de acordo com a seguinte equacdo: Atividade
antioxidante (%) = [(Acontrole-Aamostra) / Acontrole] x 100. Onde, Acontrole é a absorbancia do
controle (contém tudo exceto a amostra) e Aamostra é a absorbancia da amostra apds 30 minutos. O

acido galico foi utilizado como controle positivo.

2.6.2 Potencial redutor de ferro (FRAP)

Para a determinacdo da capacidade antioxidante por meio do teste FRAP foi utilizada a
metodologia descrita por Benzie e Strain (1996) baseada na capacidade do composto antioxidante em
reduzir o Fe (111) em Fe (I1).

No escuro, o reagente FRAP foi preparado com 25 mL de tampé&o acetato (300 mM / pH 3.6),
2,5 mL de TPTZ (10 mM) em solucdo de HCI (40 mM) e 2,5 mL de FeCl3 (20 mM). Foram
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misturados 90 pL das amostras nas concentragdes de 500, 1000, 3000, 5000 e 10000 pg/mL com 270
uL de 4gua ultrapura ¢ 2,7 mL do reagente FRAP. Em seguida, foram agitados em vortex e mantidos
em banho-maria por 30 minutos a 37 °C. Depois de resfriadas, as amostras foram lidas a 595 nm em
espectrofotdmetro UV- visivel. Uma curva de calibracdo padrao foi construida utilizando-se Trolox
e 0s resultados foram expressos em uM equivalente de Trolox (ET) por g de extrato seco. As

determinacgdes foram realizadas em triplicada.

2.6.3 Inibigdo da peroxidacao lipidica (TBARS)

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante pela inibicdo da peroxidacdo lipidica foi
empregada a metodologia do TBARS (tiobarbituric acid reactive species), descrita por Guimarées et
al. (2010), com algumas modificacdes. A gema de ovo foi homogeneizada (1%, p/v) em tampéao PBS
(20 mM / pH 7,4). Deste homogenato, 1 mL foi sonicado e homogeneizado com 0,1 mL do extrato
diluido em diferentes concentragdes (3000, 5000 e 10000 pg/mL) ou controle positivo (Trolox 140
png/mL). A peroxidagdo lipidica foi induzida pela adigdo de 0,1 mL de solugdo de 2,2’-azobis-2-
amidinopropano (AAPH; 0,12 M), durante 30 min em banho-maria a 37°C. Apds o resfriamento em
temperatura ambiente, foi adicionada a rea¢do 0,5 mL de &acido tricloroacético (15%) e 0,5 mL de
acido tiobarbiturico (0,67%) e aquecido em banho-maria a 97°C por 15 minutos. Apos este periodo
as amostras foram centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos e em seguida incubadas em banho
de gelo por mais 15 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi determinada em espectrofotémetro
a 532 nm e os resultados expressos em porcentagem de TBARS formadas apenas por AAPH sozinho

(controle positivo de lipoperoxidacao).

2.6.4 Atividade sequestradora de 6xido nitrico (NO)

Para a avaliacdo da capacidade sequestradora de 6xido nitrico (NO) foi utilizada a
metodologia descrita por Marcocci et al. (1994) com algumas modificagfes. O NO foi gerado por
decomposicdo espontdnea de nitroprussiato de sédio (NPS) em tampdo fosfato salino (PBS) e
quantificado pela reacdo colorimétrica de Griess, onde ocorre a formacdo de um croméforo réseo
durante a diazotagdo do nitrito com a sulfanilamida e subsequente complexacdo com o
naftiletilenodiamino. Uma mistura reacional contendo 320 pL de solucdo de extrato diluido em
diferentes concentragdes (3000, 5000 e 10000pug/mL), 360 uL NPS (25 mM/ PBS pH 7,4) e 215 uL
do reagente de Griess foram adicionadas em tubos de ensaio e incubadas em banho-maria 37°C por
2 horas, na auséncia de luz. A absorbancia do teste foi determinada em espectrofotdmetro UV-visivel
a 540 nm. Os resultados obtidos foram colocados em uma equacgéo da reta, obtida pela regresséo
linear de uma curva de calibracdo padréo de nitrito de sédio, obtida sob as mesmas condi¢des do teste

e os resultados expressos em quantidade de nitrito formado (UM/mL).
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2.6.5 Capacidade de absorcéo do radical oxigénio (ORAC-FL)

O ensaio ORAC-FL foi realizado como previamente descrito por Davalos e colaboradores
(2004), utilizando um leitor de fluorescéncia em microplacas Synergy HT- Biotek Instruments
(comprimento de excitagdo 470nm e emissdo 520nm). Radicais peroxil foram gerados pela
decomposicdo do AAPH a 37°C. A fluoresceina foi utilizada como sonda fluorescente, onde a perda
da fluorescéncia indica dano a fluoresceina pela reacdo com radicais peroxil. Neste ensaio, 20uL de
amostra (50 ¢ 12,5 ug/mL) ou padrao Trolox (0,1 umol/mL) foram misturados com 130uL de solucéo
de fluoresceina a 0,1umol/mL em microplaca escura de 96 pogos, em seguida, foi adicionado S0uL.
de solucdo AAPH a 80mM, dando inicio a reacdo. Foi preparado também um controle utilizando
tampdo fosfato 75mM em substituicdo a amostra. A intensidade da fluorescéncia foi lida a cada 5
minutos por 120 minutos. A area sob a curva (AUC) de cada amostra e padrao foi calculada e o valor
de ORAC foi determinado pela diviséo do slope da curva de regressao linear da amostra pelo slope
da curva padréo de Trolox. Os resultados foram expressos em Equivalente Trolox.

2.7 Avaliacdo da atividade antiglicante

2.7.1 Mobilidade relativa em eletroforese (MRE)

Para determinacdo da atividade antiglicante, o método utilizado foi adaptado de Ledesma-
Osuna et al. (2008). Para tal, 600 pl de diluigdo de extrato na concentragdo de 10000 pg/mL ou 600
ML de aminoguanidina (22,1 mg/mL) (controle), foram misturados com 600 pl de BSA (30 mg/mL),
600 pL de Ribose (200 mg/mL) e 1,5 mL de tampéo fosfato de potéssio (0,01 M, pH 8,0). Em seguida
as amostras foram aquecidas a 40°C por 2 dias. Ap06s 0 aquecimento, as amostras foram dialisadas
para remover os sais e acUcar ndo ligado e mantidas congeladas a -20 °C até a sua utilizacao,
tratamentos foram realizadas em duplicada. BSA néo tratado (sem ribose) foi utilizado como controle.
Aliquotas das amostras foram analisadas em SDS-PAGE, com gel de corrida a 10% e empacotamento
4%. Apos a finalizacdo da eletroforese, os geéis foram revelados por Comassie-Blue (R-250). A
mobilidade relativa em eletroforese foi definida como a taxa de distancia migrada da origem pelo

BSA com diferentes tratamentos versus BSA nao tratado ou controle.

2.7.2 Determinacéo de grupos de amina livres

Os grupos de aminas livres da amostra glicada foram determinados pelo método de
ortoftalaldeido (OPA) (Fayle et al., 2001; Ledesma-Osuna et al., 2008). O reagente OPA foi
preparado com 25 mL de borato de sédio 0,1 M; 2,5 mL de SDS a 20%; 100 uL de 2-mercaptoetanol;
40 mg de OPA (dissolvido em 1 mL de metanol) e ajustado a um volume de 50 mL com agua

destilada. Uma aliquota da amostra, depois de aquecida, passada por dialise por 24 horas e contendo
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50 pg de proteina foi misturada com 1 mL de reagente OPA, incubada durante 2 minutos a
temperatura ambiente; em seguida, mensurou-se a absorcdo a 340 nm contra um branco contendo o
reagente OPA. O BSA tratado com ribose foi considerado tendo méaxima reducdo de grupos amina
disponiveis. Para a determinagdo da atividade utilizou-se a formula, expressa em porcentagem de
reducdo de glicagdo, RG% = (AbSamostra— AbScontrole) / (AbScontrole) X 100, onde AbSamostra € 0 tratamento
que inclui BSA com ribose e o agente antiglicante (Aminoguanidina ou extrato), e AbScontrole € 0

tratamento com BSA e ribose apenas.

2.7.3 Determinacéo da fluorescéncia dos AGEs

A mesma mistura reacional utilizada para a determinacdo de aminas livres foi incubada em
estufa a 37°C por 7 dias. A formacdo dos AGEs foi determinada pela medida de suas caracteristicas
fluorescentes utilizando a excitacéo e emissdo maxima de 360 e 460 nm, respectivamente. A leitura
foi realizada em duplicada e os resultados expressos por porcentagem de inibicdo de formacéo dos
AGEs.

2.8 Avaliagéo da citotoxicidade do extrato

2.8.1 Atividade antiproliferativa em cultura de células

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa em cultura de células do extrato de M. oleifera,
realizou-se o teste em linhagens celulares humanas tumorais (glioma; mama; ovario com fen6tipo de
resisténcia a multiplos farmacos; rim; pulméo, tipo ndo pequenas células; prdstata; ovario e célon) e
ndo tumoral (queratindcitos - CLS Cell Line Service).

Os experimentos de atividade antiproliferativa foram realizados segundo o protocolo descrito
por Monks et al. (1991). O crescimento celular foi determinado por espectrofotometria UV-visivel,
utilizando-se o corante protéico sulforrodamina B (SRB, Sigma-Aldrich®) e as analises foram
baseadas na metodologia de triagem in vitro para drogas anticancer realizada pelo NCI, EUA, que
utiliza um painel de 60 linhagens tumorais humanas (Monks et al., 1991; Shoemaker, 2006; Monteiro
etal., 2017).

