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.. . . oo . z Uniterms
A maioria das pesquisas realizadas até hoje sobre os efeitos benéficos
e Pothomorphe umbellata

da pariparoba (Pothomorphe umbellata L. Mig) foi feita como extrato ¢\ i
da raiz desta espécie, e o seu emprego em larga escala o Mmetaloproteinases
comprometeria a exploragdo sustentavel deste insumo natural. Neste estudo in vitro
sentido o uso das folhas da pariparoba, ao invés de raizes pela  * Pariparoba
industria cosmética, ndo poe em risco a existéncia da espécie. Neste

trabalho foi determinada a concentrac¢do de 4-nerolidilcatecol (4-

NC) de um extrato de folhas por metodologia analitica validada em

nosso laboratorio, cujo valor foi cerca de 30% menor que no extrato

de raiz, obtido da mesma maneira. Na avaliacdo de fotoestabilidade

do extrato de folhas, uma solugcdo de 0,25 mg/mL ndo apresentou

alteragées significativas do perfil espectroscopico apos 2 horas de

exposi¢dao a radiagdo UVB, demonstrando sua estabilidade.
Metaloproteinases (MMPs) sdo endopeptidases dependentes de

zinco, envolvidas na remodelagem da matriz extracelular (MEC), e

importantes na formagdo das rugas tipicas do fotoenvelhecimento
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cutaneo. Também avaliamos, por técnica de zimografia, a

Faculdade de Ciencias Farmacéuticas— de MMPs 2 e 9 in vitro de pele de camundongos sem pélo. O extrato
- Usp

L o . .
05506-950 - S0 Paulo, S - Brasi] de folhas (0,1 mg/mL) inibiu em 80% a atividade destas enzimas,
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INTRODUCAO dendo da dose, tempo de exposigdo, comprimento de onda

e regido exposta, a radiagdo ultravioleta pode causar des-

A pele encontra-se constantemente exposta a fatores  de queimaduras na pele e envelhecimento cutaneo precoce

ambientais, tais como radiagdo ultravioleta e visivel, 0z6- até danos ao DNA celular cutidneo e cancer de pele

nio e radiagdo ionizante, que sao fontes geradoras deradi- (Scharfetter-Koshanek et a/.,1997, Matsumura,
cais livres (Fuchs et al.,1989; Thiele et al.,1997). Depen-  Ananthaswamy, 2002).
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Metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas de
uma familia de metaloendopeptidases, dependentes de zinco,
que clivam componentes protéicos da matriz extracelular
(MEC), moléculas de superficie e outras proteinas
pericelulares que ndo pertencem a matriz (Egeblad & Werb,
2002). A atividade destas enzimas ¢ regulada por uma série
de inibidores enzimaticos em niveis de transcrigdo génica,
sendo a classe de enzimas denominadas de inibidores de
metaloproteinases (TIMPs — tissue inhibitors of MMPs) os
mais importantes (Kerkeld ez al, 2003; Snoek-Van Beurden,
Von Den Hoff, 2005). A prevengao da degradagdo da MEC
ocorre pelo equilibrio entre MMPs e TIMPs.

As MMPs possuem um papel principal na remodela-
¢do do tecido conjuntivo que ocorre em muitos processos
fisioldgicos normais, como o crescimento e o desenvolvi-
mento embrionario, cicatrizagao de feridas, crescimento
0sseo e a involugdo uterina (Benaud ez al., 1998; Sternlicht,
Werb, 2001; Brummer et al., 2002; Egeblad, Werb, 2002;
Wu et al,2002). Além desses processos, a expressao anor-
mal destas proteinases pode contribuir com uma varieda-
de de processos patoldgicos caracterizados pela degrada-
¢do da MEC, incluindo a artrite reumatodide, a aterosclerose
e a invasdo ¢ metastase em tumores (Wu et al, 2002).
MMPs 2 e 9 pertencem ao grupo das gelatinases, que pos-
suem a capacidade de degradar a gelatina e denaturar o
colageno (Steffensen et al., 2001; Visse, Nagase, 2003). O
colageno tipo IV e tipo VII sdo componentes principais da
membrana basal, primeira barreira para a invasao celular
de tumores. A degradagdo da MEC por MMPs ndo apenas
facilita a invasdo tumoral mas, também, afeta o comporta-
mento da célula tumoral e conduz a progressao do cancer
(Itoh, Nagase, 2002).