2.8.2 Cultivo e preparo das suspensdes celulares

As células foram cultivadas em frascos de 25 cm? (Corning®) com 5 mL de meio RPMI 1640
(Gibco®), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB, Gibco®) e com solugdo de
penicilina:estreptomicina (1000 U/mL:1000 pg/mL, 10 mL/L RPMI 1640, Vitrocell®) (denominado
meio completo) e mantidas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO2. Para linhagens aderidas, 0

desprendimento celular foi realizado mediante agdo enzimética da tripsina. Para tanto, 0 meio de
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cultura foi aspirado, o frasco lavado com 500 puL de tampao fosfato salina (PBS 0,2 mM, pH 7,0) para
eliminar residuos de meio de cultura e, apds aspiragdo do tampao, foram adicionados 500 pL de
solucdo tripsina/EDTA 2,5 g/L (Vitrocell®), a 37°C, até que as células se soltassem totalmente. A
acdo da tripsina foi bloqueada por meio da adi¢do de meio de cultura completo. No primeiro dia de
experimento, as suspensdes celulares foram preparadas com meio completo, em suas respectivas
densidades de inoculacao. Foram inoculados 100 puL/compartimento de cada suspensao celular em
placas de 96 compartimentos (Corning®), que foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de
5% de CO2 e ambiente umido. Da mesma forma, preparou-se uma placa controle (placa T0), contendo

todas as linhagens celulares utilizadas no experimento.

2.8.3 Preparo e aplicacdo das amostras

Aliquotas da amostra do extrato foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO, Merck®) na
concentracdo de 0,1 g/mL. Para adigdo a cultura de células, esta solucgdo foi diluida pelo menos 400
vezes em meio completo, o que evitou a toxicidade do DMSO. A amostra do extrato foi adicionada
as microplacas nas concentracdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL (100 pL/compartimento) em triplicata
e, a sequir, foram incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente Umido.
Como controle positivo, utilizou-se o quimioterapico doxorrubicina (cloridrato de doxorrubicina,
Eurofarma) nas concentracgoes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg/mL (100 pL/compartimento), em triplicata.

No momento de adi¢do da amostra, as células inoculadas na placa controle TO, foram fixadas
com a adi¢do de 50 pul/compartimento de acido tricloroacético (TCA, SigmaAldrich®) a 50% para
determinacdo da quantidade de células presentes no momento em que a amostra foi aplicada, sendo
este o valor basal no tempo 0. Apds 48 horas de tratamento, as células foram fixadas com 50
uL/compartimento de 4cido tricloroacético a 50% e incubadas por 1 hora, a 4°C. Em seguida, as
placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas em agua corrente para a remocao dos
residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. Apos isso, foram mantidas a temperatura
ambiente até a secagem completa. Apos a secagem, foram adicionados 50 pL/compartimento do
corante proteico sulforrodamina B (SRB, Sigma-Aldrich®) a 0,4 % (p/v) dissolvido em &cido acético
al9% (v/v) e, aseguir, as placas foram incubadas a temperatura ambiente, por 10 minutos. As placas
foram entdo lavadas por 4 vezes consecutivas com solucgdo de acido acético 1% (v/v) e, apds secagem
completa a temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com 150
ul/compartimento de Trizma Base (10 mM, pH 10,5, Sigma-Aldrich®). A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em microplacas a 540 nm (Molecular Devices®,

modelo VersaMax).



48

2.8.4 Anélise dos resultados

As médias das absorbancias foram calculadas descontando o valor de seus respectivos brancos
e foi determinado o crescimento celular (em porcentagem) de cada linhagem celular em funcéo das
concentragdes da amostra testada. Se T > T1, a amostra estimulou o crescimento. Se TO<T <Tl, a
amostra foi citostatica e a formula utilizada foi 100 x [(T-T0) / (T1-TO)]. Se T< TO0, a amostra foi
citocida e a formula utilizada foi 100 x [(T- TO) / (T0)]. Sendo T a média das absorbancias das células
tratadas, T1 a média das absorbancias das células néo tratadas ao final do tempo de exposicdo e TO a
média das absorbancias das células no tempo O (inicio do tempo de exposic¢do). Esses resultados
foram expressos em curvas de crescimento celular para cada linhagem em funcéo da concentragéo da
amostra e, a partir deles, foi calculada a concentracdo efetiva GI50 (concentracdo necessaria para
inibicdo de 50% da viabilidade celular), através de regressdo néo linear, tipo sigmoidal, empregando-

se software Origin 8.0 (OriginLab Corporation).

2.8.5 Viabilidade Celular - MTT

Entre os diferentes testes que podem ser utilizados na avaliagdo da citotoxicidade de um
composto, destaca-se o ensaio pelo método do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazélio (MTT) proposto por Mosmann em 1983, o qual tem sido amplamente utilizado para
determinar a viabilidade e proliferacdo de células ap0s a exposicdo a substancias toxicas, e também
para a caracterizacao da toxicidade de novos farmacos (Mosmann, 1983; Berridge et al., 2005).

O ensaio com MTT é um ensaio colorimétrico que se baseia na capacidade de células
metabolicamente ativas reduzirem no meio intracelular o sal soltvel de tetrazélio dando origem a
cristais de formazan, que é um produto de cor roxa, insolivel em &gua. O método envolve a
conversao, pelas células, do MTT de coloracdo amarela em cristais de formazan de coloracédo roxa.
Ap0s a adicdo de dimetilsulféxido (DMSO), os cristais sdo solubilizados, liberados e quantificados
colorimetricamente, através de espectrofotometria tipo ELISA (Collier e Pritsos, 2003; Vellonen et
al., 2004).

2.9 Andlise estatistica
Os dados obtidos foram avaliados pelo software BioEstat versdo 5.0 por meio da Analise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey como post hoc teste. Em todos 0s casos, as

diferencas puderam ser consideradas significativas quando p<0,5.
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3. Resultados
Avaliacdo da atividade e determinacao do contetdo de polifendis e flavonoides totais

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da atividade antioxidante do extrato das folhas
de M. oleifera. Na avaliagdo antioxidante pelo teste DPPH foi observado que o extrato nas
concentragdes de 3000 e 5000 pg/mL apresentaram maior atividade antioxidante sequestradora do
radical DPPH, 63,17% e 80,84% respectivamente. O extrato demonstrou atividade dose-dependente
nas maiores concentracdes (5000 e 100000 pg/mL) e nédo diferiu significativamente do acido galico
padréo, que na concentracdo de 100 pg/mL apresentou 87,06% de atividade.

A atividade antioxidante avaliada pelo teste FRAP demonstrou maior potencial redutor do
extrato na concentracdo de 3000 pg/mL, 3814,00 UM ET/g de extrato seco. Neste ensaio as
concentracdes de 5000 e 10000 pg/mL ficaram fora da curva padrdo, evidenciando um plateau da
atividade redutora de ferro pelo extrato na concentragao de 3000 pg/mL.

No teste de inibicdo de peroxidacdo lipidica os niveis de TBARS na concentragdo de 3000
pg/mL apresentou a menor formacdo de espécies reativas ao acido barbitarico 34%, e diferiu
estatisticamente das demais concentragdes utilizadas. Quanto ao controle positivo (trolox), 0 mesmo
apresentou 61,82% em uma concentragdo de 140 pg/mL.

Para a avaliacdo da capacidade sequestradora do radical éxido nitrico (NO), na concentragdo
de 5000 pg/mL, o extrato apresentou significativamente a menor formacao de nitrito, 0,09 uM/mL
de nitrito. O padréo Trolox, no mesmo meio reacional, na concentracdo de 10 mg/mL apresentou a

formacédo de 8 pM/mL de nitrito.

Tabela 1 - Atividade antioxidante do extrato das folhas de Moringa oleifera e controle positivo acido
galico e trolox por meio dos testes DPPH, FRAP, TBARS e NO.

Tratamento ~ COMCeNtragdo  ppp FRAP? TBARS? NO*
(Hg/mL)
500 i 73,67402,25a
e irato 1000 28,62+1,76a  488,33+19,39h .
Hidreetanclico 3000 63,1740,65b 3814,00£35,15c  34+0,17a  0,910,33a
5000 80,84+0,88¢ . 45:0,05b  0,09:0,15b
10000 77,88+0,93c . 48+0,01b .
Acido galico 100 87,06+0,24c
Trolox 140°/1000° 61,82+0,38c 8.00+0.00c

196 Atividade Antioxidante; uM Equivalente Trolox/g de extrato; % TBARS; “nitrito (UM/mL);
*Extrato, ®concentracdo utilizada no teste TBARS, Pconcentracéo utilizada no teste NO. Médias e
desvio padrdo seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
Tukey a 0,5% de probabilidade.
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O conteudo total de polifendis e flavonoides foi determinado na concentracdo de 10000
pg/mL. Foi observado 596,89 pg/mL de polifendis e 111,03 pg/mL de flavonoides ER/g no extrato

de M. oleifera.

Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do ORAC-FL

A figura 1 mostra a curva de decaimento da fluorescéncia induzida por AAPH, tanto para o
controle como para as amostras. O aumento nos valores da AUC no teste ORAC-FL reflete um maior
potencial antioxidante em prevenir aos danos dos radicais peroxil induzidos por AAPH (Séenz et al.,
2009). As curvas de decaimento da fluorescéncia de Moringa oleifera revelaram atividade
antioxidante comparados ao controle, sendo que maior AUC foi obtida para o extrato na concentracéo
de 12,5 pg/mL.
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Figura 1 - Curva cinética do ensaio ORAC-FL na presenca de extrato de Moringa oleifera.

Anélise em HPLC-DAD/MS

A caracterizacdo do extrato por HPLC-DAD/MS foi exploratoria e teve como objetivo a
visualizacdo dos perfis e composi¢cdo do extrato, buscando identificar os possiveis compostos
polifendlicos. As amostras foram monitoradas por detector PDA na faixa de 200-800 nm, e foi
escolhida para analise o comprimento de onda de 340 nm e realizada para o extrato no modo positivo.
A figura 2 mostra os resultados obtidos na analise por HPLC-DAD/MS, com o cromatograma BPC

+All MS (Base peak chromatogram positive mode) para o extrato de . cleifera.
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Figura 2 - Cromatograma de pico base (BPC +All MS), no modo positivo, de compostos presentes
no extrato de Moringa oleifera.

A anédlise do BPC+AIl MS mostrou a presenca de compostos glicosideos derivados de
quercetina e kaempferol e &cido clorogénico. Foram extraidos espectrdmetros de massas dos picos de
interesse e de acordo com padrdes de fragmentacdo de flavonoides glicosideos, foram identificadas

as fragdes cromatogréaficas descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Fracdes cromatograficas identificados no extrato das folhas de M. oleifera.

[M+H]* Fragmentos

Pico Rt(min) Fracbes cromatograficas (m/2) (MS2)
32 2,9 Derivado de acido clorogénico 355 162
52 4,4 Derivado de acido clorogénico 355 162
72 5,7 Kaempferol — 3 — O — rutinosideo* 595
100 7,6 Glicosideo de Quercetina (Isoquercitrina)* 465 303
112 8,1 Glicosideo de Quercetina (Q-Rhamnose-Malonyl) * 551 303
121 8,5 Glicosideo de Kaempferol (K — glicose) 449 287
122 8,5 Glicosideo de Kaempferol (K — glicose) 287 287
138 9,2 Glicosideo de Kaempferol (K — glicose — Malonyl) * 535 287

“Composto sugerido

Os compostos 32 e 52, apresentaram a fragmentacao do ion protonado [M + H] " de m/z 355,
0 que sugere derivados do &cido clorogénico de massa molecular 354,31 g/mol. A fragmentacéo leva
a formacdo de MS2 m/z de 162, pela perda do &cido quinico (M+H -193) * (Figuras 3 e 4).
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Figura 3 - Espectro MS composto 32.
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A fragmentacdo do composto 72, de ion m/z 595,17, sugere um flavonol, o kaempferol-3-O-

rutinosideo, de peso molecular 594,52 g/mol (Figura 5).
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Figura 5 - Espectro MS composto 72.
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A fragmentacdo do composto 99, de m/z 464,55, sugere o derivado de quercetina, denominado

isoquercitrina, de peso molecular 463,371g/mol (Quercetina 3-O-glicosideo) (Figura 6).
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Figura 6 - Espectro MS composto 99.
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Composto numero 100, de m/z 465, fragmenta-se com a perda de uma glicose, formando o

ion m/z 303, o que sugere um glicosideo de quercetina (Figura 7).
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Figura 7 - Espectro MS composto 100.
Composto namero 112, ion m/z 551, forma MS2 303. Possivel derivado de quercetina. Q-
Rha-M (Figura 8).
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Figura 8 - Espectro MS composto 112.
Compostos 121 e 122 - Apresentaram fragmentacdo do ion m/z 449,09, com a formacéo do
fon m/z 287,03 pela perda de uma molécula de glicose, o que sugere um glicosideo derivado de

kaempferol (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Espectro MS composto 121.
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Figura 10 - Espectro MS composto 122.
Composto nimero 138, de m/z 535, fragmenta-se e forma MS2 287. Sugere um glicosideo de
kaempferol. K — G — Malonyl (Figura 11).
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Figura 11 - Espectro MS composto 138.
Na analise qualitativa exploratéria, foi escolhido o comprimento de onda 340 nm para a

obtencdo do espectro UV dos compostos (Figura 12).
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Figura 12 - Cromatograma UV 340 nm do extrato de M. oleifera.

A partir do cromatograma UV a 340 nm foram extraidos os espectros com comprimento de
absorcdo méaxima dos picos. Os picos 31, 53, 76, 105 121, 129 e 148 apresentaram absorcao nas
bandas caracteristicas de flavonoides (Figura 12). O tempo de retencdo para cada composto esta

descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Tempo de retencdo dos picos do cromatograma UV 340nm.
Tempo de retencédo (Rt)

Pico

minutos
31 2,7-29
53 42-44
76 55-5,6
105 75-7,6
121 8,0-8,1
129 8,3-8,5

148 9,0-9,2
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Atividade antiglicante

Mobilidade proteica relativa em eletroforese (MRE)
Na Figura 14 estdo apresentados os perfis eletroforéticos do extrato em contraponto a acao
glicante da Ribose e antiglicante da Aminoguanidina. E possivel observar que o extrato, de acordo

com esta metodologia apresentada, apresentou atividade antiglicante.

+

Figura 14 - Teste de mobilidade relativa em eletroforese para avaliagdo da capacidade antiglicacéo.
1=BSA, 2=BSA+Ribose, 3=BSA+Ribose+Aminoguanidina e 4= BSA+Ribose+Aminoguanidina e
extrato das folhas M. oleifera. Onde BSA=Albumina Sérica Bovina.

Determinacéo de grupos de amina livres (OPA)

Na Figura 15 estéo apresentados os valores em porcentagem de aminas livres determinadas
pelo método do OPA, realizado com o extrato de M. oleifera (EMO) em associa¢do com BSA, como
proteina; Ribose (RB), como agente glicante e Aminoguanidina (AMG), como antiglicante. E
possivel observar que 65% das aminas se encontram livres da glicacdo na presenca da Ribose em
associagdo com o extrato de M. oleifera, refletindo, assim, no valor real de aminas livres do grupo

tratado com o extrato.
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Figura 15 - Porcentagem de aminas livres determinada pelo método do OPA.
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Na figura 16 estdo apresentados os resultados da determinacgé@o de aminas livres expressos por
intensidade de fluorescéncia e porcentagem de inibicdo de glicacdo, onde € possivel observar, que o
extrato inibiu a glicacdo em aproximadamente 83%, enquanto que o controle tratado com
Aminoguanidina apresentou 78% de inibig&o. Estes resultados estdo de acordo com a fluorescéncia
determinadas para as amostras reacionais avaliadas.
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Figura 16 - Resultados da formacdo dos AGEs determinada por intensidade de fluorescéncia (A) e
porcentagem de inibi¢cdo dos AGEs (B).

Avaliacdo da citotoxicidade do extrato - Ensaio de Sulforrodamina B e MTT

Para o ensaio de Sulforrodamina B a doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e 0
controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. O extrato foi testado em diluigéo seriada,
em triplicata. O estudo da atividade citotoxica do extrato foi realizado em linhagens tumorais
humanas (glioma, mama, ovario com fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos, rim, pulmao-tipo
ndo pequenas células, prostata, ovario e colon), e comparadas com linhagem ndo tumoral humana
(queratindcito). Observa-se o efeito da doxorrubicina nas linhagens celulares testadas e o efeito do
extrato de M. oleifera, nas mesmas linhagens celulares (Figura 17). De acordo com os graficos
apresentados é possivel observar que o extrato apresentou potencial citostatico para todas as linhagens
celulares estudadas. De acordo com a Tabela 4, verifica-se que o extrato foi menos citostatico para a
linhagem de queratinécitos humanos (q =HaCaT).
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Tabela 4 - Atividade antiproliferativa

2 M a 7 4 p 0 h q
Doxorrubicina 0,026 <0,025 0,16 <0025 <0,025 023 0,14 0,26 <0,025
Ext. Moringa 208,31 193,52 44,20 3751 102,20 34,79 32,34 * 16,61

Linhagens tumorais humanas: 2 = U251 (glioma); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovério
com fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulméo, tipo ndo
pequenas células); p = PC-3 (préstata); o0 = OVCAR-03 (ovario); h = HT-29 (c6lon). Linhagem néo
tumoral humana: g = HaCaT (queratindcito). Glso: Growth Inhibition 50 — concentragéo necessaria
para inibir em 50% a proliferacdo celular. * Glso > 250 pg/mL- Atividade antiproliferativa expressa
como concentracdo necessaria para inibir em 50% a proliferacéo celular (Glso, pg/mL)
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Figura 17 - Efeito da doxorrubicina (A) e do extrato de M. oleifera (B) em linhagens celulares
tumorais e em queratindcitos.
Para o0 ensaio do MTT foi utilizada linhagem de células de queratindcitos humanos (HaCaT).

Foi possivel verificar que o extrato se mostrou citotéxico desde a menor concentracdo testada (1,56
mg/mL) (Figura 18).
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Figura 18 - Efeito do extrato de M. oleifera na viabilidade celular.

4. Discusséo

A atividade antioxidante avaliada no presente estudo demonstrou que o extrato de M. oleifera
representa uma importante fonte de compostos antioxidantes presente em suas folhas. Isto pode ser
observado pelos métodos de avaliacdo adotados, como a avaliacao do sequestro do ion DPPH, o efeito
quelante do ferro (FRAP), a peroxidacéo lipidica (TBARS), o sequestro do oxido nitrico (NO) e a
capacidade de absorcdo do radical oxigénio (ORAC-FL). Estes dados reforcam e corroboram aos
encontrados por Nambiar et al. (2013), Rodriguez-Pérez et al. (2015), Gimenis et al. (2018) e
Thomson et al. (2018). Porém no presente estudo sdo apresentados resultados do potencial
antioxidante avaliado por diferentes métodos, os quais ndo foram realizados concomitantemente nos
estudos até o momento publicado.