Evidéncias demonstram que o dano causado pela
exposicao aguda e cronica a radiagao ultravioleta ¢ medi-
ada por estresse oxidativo (Sander et al., 2002, 2004), que
causa dano aos componentes celulares e altera o padrdo de
expressao génica, levando a doencas de pele como o can-
cer, fototoxicidade e fotoenvelhecimento (Scharteffeter-
Kochanek et al.,1997). Os antioxidantes de origem natural,
aplicados topicamente ou administrados oralmente, apre-
sentam uma perspectiva promissora de prevencao destas
doencas por enriquecer o sistema de prote¢do cutaneo
endégeno (Afaq et al., 2002, Saija et al., 1998;
Fuchs,1998; Lopez-Torres et al.,1998).

A exposicao repetida a luz solar resulta na inducao de
cancer de pele devido aos efeitos mutagénicos daradiagao UV.
O aumento rapido na incidéncia de neoplasias cutaneas pode
ser atribuido quase que totalmente a0 aumento da exposi¢ao
aradiagdo UV solar. A formagdo de espécies reativas de oxi-
génio (EROS) devido a exposic¢do a radiacao UV, induz a
expressao de MMPs (Rittié, Fisher, 2002). As EROS, além de

indiretamente induzirem a liberagdo de MMPs, sdo capazes de
inibir enzimas TIMPs, por uma reagao oxidativa direta, con-
tribuindo assim com o progresso de tumores € com o
fotoenvelhecimento (Ma et al., 2001). Por estarem envolvi-
dos no processo de invasdo tumoral, os inibidores de MMPs
sdo considerados um importante foco de pesquisa.

Estudos tém demonstrado que polifendis naturais
possuem efeitos significativos na prevencao do cancer
possivelmente por suas propriedades antioxidantes
(Agarwal et al.,1993).

Um estudo com Pothomophe umbellata, utilizando
camundongos sem pélo tratados topicamente com formu-
lagdo gel contendo o extrato de raiz da planta e irradiados
com UVB, demonstrou que o extrato € capaz de prevenir o
envelhecimento cutaneo induzido pela exposi¢ao a radiagao
UV (Ropke et al., 2005). Parte da atividade antioxidante,
quando avaliada in vitro foi atribuida a presenca do
4-nerolidilcatecol (4-NC) (Figura 1) (Barros et al.,1996),
molécula isolada dos extratos hexanicos de folhas e raizes
de P. umbellata (Kijjoa,1980).

OH

FIGURA 1- 4-nerolidilcatecol (Kijjoa et al.,1980)

O efeito expressivo do extrato de P. umbellata na
prevencdo de fotoenvelhecimento induzido na pele de ca-
mundongos sem pélo expostos cronicamente a radiagao
UVB (Ropke, 2005), pode estar relacionado a atividade
antioxidante do mesmo, o que poderia ter um efeito sobre
as MMPs e seus inibidores. A espécie P. umbellata, em
ensaios in vitro e in vivo foi capaz de inibir a atividade
gelatinolitica de MMP-9 e MMP-2, em homogeneizados de
pele de camundongos sem pélo. Nos ensaios in vitro o efeito
inibitério do extrato de Pumbellata foi muito maior que o
do 4-NC isolado, o que sugere a presenga de outras subs-
tancias com atividade inibitoria de MMPs no extrato
(Ropke et al, 2006)

O estudo do efeito do extrato de P umbellata e do 4-NC
sobre a atividade das MMPs (MMP-2 e MMP-9) (Ropke et
al., 2006) pode colaborar com a pesquisa sobre inibidores de
MMPs e com o desenvolvimento de novos farmacos e/ou cos-
méticos para a prevencao de fotoenvelhecimento e
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fotocarcinogénese, fato importante em um pais tropical como
o Brasil, onde a incidéncia de radiacdo UV torna-se cada vez
maior assim como o indice de cancer de pele. Da mesma for-
ma, e devido a escassez de estudos, este trabalho com o extrato
de folhas de P. umbellata traz uma contribui¢ao importante
para a comunidade cientifica, j& que o extrato de folhas ¢ mais
viavel para utilizagdo em grande escala, colaborando assim
para a preservacao e desenvolvimento sustentavel da espécie.