Diante do potencial antioxidante apresentado pelo extrato de M. oleifera e sabendo que os
compostos fenolicos, mais precisamente a classe dos flavonoides, representam os compostos com tal
atividade, foi determinado o contetido fenolico e flavonoidico total no mesmo. Os resultados obtidos
estdo de acordo com Coppin et al. (2013) e Jaiswal et al. (2013), onde 0os mesmos demonstraram a
presenca de diferentes compostos fendlicos e flavonoides como compostos ativos do extrato.

Por meio da analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia das fracbes do extrato de M.
oleifera foi possivel constatar a presenca de &cido clorogénico e compostos flavonoidicos nas
mesmas. Em analise semelhante realizada Amaglo et al. (2010), indicaram a presenca de compostos
como agucares, principalmente ramnose (glucosinolatos e isotiocianatos) e compostos flavonoidicos
relativamente complexos, consistindo de glicosideos, rutinosideos, malonilglucosideos, kaempferol,
quercetina e isoramnetina no extrato das folhas M. oleifera. Somado a isso, Van Dijk et al. (2009) e

Tunnicliffe et al. (2011) demostraram em seus estudos a importancia do acido clorogénico em
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controlar os niveis de agucar no sangue e Edwards et al. (2007) e Larson et al. (2012) demostraram
que o composto flavonoidico quercetina apresenta expressiva atividade antioxidante e pode
influenciar na pressao arterial, reduzindo a mesma em pacientes hipertensos. Estes estudos estdo
concernentes com as atividades atribuidas a utilizagdo da M. oleifera na alimentacéo e tratamento de
diferentes doencas, assim como também foi observado a presenca destes compostos no presente
estudo e sua possivel relacdo com a atividade antioxidante.

Na avaliacdo antiglicante pelo teste de MRE, OPA e determinacéo de AGEs por fluorescéncia,
utilizando o BSA padrdo como proteina, e Ribose como agente glicante, foi possivel constatar que o
extrato apresentou atividade antiglicante, pois diminuiu a degradacédo da estrutura molecular do BSA
na presenca de ribose, resultando na diminuicdo da mobilidade da proteina em gel de poliacrilamida.
A atividade antiglicante do extrato também pdde ser observada pelo aumento da porcentagem de
aminas livres no BSA em associa¢do com extrato de M. oleifera evitando assim a glicagéo da ribose
sobre 0 BSA. Esta constatacdo foi evidenciada também pela determinacdo da formacdo dos AGEs,
tanto avaliado pela fluorescéncia como na porcentagem de inibicdo dos AGEs.

Estudos realizados por Lunceford e Gugliucci (2005) e Ramkissoon et al. (2013), tém
demonstrado a importancia da investigacdo da capacidade antiglicante de compostos naturais de
origem vegetal, por suas acGes preventivas e para tratamento de doencas degenerativas relacionadas
com o envelhecimento. Apesar disso, e de acordo com Peng et al. (2008) é dificil decidir exatamente
em que sentido ou em qual fase ha intervencdo do extrato para reduzir a formacao de produtos finais
da glicagéo avancada. No entanto, Gugliucci et al. (2009) e Beaulieu et al. (2010) consideraram que
a alta capacidade antioxidante estd correlacionada com a atividade antiglicacdo e esta pode ser
provocada pela eliminagdo de radicais livres e/ou atividades de captura de ions de metais.

Para a avalicdo da citotoxicidade do extrato, sabe-se que uma ampla gama de produtos de
origem natural pode apresentar toxicidade ao nivel genético e celular ou sistémico. Neste contexto, a
utilizacdo de ensaios preliminares com células que permitam a avaliacdo inicial acerca da toxicidade
de um produto é amplamente recomendada devido ao baixo custo, rapida obtencdo de resultados,
visando também evitar o uso desnecessario de animais. Entre estes estéo os testes com sulforrodamina
B e, ainda mais utilizado, o teste do MTT, que possibilita verificar, por espectrofotometria, o efeito
de produtos sobre a viabilidade celular (Mosmann, 1983; Alley et al., 1988).

De acordo com o guideline da OECD (2010) (Organization for Economic Cooperation and
Development) para testar substancias quimicas usando os testes in vitro, devem ser avaliadas no
minimo trés concentragdes diferentes. Os testes de citotoxicidade in vitro sdo importantes para se
verificar a toxicidade de novos compostos, principalmente quando se estd verificando sua

aplicabilidade como agente terapéutico (Melo et al., 2000).
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Os resultados de citotoxicidade obtidos demonstram que o extrato das folhas de M. oleifera
tem efeito inibitorio em diferentes linhagens celulares. Anwar e colaboradores (2007) demonstram
que as folhas sdo uma fonte potencial para atividade antitumoral. Patel e Pande (2018), sobre
citotoxicidade da M. oleifera, reforcam que o extrato de folhas de Moringa oleifera tem um
significativo efeito inibitério em diferentes linhagens celulares, porém ndo induzem citotoxicidade
em células normais. Em outros estudos, Ghosh e Gaba (2013) e Muhammad et al. (2013)
demonstraram que M. oleifera é exemplo de planta rica em flavonoides e utilizada no tratamento de
feridas pois contribuiu para o aumento na proliferagdo e migracdo de fibroblastos, assim como
proliferacdo em células Hacat. Os autores atribuem estes resultados & presenca de derivados de acidos

fendlicos no extrato avaliado.

5. Concluséo

Diante dos resultados obtidos neste estudo foi possivel concluir que Moringa oleifera possui
potencial para ser utilizada como fonte de compostos antioxidantes, antiglicantes e citotoxicidade em
linhagens de células tumorais, refletindo na possibilidade da utilizacdo desta espécie em diversas

aplicacdes na area da salde, cosmética e alimentacao.
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CAPITULO 2

Analises por Biometrologia cutanea de lipossomas contendo extrato de folhas de Moringa oleifera L.

Resumo

Neste estudo foi obtido lipossomas e aplicado o extrato hidroetandélico das folhas de Moringa oleifera
Lam para andlise instrumental da integridade da barreira cutanea. Para a analise instrumental da
eficacia das formulacdes foram utilizados os equipamentos de biometrologia cutanea Corneometer®
CM825, Tewameter® TM300 e pHmeter® pH900. Foi observado que os lipossomas incorporados com
0 extrato Moringa oleifera apresentou melhor estabilidade quando comparado aos lipossomas sem
extrato, 0 que sugere que o extrato teve efeito positivo na formacgéo dos lipossomas. Com relagao aos
testes biofisicos realizados foi possivel observar que as formulagdes com os lipossomas incorporados
com o extrato mantiveram a hidratagéo da pele.

1 Introducéo

Moringa oleifera Lam é uma planta com diversas propriedades ja comprovadas e devido a
estas propriedades, muitas industrias estdo desenvolvendo vérios produtos com moringa, como
capsulas, chas, 6leos, sabdes, shampoos, cremes anti-rugas, suplementos de salde, medicamentos,
dentre outros (Anwar et al., 2007; Thurber e Fahey, 2009; Koul e Chase, 2015; Oyeyinka e Oyeyinka,
2018).

O mercado cosmético brasileiro apresentou nos Ultimos 10 anos um crescimento de 8,2% e 0
setor fechou 2017 com um crescimento de 3,2%. Atualmente o Brasil ocupa a quarta colocacdo no
ranking mundial, atrds somente do Japdo, China e dos Estados Unidos (ABIHPEC, 2019).
Considerando a imensa segmentacao do setor em produtos para cuidado da pele e anexos cutaneos,
0s cosmeéticos com hidratacdo comprovada sdo extensamente comercializados e garantem posi¢do de
destaque no mercado (Chaves et al, 2014).

Em dermocosmeética, os lipossomas constituem, atualmente, uma tecnologia de ponta, que
vem, de certa forma consolidar as bases dos cosméticos. A pele, maior 6rgao do corpo humano, é
atraente para a aplicacdo com acdo tdpica ou sistémica, em caso de entrega de medicamentos no
tratamento de uma ampla variedade de doencas. No entanto, 0 estrato corneo é uma barreira eficaz
que dificulta a penetracdo na pele. Dentro deste contexto, 0s lipossomas emergem como um
transportador potencial para melhorar a distribuicdo topica de agentes para cuidados da integridade
da pele e com acdo terapéutica (Carita et al., 2018).

Sabe-se que a membrana celular € composta, entre outros constituintes, de fosfolipideos,
proteinas e pequena quantidade de colesterol. Com o envelhecimento ha um aumento progressivo de
colesterol, que vai provocando o enrijecimento da membrana e tornando mais lento o intercambio

celular com o exterior. Quando os fibroblastos diminuem sua atividade, o colapso na sintese de
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colageno e elastina determina o aparecimento de rugas e flacidez. Por isso, a utilizacdo de lipossomas
como transportadores de substancias para cuidado da pele é intensa em diversas formulacgdes, pois
além de serem capazes de encapsular compostos biologicamente ativos, eles interagem com a
membrana celular restituindo sua fluidez (Oliveira, 1993). Algumas das vantagens do emprego de
lipossomas séo evidenciadas ao fato de que podem transportar substancias hidro e lipossoluveis;
apresentam alta afinidade pelas membranas biolégicas devido a sua estrutura de bicamada, sdo
constituidos de anfifilicos naturais biocompativeis e biodegradaveis, além de acentuarem a hidratacao
natural da pele e de anexos cutaneos (Chorilli et al., 2004).

A pele possui diversas fungcbes como a homeostase e a protecdo, porém estas funcbes sao
desempenhadas com exceléncia quando o tecido tegumentar apresenta condi¢cdes normais e plenas de
funcionamento e cuidado (Jacobi, 1959). Para que a pele esteja em estado adequado de
funcionamento, dois processos basicos agem em conjunto: a limpeza e a hidratacdo cutanea (Draelos,
2005). Com a perda de integridade da barreira cutanea e desequilibrio na descamacéao corneocitica,
h& um aumento da perda de agua transepidérmica (TEWL) resultando em xerose, com seus sinais e
sintomas caracteristicos (L6den, 1997; Addor, 2010). A desidratacdo cutanea pode ser tratada ou
prevenida com o uso de formulagdes hidratantes, que agem sobre a pele por diferentes mecanismos
de acéo.

Nas ultimas décadas gracas aos avangos cientificos relacionados com a pesquisa cutanea ao
desenvolvimento de varios equipamentos, tem-se avaliado in vivo e de modo néo invasivo, a eficacia
e a seguranca de formulages tdpicas para o cuidado e tratamento da pele. Em resultado do avanco
tecnoldgico na area da cosmética e de forma a obterem-se resultados precisos e reprodutiveis, surge
a ciéncia da biometria cutanea que tem por objetivo estudar as caracteristicas biologicas, mecanicas
e funcionais da pele (Roberts et al., 2019). Com os métodos biofisicos existentes é possivel mensurar
as propriedades mecéanicas da pele. Algumas das mais comumente avaliadas incluem a hidratagéo, a
perda de &gua transepidérmica e o pH cutaneo (Agache et al., 1980; Elkhyat et al., 2001; Shai et al.,
2001; Azulay et al., 2010; Benson et al., 2019).

2 Material e Métodos

2.1 Coleta e preparacgao do extrato

As folhas de Moringa oleifera foram coletadas no Campus da Faculdade de Ciéncias e Letras
de Assis, Universidade Estadual Paulista (22°39°00,66°°S e 50°26°15,86°°0, altitude 845m). As
folhas foram primeiramente selecionadas, limpas, e depois submetidas ao processo de secagem, em

estufa de ar circulante (Cienlab, Brasil), a temperatura media de 40°C, até obter a propriedade
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organoléptica da cor propria para a trituracdo. As folhas foram trituradas em moedor elétrico (Cienlab,
CE-430, Brasil) e o po6 resultante foi utilizado para obtencéo do extrato.

O extrato das folhas secas da M. oleifera foi preparado na proporcao de 1:10 (p/v) com solucéo
de etanol a 70% em agua destilada, por macerag¢do com agitacdo e ao abrigo da luz por 24 horas. Apds
este periodo, o extrato obtido foi filtrado a vacuo e o residuo vegetal reextraido por duas vezes. Os
volumes resultantes de trés repeticdes foram reunidos e concentrados em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida. O extrato foi congelado a -18°C e posteriormente liofilizado.

Apos a eliminagdo completa do solvente, o rendimento total de extrato seco obtido do preparo
de 85 g de po seco das partes folhas com 850 mL de solucéo de etanol a 70% em &gua destilada foi
de 9,785 g.

2.2 Lipossomas

2.2.1 Preparacao dos lipossomas
Os lipossomas foram preparados com dipalmitoilfosfatidilcolina de soja (DPPC) e colesterol

(Chol), ambos da Sigma-Aldrich, de acordo com as quantidades relacionadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo lipidica dos lipossomas utilizados.

DPPC (mg) Chol (mg)
40 2

Formulacéo

A mistura de lipideos foi dissolvida em cloroférmio e ap6s transferida para quatro tubos de
ensaio. Em seguida o solvente dos tubos foi evaporado lentamente sob fluxo de nitrogénio, para a
formacdo de um fino filme lipidico na parede do tubo. Posteriormente, o solvente residual foi
eliminado sob vécuo por aproximadamente 20h. A ressuspensdo do filme lipidico foi feita utilizando
1 mL de &gua milli-Q em cada tubo para a obtencdo dos lipossomas vazios e para a obtencdo dos
lipossomas contendo o extrato de M. oleifera foi utilizada 1 mL em cada tubo da solucgéo preparada
com 40 mg de extrato e 4 mL de &gua milli-Q. Para o desprendimento total do lipideo das paredes
do tubo, foram feitas agitacbes mecanicas em agitador tipo Vortex, obtendo desta forma uma
suspensdo de vesiculas multilamelares grandes (MLV’s) que foi submetida ao processo de extrusao
para sua homogeneizagéo e padronizacdo de tamanho. Para a técnica de extrusdo foi utilizado extrusor
Avanti Polar Lipids®, equipado com membrana de policarbonato Nuclepore®, GE Healthcare Life
Science, com poros de 100 nm de diametro. O equipamento foi aquecido até aproximadamente 60°C
e foram realizados 30 ciclos de extrusdo afim de se obter lipossomas com tamanho homogéneo
(Sharm e Sharma, 1997; Carneiro e Santana, 2004).
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2.2.2 Caracterizacdo fisica dos lipossomas

Apds a preparacdo dos lipossomas, a caracterizacdo fisica das vesiculas foi realizada por meio
da técnica de espalhamento dinamico de luz (light scattering), o qual determinou o tamanho médio
das vesiculas, potencial zeta e indice de polidispersividade (IPD). Tais parametros estdo relacionados
com as caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas produzidos. Esta técnica fornece o raio
hidrodinamico de particulas coloidais, calculado pela equacéo de Einsten-Stokes. A técnica consiste
em atravessar determinada amostra com um feixe de laser, de modo que as goticulas presentes no
meio espalhem a luz. Esta é captada em sinal que é enviado ao correlator, no qual é feito o
processamento dos dados, fornecendo os valores de didmetro médio e indice de polidispersividade
(BERBEL MANAIA et al., 2017). Foi utilizado o equipamento ZetaSizer Nano NS; Malvern
Instruments UK, com fonte de laser He-Ne 4,0 mW, 633 nm. O potencial zeta, que indica a carga de
superficie dos lipossomas, também foi analisado pelo mesmo equipamento. As amostras de
lipossomas foram diluidas em 1:10 antes das analises em agua milli-Q.

2.2.3 Estabilidade dos lipossomas
Para realizar o estudo da estabilidade, os lipossomas produzidos foram armazenados em
refrigerador em temperatura de 2-8°C durante todo o periodo de analise. Nos tempos de 24 horas, 15,

30 e 60 dias foram analisados o tamanho médio, indice de polidispersividade (IPD) e potencial zeta.

2.2.4 Avaliacdo da atividade antioxidante dos lipossomas

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante dos lipossomas vazios e com 0 extrato
incorporado, foi utilizada a metodologia da atividade sequestradora do radical livre DPPH. Para esta
avaliacdo foi utilizada a metodologia descrita por Blois (1958) e Brand-Williams et al. (1995) com
algumas modifica¢fes. Uma mistura reacional contendo 1 mL de tampdo acetato (100 mM / pH 5,5),
1,25 mL de etanol absoluto, 250 pL de solucdo etandlica de DPPH (500 uM) e 50 pL do extrato
diluido em etanol na concentracdo de 10 mg/mL, foi agitada em vArtex e permaneceu em repouso por
um periodo de 30 minutos em ambiente de pouca luminosidade. O DPPH apresenta maxima
absorbancia a 517 nm, que decresce na presenca de moléculas doadoras de H*, indicado pela mudanga
da coloracdo roxa para amarelo. As absorbancias foram determinadas em espectrofotometro UV-
visivel a 517 nm.

Todas as determinag6es foram realizadas em triplicata para analises estatisticas e a atividade
sequestradora do radical DPPH foi expressa em porcentagem, sendo calculada de acordo com a
seguinte equacdo: Atividade antioxidante (%) = [(Acontrole-Aamostra) / Acontrole] x 100. Onde,
Acontrole € a absorbancia do controle (contém tudo exceto a amostra) e Aamostra € a absorbancia da

amostra ap6s 30 minutos. O acido galico foi utilizado como controle positivo.
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2.3 Preparo das formulagdes

Foi usada a hidroxietilcelulose para a preparacdo dos géis. Esta goma é utilizada em bases
dermatoldgicas pois possui bom espalhamento, ndo é gordurosa e pode veicular ingredientes ativos
hidrossoluveis e também lipossomas. Foram desenvolvidas bases gel com extrato de M. oleifera e

lipossomas, com e sem extrato de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 - Desenvolvimento das formulacdes BS (base gel), EX (base com o extrato), LV (base
com lipossomas sem extrato) e LE (base com lipossomas com extrato incorporado).
BS EX LV LE

Nome Quimico INCI NAME Funcao %) | (%) | (%) | (%)
Hidroxietilcelulose | Hydroxyethylcellulose Age:ntg d? 2,0 2,0 20 | 20
consisténcia
Propilenoglicol Propyleneglycol Umectante | 8,0 80 | 80 | 80
Metlllsothzolmona e | Methylisothiazolinone Conservante | 0.5 05 | 05 | 05
fenoxietanol and phenoxyethanol
* 1 1
Extr_ato I|qU|_do de Hidratante 5
Moringa oleifera -
Vetor para
Lipossomas Liposomes tran(sjzorte 5

substancias

Lipossomas com

extrato de Moringa - Hidratante 5
oleifera
Glicerina Glycerin Umectante | 2,0 20 | 20 | 20
Agua purificada Aqua Veiculo gs.p | qsp | qsp | qs.p

* Extrato liquido de Moringa oleifera: o extrato foi preparado utilizando-se 200mg do extrato de
Moringa oleifera, solubilizado em 20mL de agua destilada.

O método de preparo das formulacBes consistiu em primeiramente pesar e medir 0s
componentes da formulacdo. Em um béquer foram transferidos a agua, a hidroxietilcelulose, o
propilenoglicol e a glicerina. Em banho-maria foi aquecido a 70° até a formacéo de um gel espesso.
Em seguida foi retirado do aquecimento e com 30° foi adicionado a metilisotiazolinona e
fenoxietanol. Apo6s resfriamento da formulagdo em temperatura ambiente, foram adicionados os
lipossomas e o extrato de acordo com a tabela acima e envasados.