Este trabalho teve por objetivos avaliar a foto-
estabilidade do 4-NC presente no extrato seco de folhas de
P. umbellata apds 2 horas de exposi¢ao a radiagdo UVB e
atividade inibitoria de MMPs 2 e 9 in vitro do extrato de
folha.

MATERIAL E METODOS
Obtencao do extrato

O extrato hidroalcoolico de P. umbellata foi obtido pelo
processo de percolagio etanol:agua (1:1) até o esgotamento da
droga, segundo o processo da Farmacopéia dos Estados Uni-
dos do Brasil e posteriormente concentrado a vacuo, sendo o
residuo aquoso liofilizado (Edwards do Brasil).

Quantificacao do 4-NC presente no extrato de folhas
de Pothomorphe umbellata, empregando-se a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um sistema de deteccao eletroquimico

O sistema cromatografico foi composto de bomba
Waters Model 510 injector 7161 Rheodyne dotado de loop
de 20 L, detector eletroquimico HP 10494, constituido de
eletrodo de trabalho de placas de carbono-vidro e um eletro-
do de referéncia de estado sélido. O sinal produzido foi trans-
mitido a um integrador SP4600 Termoseparation Products.
A fase movel utilizada foi metanol:agua 90:10 (v/v), conten-
do KCI 2 mM e LiCIO, 20 mM, com fluxo 1,0 mL/min.
Coluna Supelcosil LC-8,3um, 75x4,6mm (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). O detector eletroquimico foi progra-
mado para potencial = 0,600V, polaridade = oxida¢do, modo
= amperometria. A padronizagao foi realizada segundo téc-
nica ja validada em nosso laboratério (Ropke, 2003).

Os resultados da quantificagdo foram comparados
com o extrato seco de raiz de P. umbellata obtido nas mes-
mas condigoes.

Fotoestabilidade do 4-NC presente no extrato seco
de folhas de P. umbellata

A fotoestabilidade foi determinada por meio da avali-
acao da concentragao de 4-NC, por HPLC com deteccao UV

e espectrofotometria (Carlotti et al., 2002). Solugdes do
extrato de folha em metanol Uvasol® (Merk) e agua (1:1)
foram irradiadas em cubeta de quartzo sob uma lampada
UVB Philips FS-40 por periodos de 30, 60, 90 e 120 minu-
tos (doses de 206 mJ/cm?-412 mJ/cm?, 618 mJ/cm?, e 824
mJ/cm? respectivamente) a distancia de 21 cm. O sistema de
HPLC foi composto por bomba Consta Metric 3200,
detector espectrofotométrico Linear Instruments modelo 525
com comprimento de onda 282 nm, coluna Phenomenex C18
(3,9%x300mm) 10 mm. A fase movel utilizada foi
metanol:agua (90:10) com fluxo 1,0 mL/min, sendo esta
metodologia validada anteriormente em nosso laboratorio.

Os espectros de absor¢do foram obtidos por um
espectrofotdmetro Hitashi U-3210 para cada um dos peri-
odos de irradiacao (Brisaert, Plaizier-Vercammen, 2000)
em 282 nm. Foi realizado em conjunto a avaliagdo do ex-
trato seco de raiz de P. umbellata, preparado nas mesmas
condigdes, contendo 7,68 % de 4-NC.

Determinacao da inibicao in vitro de MMP-2 e MMP-
9 em 0,1 mg/mL de extrato de folhas de P. umbellata

A pele dos camundongos sem pélo com idade entre 10
e 12 semanas foi retirada da por¢ao dorsal, separada e lavada
com tampao Tris-HCI1 0,05 M, 0,15 M NaCl, pH 7,4. Uma
pequena quantidade (0,1 g) de tecido foi homogeneizada em
10 vezes o peso em volume (mL) de tampao Tris-HCI pH 7,4
contendo 0,2 M de NaCl, 5 mM CaCl, ¢ 0,1% de Triton X-
100, e homogeneizado por 2 vezes consecutivas de 20s em
Ultra-Turax. Em seguida o homogeneizado foi submetido a
centrifugac@o 8000 g durante 20 min, a 4 °C, em centrifuga
de mesa refrigerada, Eppendorf 5403. O sobrenadante foi
empregado como amostra.