Apos a incorporacdo do extrato e dos lipossomas, foi medido o valor de pH de todas as
formulagbes, e o valor encontrado nas mesmas foi 5,5, antes e ap6s a adicdo do extrato ou das

formulagdes de lipossomas.
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2.4 Delineamento experimental

Tratou-se de um estudo randomizado, no qual métodos biometrolégicos foram utilizados para
mensurar a hidratacdo, perda de dgua transepidérmica e pH cutaneo, importantes para avaliacdo de
funcio barreira da pele (Silva et al., 2009). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Paulista — UNIP através da Plataforma Brasil (parecer nimero 2.920.018).

Foram selecionados doze voluntarios adultos do sexo feminino e masculino, com idade entre
18 e 50 anos, que ndo apresentavam nenhum tipo de lesdo cutanea, nem qualquer relato de alergia a
géis hidratantes. Os participantes foram devidamente informados sobre o0 experimento e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

No laboratorio, foi realizado controle de temperatura, mantida em (22°C + 2), e de umidade
relativa, que se manteve em (45% = 5).

Os participantes foram previamente orientados a ndo utilizar nenhum tipo de creme quarenta
e oito (48) horas antes do experimento e chegar ao laboratério com meia hora de antecedéncia para
ambientacao.

Estando os antebracos limpos e na regido sem pelos, foram demarcados quadrados de 3cm?,
distantes 3cm entre si. Em cada quadrado, foi realizada a aplicacdo de uma das amostras, em ordem
aleatoria, no antebraco dos participantes, na concentracdo de 2mg de creme por cm? de pele. Um
desses quadrados foi a area controle, onde nada foi aplicado. O quadrado de nimero 1 correspondeu
a aplicacdo do gel BS; o quadrado 2, do gel EX; o quadrado 3, do gel LV e o quadrado 4, do gel LE.
O quadrado 5 foi utilizado como controle, sem aplicacdo de produto.

Depois de aplicadas todas as amostras, foram realizadas as medidas de hidratacao atraves do
Corneometer®, de perda de agua transepidérmica através do Tewameter®, e pH da pele com o
pHmeter®, ambos da marca Courage — Khazaka® (Colonia, Alemanha).

Os tempos para leitura das amostras foram antes da aplicacdo do produto, 1 hora apés, 2 horas
apos, 3 horas apds e 4 horas apds aplicacdo. A partir das medidas realizadas nos intervalos de tempo
citados, calculou-se o valor médio de hidratacdo e o valor médio de perda de agua transepidérmica

dos voluntarios e o valor médio da variacéo de pH.

2.5 Avaliacao por Biometrologia Cutanea

2.5.1. Avaliagdo in vivo da hidratacdo cutanea - Corneometer®CM825

Desde sua primeira fabricagcdo comercial em 1982, o Corneometer® tornou-se um dos
dispositivos mais utilizados para a avaliacdo quantitativa da hidratacdo epidérmica. O Corneometer®
é um método convencional e simples que determina o contetdo em agua da epiderme (Sotoodian e

Maibach, 2012). Baseia-se no principio da capacitancia, ja que o estrato corneo seco é um meio



71

dielétrico, e esta propriedade é alterada conforme a quantidade de agua presente. A medida consiste
na comparacdo da constante dielétrica da &gua com a de outras substancias. O capacitor, formado
entre a base da sonda Corneometer® e a pele, apresenta alteracdes no valor da capacitancia conforme
0 conteudo de agua (Chaves et al., 2014). A medigdo da capacitancia da superficie cutanea é
convertida em unidades arbitrérias, que correspondem ao grau de hidratacdo, e que variam
teoricamente de 0 a 120 UA (Holm et al., 2006; Leonardi et al., 2002). No entanto, in vivo esta tecnica
apresenta um intervalo de sensibilidade de 20 a 110 UA (Takiwaki, 2006). O Corneometer® tem uma
variedade de aplicagOes na préatica dermatoldgica e cosmetica, onde é usado para avaliar efeitos dos
produtos cosméticos na pele, na hidratagdo, e no estudo de condi¢bes como psoriase e dermatite
atopica (Werner, 1986; Berardesca et al., 1990; Borzdynski et al., 2017).

2.5.2. Avaliagdo in vivo da perda de 4gua transepidérmica - Tewameter®TM300

E importante avaliar a integridade da barreira cutdnea com aparelhos capazes de medir a
porcentagem de agua que se evapora a superficie da pele, uma vez que existe um aumento da perda
de agua transepidérmica (TEWL — Transepidermal Water Loss) quando a barreira se encontra
danificada (Buraczewska et al., 2007).

A &gua encontra-se na derme na forma de um reservatorio e segue uma dire¢do do interior
para o exterior da pele. Quando chega a superficie cutanea, sofre evaporacao e estabelece-se um fluxo
constante de agua. Esse fluxo varia consoante os individuos sendo maior numa pele bem hidratada
do que numa pele insuficientemente hidratada em que o estrato corneo aparece seco. A média de
fluxo de agua que evapora a superficie da pele é de 5g de 4gua/m? /hora, e corresponde a uma perda
de agua de 300 a 400ml/24horas (Martini, 2005). No entanto, apesar de ser uma evaporacao
permanente, a agua é renovada por um processo de difusdo a partir das camadas mais profundas da
pele e também é compensada por um aporte nutricional, denominando-se este processo por perda de
agua transepidérmica (Martini, 2005; Rosado et al., 2009).

O Tewameter® mede a taxa de evaporacdo de agua na superficie da pele, em mg/(cm? h).
Baseia-se no processo da evaporimetria e compreende o principio de avaliacdo do gradiente de
pressdo de vapor de agua sobre a superficie. O Tewameter® consiste numa sonda cilindrica, aberta
nas duas extremidades, ligada a um dispositivo de processamento de sinal. A sonda compreende dois
pares de sensores, dois sensores de humidade emparelhados com dois sensores de temperatura. Os
dois pares de sensores sdo colocados sobre a superficie da pele a distancias diferentes, 4,5mm e
10,5mm respetivamente para os sensores de humidade e os sensores de temperatura (Rogiers, 2001;
Serup, 2006). A medida da TEWL, e consequente qualidade da funcdo barreira da pele, € um
parametro basico a determinar, uma vez que condiciona a aplicacdo de produtos tanto em areas

médicas como cosméticas. A medida do parametro da TEWL é assim considerada de grande
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importancia, uma vez que permite avaliar se um produto provoca distarbio na integridade da barreira
cutanea ou ndo. Salienta-se que a avaliacdo deste parametro encontra-se muitas vezes associada a
avaliacdo da hidratacdo, isto porque a hidratacdo cutanea encontra-se muito intimamente ligada a

TEWL que se verifica a nivel cutaneo.

2.5.3. Avaliacao in vivo do pH cutaneo — pHmeter®PH900

O pH cutéaneo varia consoante o individuo e a zona corporal, situando-se geralmente entre 4 e
7, representando uma média de 5,5. O pH da superficie cuténea é assim um pH &cido, no entanto
passa a pH neutro na derme (cerca de 7). Esta diferenca deve-se ao aumento da atividade dos ions H+
devido a hidrolases presentes na epiderme e que originam varios &cidos hidrossolaveis,
principalmente o acido urocanico, o acidopirrolidinona-5-carboxilico e o acido latico. Estes acidos
provém na sua maioria da desintegracdo da filagrina, e o valor de pH vai decrescendo a medida que
ocorre 0 processo de queratinizacdo. O pH da pele é um pardmetro crucial a considerar uma vez que
se observa que praticamente todas as dermatoses sdo acompanhadas de uma alcalinizacdo da
superficie da pele. O seu valor é influenciado por fatores como a idade (ha um aumento do pH cutaneo
com a idade), o género (pH é mais alcalino nas mulheres) e fatores externos (o uso de detergentes
aumenta o pH) (Martini, 2005).

A avaliacdo do pH da superficie da pele constitui um importante parametro de medicdo da
bioengenharia da pele, uma vez que fornece informacGes sobre a sua capacidade tampdo. Este
mecanismo de regulacdo é de extrema importancia para a manutencdo da integridade e coesdo do
estrato cérneo, bem como da homeostasia e fungdo antimicrobiana. Assim, é essencial proceder a
medicdo do pH cutaneo para proceder a avaliacdo geral do estado fisiologico da pele (Fluhr et al.,
2006).

O método mais comum para determinar o pH cutdneo baseia-se no principio da
potenciometria, como o aparelho de medida o pH meter® da Courage Khazaka. A determinacao da
acidez cutanea é efetuada por potenciometria direta através de eletrodos especiais (Barata, 2002).
Constitui um método rapido, facil e econdmico para determinar o pH da superficie da pele ou do
couro cabeludo. O aparelho baseia-se numa sonda constituida por um eletrodo de medida, sensivel
aos ions H+, e por um eletrodo de referéncia. A sonda encontra-se ligada a um cabo que contém o
sistema eletronico de medicéo.

Medidas da variacdo do pH cutdneo tem grande relevancia em campos de aplicacéo
farmacéuticos e cosméticos nomeadamente para o desenvolvimento de produtos especificos tais
como produtos para cuidados da pele e do couro cabeludo, detergentes e produtos farmacéuticos. A
determinacdo do pH e também muito Util para o diagndstico e monitorizacdo de doengas da pele

relacionadas com variaces nos valores de pH. E também importante a determinac&o da acidez da
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superficie da pele quando se pretende promover produtos como champds, sabonetes ou ainda

produtos de cuidados para a pele.

3. Resultados

3.1 Caracterizacao fisica dos lipossomas

A caracterizacdo fisico-quimica de nanocarreadores como o0s lipossomas é essencial para se
conhecer seu comportamento, 0 que garantira a qualidade do sistema produzido, além de conferir
seguranga para seu uso futuro em meio bioldgico. Para os lipossomas, a técnica de espalhamento de
luz dindmico (Dynamic light scattering — “DLS”) ¢ a mais utilizada e determina o tamanho médio
dos lipossomas, indice de polidispersividade (IPD), além do potencial zeta. A medida do tamanho
médio dos lipossomas estd relacionada com o movimento de suas flutuagBes brownianas. O
equipamento concentra um feixe de luz laser na solugdo dos lipossomas, e um detector de fétons
mede a intensidade do deslocamento da radiacéo incidente, dependendo do tempo das flutuacoes. A
equacdo de Stokes-Einstein relaciona a escala de tempo das flutuacGes das vesiculas com o diametro
hidrodindmico equivalente da particula, tornando possivel o calculo de seu tamanho médio. A medida
do indice de polidispersividade (IPD) esté relacionada com a medida de tamanho médio, e indica a
homogeneidade da solucao de lipossomas. Valores abaixo de 1 séo requeridos para nanocarreadores
e sdo aceitos valores na faixa de 0,01 até 0,7 para lipossomas. Quando menor o valor de IPD, mais
homogénea é a solucdo de lipossomas analisadas. J& o potencial zeta, representa a diferenca de
potencial entre a superficie da vesicula e o potencial elétrico da solucéo, e pode ser usado para prever
a estabilidade da solucédo dos lipossomas.

Assim, para conhecer as caracteristicas do sistema lipossomal produzido, as formulacGes
desenvolvidas foram analisadas em DLS e os resultados séo evidenciados na Tabela 3. Foram
realizadas novas leituras para verificar a estabilidade do sistema lipossomal produzido nos dias 15,
30 e 60 para todas as formulacgdes.

Tabela 3 - Determinacdo do tamanho médio (TM), indice de polidispersao (IPD) e potencial zeta

(Zeta) dos lipossomas contendo extrato de M. oleifera.

Dia de Lipossomas néo encapsulados Lipossomas encapsulados
Analise TM (nm) IPD Zeta(mV) | TM (nm) IPD Zeta (mV)
24hap6s | 736,4£107,9 0,930+0,09 1,37+0,07 | 153,9+141 0,170+0,01 6,60+0,1

15° dia 1427+274,1  0,930+0,07 0,84+0,09 | 177,4+1,92 0,356+0,02 4,66+0,11

30°dia 148,2+2,15  0,066+0,02 -29,7+2,06 | 174,1+2,44 0,333+0,02 4,46+0,13
60° dia 150,7£0,96  0,094+0,03 -8,88+0,67 - 0,967+£0,06 0,43+0,02
Dados apresentados por média + desvio padrdo
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Apo0s 24 horas da elaboragdo dos lipossomas, o tamanho médio dos lipossomas sem extrato
foi de 736,4 nm e o tamanho médio dos lipossomas com o extrato foi de 153,9 nm. Pode-se observar
que diminuiu o tamanho médio dos lipossomas com o extrato, o que evidencia que o extrato pdde ter
contribuido na formacdo dos lipossomas. O potencial zeta dos lipossomas produzidos foi positivo,
para todas as formulagdes preparadas. O potencial zeta é um dado importante na caracterizagdo dos
lipossomas pois pode ser utilizado para prever a estabilidade fisico-quimica das vesiculas. O valor
padrdo de potencial zeta utilizado para isto € de + 30 mV, ou seja, valores maiores que +30 mV e
menores que —30 mV estéo relacionados com boa estabilidade dos sistemas produzidos. Como 0s
lipossomas sem extrato incorporado e com extrato incorporado possuem potencial zeta na faixa de
1,37 e 6,60 respectivamente, séo entdo, formulacdes estaveis. O valor de IPD determina a distribuicdo
de tamanho dos lipossomas produzidos. Valores de IPD que variam de 0,05 a 0,08 indicam amostras
monodispersas e com distribuicdo monomodal, indicando a presenca de vesiculas em uma sé faixa
de tamanho médio. Valores de IPD nesta faixa foram encontrados para as formulagdes obtidas
contendo o extrato. Para os lipossomas sem o extrato o valor encontrado foi 0,930 e para 0s
lipossomas com extrato foi 0,170. Valores intermediarios de IPD, na faixa de 0,08 a 0,7 sdo
considerados ideais e indicam homogeneidade da amostra analisada, porém, podem indicar a presenca
de vesiculas em outras faixas de tamanho. A adi¢do do extrato a formulacéo de lipossomas tornou-a
mais homogénea. De forma geral, os parametros obtidos ap0Os caracterizacdo dos lipossomas
indicaram que a metodologia empregada produziu lipossomas de qualidade com a incorporacao do
extrato. Para os lipossomas com extrato incorporado, observa-se que ap6s 0 15° e 30° de preparo,
estes mantiveram a estabilidade, enquanto os lipossomas sem 0 extrato ndo mantiveram a
estabilidade.

3.2 Atividade antioxidante dos lipossomas

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados da atividade antioxidante das vesiculas com e
sem o extrato M. oleifera. Na avaliagdo antioxidante pelo teste DPPH foi observado que os lipossomas
sem o extrato apresentaram 14,73% de atividade antioxidante. J& os lipossomas com o extrato
apresentaram 69,98% de atividade antioxidante sequestradora do radical DPPH. Esses dados
demonstram que os lipideos utilizados para preparar os lipossomas possuem atividade antioxidante,
porém com o extrato, os lipossomas apresentam maior atividade antioxidante.

Tabela 4 - Atividade antioxidante pelo método DPPH dos lipossomas sem e com 0 extrato
incorporado.

Amostras Concentracdo (mg/mL) % AA
Lipossomas sem extrato - 14,73%
Lipossomas com extrato 10,0 69,98%

Acido galico 0,10 87,06

% AA = % de Atividade Antioxidante
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Quanto ao controle positivo (acido galico), 0 mesmo apresentou 87,06% em uma concentragdo de
100 pg/mL.

3.3 Biometrologia Cuténea

3.3.1 Analise do contetdo de 4gua da pele por Corneometria

A anélise do conteldo de &gua na pele foi determinada com o aparelho Corneometer®
CM825. Para a andlise estatistica foram comparados os valores da corneometria em relacdo aos
tempos de leitura e em relagdo aos produtos avaliados.

Comparacéao dos valores de Corneometer versus Tempo

Foi realizada anélise de variancia de um fator para comparar as médias dos valores de
hidratacdo (corneometer) de cada produto (BS, EX, LV e LE) e &rea controle — CT, nos tempos TO,
T1, T2, T3 e T4, agrupados conforme mostrado na Figura 1 e os valores de significancia “p” estdo na
Tabela 5. E possivel observar que valores de significancia (p>0,05), ndo ha diferenca significativa

entre as médias dos valores de hidratagdo entre os produtos no tempo TO e nos demais tempos.
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Figura 1 - Comparagéo dos valores de Corneometer versus Tempo

Tabela 5 - Valores de significancia de Corneometer versus Tempo (p>0,05)
Tempo Valor de p

T0 0,8237
T1 0,5986
T2 0,6747
T3 0,9765

T4 0,7419
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Comparacéo dos valores de Corneometer versus Produto

Foi realizada analise de variancia de um fator para comparar as médias dos valores de
hidratacdo (corneometer) de um produto nos tempos TO, T1, T2, T3 e T4, agrupados conforme
mostrado na Figura 2, de forma a avaliar se ha diferenca significativa, por exemplo, entre os valores
de hidratacdo do produto BS nos tempos TO, T1, T2, T3 e T4 e, e os valores de significancia “p” estdo
na Tabela 6.
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Figura 2 - Comparacéo dos valores de Corneometer versus Produto

Tabela 6 - Valores de significancia de Corneometer versus Produto (p>0,05)

Produto Valor de p

BS 0,1599
EX 0,0636
LV 0,3108
LE 0,0499
CT 0,7076

Para os produtos BS, EX, LV e &rea controle - CT, foram encontrados valores de p > 0,05,
portanto ndo ha diferenca significativa entre as médias dos valores de hidratagdo de cada um desses
produtos e area controle entre os tempos TO e T4.

O produto LE apresentou valor de p < 0,05, havendo, portanto, diferenca significativa entre
os valores de hidratacdo desse produto entre os tempos TO e T4. Dessa forma, foi aplicado o teste de

Tukey para verificar qual media é diferente das demais, conforme apresentado na tabela 7.
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Tabela 7 - Analise estatistica do produto LE

Grupos
Tempo Médias a b
T1 54,3563 falaiola
T2 49’2552 *kkk *kkk
T3 46’9218 *kkk *k*kk
TO 46 , 7333 *kkk *kkk
T4 45,6031 falioll

De acordo com essa tabela, é possivel inferir que h& diferenca significativa entre os valores
de hidratacdo do produto LE entre os tempos T1 e T4, ou seja, um valor maior de hidratacdo na 12

hora, que depois reduz e, em 4 horas é significativamente menor que na 12 hora.

Anédlise da perda de &gua transepidérmica — TEWL
A andlise da perda de agua transepidérmica foi determinada com o aparelho
Tewameter® TM300. Para a analise estatistica foram comparados os valores de TEWL em relacdo

aos tempos de leitura e em relagdo aos produtos avaliados.

Comparacéao dos valores de TEWL versus Tempo
Foi realizada a analise de variancia de um fator para comparar as médias dos valores de TEWL
de cada produto (BS, EX, LV e LE) e éarea controle - CT nos tempos TO, T1, T2, T3 e T4, agrupados

conforme mostrado na Figura 3, e na Tabela 8 estdo os valores de “p” obtidos.