A concentracdo de proteina foi determinada pelo
método de Lowry (1951), e as amostras contendo 20 pg de
proteina foram submetidas a eletroforese (100 V, 1,5 h,
sistema Mini-Protean III BioRad), em gel de poliacrilamida
30% contendo 10% de dodecil sulfato de sédio (SDS),
copolimerizado com 0,5 % de gelatina. Ao final da corri-
da o gel foi cortado em tiras e lavado com Triton 2,5 % para
remocao do SDS. As tiras foram incubadas a 37°C por 18h
em um tampao de incubagao Tris-HC1 0,05M, SmM CaCl,,
5 UM ZnCl,, pH 8,0 ou em tamp@o contendo 0,1 mg/mL de
extrato de folhas de P. umbellata. Os géis foram corados
com Coomassie Brilliant Blue por 30 minutos a tempera-
tura ambiente e descorados com agua contendo 10% de
metanol e 10 % de acido acético. As gelatinases (MMP -2
e 9) aparecem como regides ndo coradas de gelatina
(Inomata et al., 2003). O gel foi digitalizado (450 d.p.i.) no
Densitometro de Calibragao GS-700 BIO-RAD (Bloco 14
FCF) e as intensidades das bandas e pesos moleculares
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foram calculados utilizando o programa Molecular
Analyzer (versdo 1.4).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacao da concentracao de 4-NC no extrato
seco de folhas de P. umbellata

A concentragdo de 4-NC presente no extrato seco de
folhas de P. umbellata demonstrou-se menor do que a quan-
tidade presente no extrato seco de raiz preparado nas mes-
mas condi¢des (Quadro 1). A analise foi realizada em
triplicata, sendo o resultado apresentado a média dos valo-
res obtidos.

QUADRO 1 - Concentragao de 4-NC presentes no extrato
seco de raiz e de folhas de Pumbellata solubilizado em
etanol:dgua (1:1) na concentragao de 0,25 mg/mL e
porcentagem de 4-NC no extrato seco.

Extrato seco 4-NC (mg/mL) % 4-NC no

extrato seco
raiz 0,0192 +0,0012 7,68 £ 0,08
folhas 0,0102 £ 0,0009 4,08 £0,03

*p<0,0001 (Two Tailed p, Unpaired t test)

Fotoestabilidade do 4- NC no extrato de folhas e de
raiz de P. umbellata

A analise da concentragao de 4-NC do extrato de
folhas, comparada ao extrato de raiz de P. umbellata, ava-
liada durante o periodo de 2 horas de exposicao a radiacao
UVB (Figura 2) demonstra sua estabilidade. Os valores sdo

referentes a triplicata do experimento.

A pequena variagao observada ao longo do periodo
de irradiacdo, em relagdo a concentragio provavelmente é
devida a evaporagao do solvente presente na cubeta sob
irradiacdo, pois nao houve diferenga estatisticamente sig-
nificativa entre os tempos de irradiagdo (30, 60, 90,120
minutos). Este resultado demonstra a estabilidade do 4-NC
do extrato de folhas e raiz de Pumbellata conforme
cromatogramas (Figuras 3 e 4), assim como observado
para uma solug@o contendo 4-NC isolado do extrato de
raiz, que ndo apresentou alteragdes no seu espectro de ab-
sor¢do e nem em sua concentragao (Silva et al., 2005).

Inibicao in vitro de MMP-2 e MMP-9 em 0,1 mg/mL
de extrato de folhas de P. umbellata

O efeito inibitorio da atividade gelatinolitica do
homogeneizado de pele foi investigado por meio da adigdo do
extrato de folhas de P. umbellata ao tampao de incubagio.
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FIGURA 2 - Grafico de fotoestabilidade do 4-NC no
extrato de raiz e de folhas de P. umbellata em fungdo do
tempo de irradiagao.
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FIGURA 3 - Cromatogramas do extrato seco de folha (A) e de raiz (B) de P. umbellata (0,25 mg/mL) no tempo 0 minutos.
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FIGURA 4 - Cromatogramas do extrato seco de folhas (A) e de raiz (B) de P. umbellata (0,25 mg/mL) no tempo de 120

minutos apos exposicao a radiagao UVB.