14

12

T0 Tl T2 T3 T4
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Figura 3 - Comparacéo dos valores de TEWL versus Tempo
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Tabela 8 - Valores de significancia de TEWL versus Tempo (p>0,05)

Tempo Valor de p

T0 0,8467
Tl 0,8234
T2 0,9531
T3 0,9579
T4 0,8954

E possivel observar os valores de p > 0,05, portanto ndo ha diferenca significativa entre as

médias dos valores de TEWL entre os produtos no tempo TO e nos demais tempos.

Comparagéo dos valores de TEWL versus Produto

Foi realizada a analise de variancia de um fator para comparar as médias dos valores de TEWL
de um produto nos tempos TO, T1, T2, T3 e T4, agrupados conforme apresentado na Figura 4, de
forma a avaliar se ha diferenca significativa, por exemplo, entre os valores de TEWL do produto BS
nos tempos TO, T1, T2, T3 e T4. Na Tabela 9 estdo os valores de “p” obtidos.

14
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2
0
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e
© o N

Unidades de corneometer

Figura 4 - Comparagdo dos valores de TEWL versus Produto

Tabela 9 - Valores de significancia de TEWL versus Produto (p>0,05)

Produto Valor de p

BS 0,0012
EX 0,0002
LV 0,4436
LE 0,1453

CT 0,0153
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Para os produtos LV e LE os valores de p > 0,05, ndo havendo, portanto, diferenca
significativa entre os valores de TEWL de cada produto nos tempos analisados.

Para os produtos BS, EX e area controle CT, foram encontrados valores de p < 0,05, havendo,
portanto, diferengas significativas entre os valores de TEWL de cada produto em relagdo ao tempo.
Foi aplicado o teste de Tukey, de forma a verificar qual ou quais valores de TEWL € (s&o) diferente(s)

dos demais, conforme apresentado nas Tabelas 10, 11 e 12.

Tabela 10 - Andlise estatistica do produto BS

BS
Grupos
Tempo Medias a b
T3 12,58 Fkkx
T4 12,40 Fkkk
T2 12,25 Fkkk
Tl 11’40 *kkk *kkk
T0 9,60 ookl

De acordo com a Tabela 10, para o produto BS, ndo ha diferenca significativa entre os valores
de TEWL nos tempos T1, T2, T3 e T4. No entanto, o valor de TO é significativamente menor que 0s
de T2, T3 e T4, ndo sendo possivel afirmar que é significativamente diferente do valor de T1. De

acordo com a Tabela 11, para os dados de EX, a conclusdo é a mesma relatada para o produto BS.

Tabela 11 - Andlise estatistica do produto EX

EX
Grupos
Tempo Medias a b
T4 12,85 falaiakad
T3 12,28 falaieled
T2 11,73 fakaiolel
Tl 10’74 *kkk *kkk
T0 9,29 ol

Na Tabela 12, para a area controle CT, pode-se afirmar apenas que o valor de TO é

significativamente menor que o valor de T3.
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Tabela 12 - Anélise estatistica da area controle - CT

CT
Grupos
Tempo Medias a b

T3 12,93 Fkkk

T4 12’53 *kkk *kkk
T2 12,06 *kkk *hkkk
Tl 11’ 13 *kkk *kkk
T0 9,91 folaiel

Anélise do pH cutaneo
Os valores de pH dos individuos em funcdo do tempo apresentaram uma variacdo média de
pH=5,14+0,53 antes da aplicacdo para pH=5,02+0,50 apds 4 horas da aplicacdo dos géis contendo

extrato e/ou lipossomas com e sem extrato.

4. Discussao

Trabalhos realizados por Codevilla et al. (2015) e Taylor et al. (2005) ressaltaram a vantagem
da nanotecnologia para a encapsulacdo de compostos bioativos extraidos de plantas. As pesquisas
demonstram os beneficios de associar estes compostos a sistemas nanoestruturados, tanto prevenindo
ou promovendo a satde do consumidor, quanto trazendo beneficios para o produto, melhorando sua
qualidade e seguranca. Nanoencapsulacdo envolve a incorporacdo, absor¢do ou dispersdo de
compostos bioativos em pequenas vesiculas, com diametros nanométricos. Desta forma, 0s
compostos bioativos incorporados podem ser protegidos contra a degradacao, melhorar a estabilidade
e a solubilidade e, portanto, pode aumentar a disponibilidade e entrega a células e tecidos.

De acordo com os resultados apresentados na encapsulacdo do extrato em lipossomas, foi
possivel verificar que o extrato contribuiu na formacéo dos lipossomas, pois a incorporacdo do mesmo
diminuiu o tamanho médio dos lipossomas, indicou homogeneidade das vesiculas, e que favorece a
estabilidade do extrato encapsulado, o que corrobora com Berbel Manaia e colaboradores (2017). A
incorporacdo de extratos vegetais com atividade antioxidante parece ser uma maneira eficiente de
aumentar a estabilidade de lipossomas de fosfatidilcolina. Estudo conduzido por Atrooz (2007)
avaliou os efeitos na estabilidade de lipossomas de trés extratos (Canna indica, Hordium sativum e
Capsicum annuum) que apresentaram atividade doadora de H+ ao radical DPPH e quantidades
significativas de flavonoides e polifendis. Os resultados demonstraram que a adicdo do extrato
aumentou a estabilidade prevenindo a oxidacdo e a agregacdo dos lipossomas. Desta forma, a
encapsulacdo do extrato de M. oleifera em lipossomas € uma estratégia promissora, pois podera

proporcionar um aumento da disponibilidade do extrato no local de acéo, fazendo com que seu efeito
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antioxidante seja preservado e intensificado por um periodo maior, conferindo maior estabilidade do
extrato e otimizando assim potencial melhora na qualidade da pele.

Para avaliar o potencial antioxidante dos lipossomas sem e com o extrato incorporado foi
utilizado o método de sequestro de radicais livres por DPPH. Desta forma, foi realizado um
comparativo entre os lipossomas sem e com extrato, afim de se observar a atividade antioxidante dos
lipossomas com M. oleifera. Os lipossomas sem extrato apresentaram 14,73% de atividade
antioxidante e os lipossomas com extrato apresentaram 69,98% de atividade. Estes resultados
demonstram que os lipideos utilizados para a elaboracdo dos lipossomas possuem atividade
antioxidante, porém inferior aos lipossomas com o extrato incorporado. Diante desses resultados e de
acordo com trabalhos realizados por Suzuki & Sakon (1990) e Chorilli e colaboradores (2007), sabe-
se que o etanol utilizado na metodologia do teste de DPPH pode ter rompido os lipossomas e liberado
0 conteudo encapsulado, j& que a porcentagem de atividade antioxidante para estes lipossomas com
0 extrato incorporado apresentou um valor aproximado de atividade antioxidante semelhante ao
extrato bruto. Assim, deve-se avaliar a utilizacdo de lipossomas em bases com altas concentracdes de
etanol, como 0s cosméticos que promovem crescimento capilar, pois as estruturas podem ser
dissolvidas pelo alcool. Além disso, a solubilizacdo também ocorre quando lipossomas sdo
adicionados a bases com altas concentragdes de tensoativos.

Sabe-se que formulacBes cosméticas hidratantes influenciam as propriedades da barreira
cutanea, reduzindo a perda de 4gua transepidérmica e aumentando a hidratacdao. A partir das analises
da perda de &gua, hidratacdo e pH cutaneo, foi possivel verificar que a presenca de M. oleifera na
formulacdo ndo provocou alteracdo na integridade da barreira cutanea, uma vez que os valores da
TEWL foram os mesmos quando medidos antes e apds a aplicacdo dos mesmos. Assim, 0s produtos
com M. oleifera ndo alteraram o normal funcionamento do processo de perda de &gua
transepidérmica. Ja sobre o parametro da hidratacdo, a formulacdo com o extrato em lipossomas
causou um aumento imediato da mesma logo ap6s a aplicacdo do produto. Em relagdo ao pH cuténeo,
foi observado que as formulacdes com o extrato de M. oleifera livre e encapsulado ndo alteraram o
pH da pele. Desta forma, em relacdo a area controle, o produto com os lipossomas com a M. oleifera
demonstrou atividade hidratante, ndo alterou a TEWL e o pH cutaneo, sugerindo a integridade da
barreira cutanea. Trabalhos realizados por Ali et al. (2013a, 2013b, 2014) com extrato bruto das folhas
da M. oleifera em formulagdes topicas por biometrologia cutanea demonstraram eficacia em melhorar
a umidade da pele e agéo fotoprotetora. De acordo com 0s mesmos autores, supde-se que a melhoria
nos parametros da superficie da pele pode ser atribuida aos compostos fendlicos da M. oleifera que
incluem kaempferol, quercetina, &cido clorogénico, dentre outros. Assim, em formulagdes topicas a
M. oleifera € um ingrediente com atividade potencial para melhorar a hidratacdo da pele e que

apresenta caracteristicas atrativas para aplicagdo topica na prevengdo e tratamento de disfuncGes
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mediadas pelo estresse oxidativo e, conforme apontado acima, em lipossomas pode apresentar

beneficio adicional da sua aplicacdo em bases topicas apropriadas e seguras.

5. Concluséo

Os resultados obtidos nesta investigagcdo sugerem que M. oleifera possui potencial para ser
utilizada como fonte de compostos antioxidantes encapsulados em lipossomas para aplicacdo em
férmulas cosméticas e farmacéuticas, pois sdo capazes de aumentar a hidratacdo e manter a funcao
barreira, reduzindo os sinais de envelhecimento, principalmente os danos causados pelo estresse

oxidativo.
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