O extrato de folhas de P. umbellata foi capaz de inibir a ati-
vidade das MMP-2 e 9 em relagdo ao gel controle, como
demonstrado pela diminui¢ao das bandas conforme Figura
SA. A atividade foi plotada por densitdmetro (Figura 5B).
Grimm e colaboradores (2004) demonstraram que
metabolitos M1 (8-(3,4-dihidroxifenil)-y-valerolactona) e
M2 (8-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-y-valerolactona) do
picnogenol, composto antioxidante encontrado na casca de
Pinus pinaster, foram capazes de inibir a atividade de
MMP-1, MMP-2 e MMP-9. A semelhanga estrutural entre
M1 e 4-NC talvez possa explicar os resultados positivos de
inibi¢do de MMPs apresentados neste trabalho e em traba-

e F (0,1 mg/mL)

bt P-9

densidade dptics media

lhos anteriores.
CONCLUSAO

Conforme ja publicado anteriormente (Moraes, 1983)
as folhas apresentam menor concentrag@o do principio ati-
vo, 4-NC, em relacdo as raizes de P. umbellata no extrato
seco. Os resultados deste trabalho podem explicar os ensai-
os de atividade antioxidantes realizados por Freitas (1999),
que demonstraram uma atividade antioxidante menor do
extrato de folhas em relacao ao extrato de raiz.

O extrato de folhas apresentou atividade inibitoria de

0.3 M controle
aflha
025 4
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FIGURAS - A. Zimografias de homogeneizados de pele incubados com tampao (C) e 0,1 mg/mL de extrato de folhas de
P. umbellata (F). As bandas claras representam a atividade enzimatica de degradacao do substrato e as bandas escuras
mostram a inibicao desta atividade. B. Os graficos de barras representam as intensidades das bandas obtidas durante a
analise densitométrica. Os dados representam as médias e desvios-padrao de trés experimentos independentes.*p<0,05.
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MMPs similar a obtida para o extrato de raiz na mesma
concentragdo, dados presentes em um trabalho publicados
por nosso grupo (Ropke et al., 2005). Neste ensaio in vitro
o extrato foi capaz de inibir MMP-2 e MMP-9, mesmo
possuindo menor concentragdo de 4-NC em relagdo ao ex-
trato de raiz, provavelmente por causa da presenca de ou-
tras substancias inibidoras de MMPs presentes no extrato,
assim como sugerido por outros ensaios no qual foi obser-
vado que o efeito inibitorio do extrato de raiz de
Pumbellata foi superior ao do 4-NC isolado (Ropke et al.,
2000).

Os dados apresentados neste trabalho trazem infor-
macgoes importantes e inéditas, Gteis para a utilizagdo em
grande escala do extrato de folhas de Pumbellata, colabo-
rando assim para a preservacao e desenvolvimento susten-
tavel da espécie.
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ABSTRACT

Standardization and determination of photostability
of leaf extracts of Pothomorphe umbellata L. Miq
(pariparoba) and evaluation of the inhibition in vitro
of metalloproteinases 2 and 9 in skin

Most researches that have been done until today about the
beneficial effects of pariparoba (Pothomorphe umbellata
L. Miq) have been done with root extract of this species,

but the use in large scale would compromise the sustain-
able exploration of this natural resource. In this sense, the
utilization of pariparoba leaves, substituting the roots, in

the cosmetic industry does not put in risk the existence of
the species. In this work the concentration of 4-nerolidyl-
cathecol (4-NC) in leaf extract was determined by the
analytical methodology validated in our laboratory. The
concentration of 4-NC in leaf extract was around 30% less
than that of root extract, obtained in the same way. Con-
cerning the study of the photostability of a leaves extract
solution containing 4-NC did not demonstrate meaning-
ful alterations in the spectrometry profile after 2 hours of
exposure under UVB radiation, showing its stability under
this conditions. Metalloproteinases (MMPs) are endopep-
tidases that are zinc-dependent, involved in remodeling
extracellular matrix (ECM), that are important in the ap-
pearance of typical photoaging wrinkles. In this work the
capacity of leaf extract of P. umbellata to inhibit MMP-2
and 9 activities of hairless mouse skin in vitro by

zymography gel was also evaluated. The leaf extract (0,1
mg/mL) inhibit in 80% activity of this enzymes, according
to the densitometric zymography evaluation.

UNITERMS: Pothomorphe umbellata. Photostablility.
Metalloproteinases
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