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Avaliacao das atividades antioxidante e fotoprotetora in vi-
tro de particoes do extrato metanodlico de Mitracarpus frigidus
(Rubiaceae)

In vitro evaluation of antioxidant and photoprotective activities of partitions
of methanolic extract from Mitracarpus frigidus (Rubiaceae)

RESUMO

Introdugdo: A exposigdo solar excessiva pode ocasionar lesdes cutdneas, principalmente devido a presencga dos raios
ultravioletas (UVs). A incidéncia de lesdes na pele pode ser reduzida através do uso de filtro solares. Nos Ultimos
anos, tém-se notado diversos estudos que investigam o potencial antioxidante e fotoprotetor de espécies vegetais.
Objetivo: O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antioxidante e fotoprotetor in vitro das partigdes
hexanica (PHC), diclorometdnica (PDC), acetato de etila (PAC) e hidroalcodlica (PAGC) do extrato metandlico das
partes aéreas de Mitracarpus frigidus (Willd. ex Reem Schult.) K. Schum. (Rubiaceae). Material e Métodos: O extrato
metandlico de M. frigidus (MFM) foi submetido a uma partigdo liquido-liquido a partir dos solventes organicos hexano,
diclorometano, acetato de etila, restando ao final do processo a partigéo hidroalcodlica. Posteriormente, avaliou-se o
doseamento de flavonoides totais e a capacidade antioxidante e fotoprotetora das partigdes, a partir dos ensaios de
DPPH: método de sequestro de radical livre, método do poder de redugdo do complexo fosfomolibdénio, ensaio do
sistema O-caroteno/acido linoleico; determinagdo do Fator de Proteg&o Solar (FPS) e dos espectros de absorgdo UVA,
UVB e UVC. Resultados: A particdo PAC foi a mais promissora quanto as atividades antioxidante (CI50 2,15 + 0,20
pg/mL; %AAR 312 + 25,59 e 120 £+ 9,85 equivalentes a quercetina e rutina, respectivamente e %I 70,31 £+ 0,48) e
fotoprotetora (FPS 12,11 + 0,02) e, isso possivelmente se deve ao maior teor de flavonoides encontrados na amostra
(336,91 £+ 1,89 mg/g). Conclusdo: A busca por produtos naturais com atividade bioldgica tém-se tornado tendéncia

mundial. Diante disso, é possivel afirmar que a PAC pode atuar como coadjuvante em filtros solares.

Palavras-chave: Plantas Medicinais; Antioxidantes; Raios Ultravioleta; Flavonoides.

ABSTRACT

Introduction: The excessive exposure to solar light can cause skin lesions, mainly due to ultraviolet (UVs) rays. The
incidence of skin lesions may be reduced by the use of sunscreens. In the last years, several researches were reported
based on the investigation of the antioxidant and photoprotective potential of different plant species. Objective: The
study aimed to evaluate in vitro antioxidant and photoprotective potential of hexane partition (PHC), dichloromethane
partition (PDC), ethyl acetate partition (PAC) and hydroalcoholic partition (PAGC) of methanolic extract from Mitracarpus
frigidus (Willd. ex Reem Schult.) K. Schum. (Rubiaceae) aerial parts. Material and Methods: The methanolic extract
of M. frigidus (MFM) was submitted to a liquid-liquid partition from the solvents hexane, dichloromethane, and ethyl
acetate, remaining a hydroalcoholic partition at the end of the process. Then, the total flavonoid content was dosed
and the antioxidant and photoprotective capacity of the partitions were evaluated based on DPPH test: free radical
scavenging method, method of reducing the phosphomolybdenum complex, assay of the [-carotene/linoleic acid
system; determination of the Sun Protection Factor (SPF) and the UVA, UVB and UVC absorption spectra. Results: Only
the ACP was promising for antioxidant (IC50 2.15 + 0.20 pg/mL; %RAA 312 + 25.59 e 120 * 9.85 compared to rutin
and quercetin, respectively, and %I 70.31 £ 0.48) and photoprotective (SPF 12.11 + 0.02) activities, it might be due
to the great content of flavonoid compounds found in the sample (336.91 + 1.89 mg/g). Conclusion: The search for
natural products with biological activity has become a worldwide trend. Therefore, it is possible to affirm that the ACP

can act as an adjuvant in sunscreens.

Key-words: Medicinal Plants; Antioxidants; Ultraviolet Rays; Flavonoids.
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INTRODUCAO

O sol é essencial ao ser humano, pois é
responsavel pela ativacdo da producdo enddgena de
vitamina D, produgdo de melanina com consequente
bronzeamento da pele, além de oferecer sensagdo de bem
estar fisico. Contudo, a exposicdo excessiva a radiagdo
solar pode ocasionar diversas doengas de pele, como
o cancer e o fotoenvelhecimento precoce.? Os raios
ultravioletas (UVs) emitidos pelo sol sdo os responsaveis
por causar a maioria das alteracdes fotocutanéas.? Os
danos causados a pele ocorrem devido a formacgdo de
radicais livres, como consequéncia da interagdo entre
a radiacdo UV e espécies reativas de oxigénio (EROs).

A radiacdo UV pode ser dividida em trés
partes, de acordo com a regido do espectro de ondas
em que se encontra. A primeira delas é a UVA (400-
320 nm), que apresenta quase totalidade dos raios UV,
sendo responsavel pela indugdo da pigmentagdo da
pele por meio do escurecimento da melanina, podendo
induzir o cancer de pele (carcinoma de células basais
e escamosas e melanoma maligno) e a formagao de
radicais livres. Segundo os dados do Instituto Nacional
do Cancer (INCA), o nimero de casos de cancer de pele
ndo melanoma sdo superiores aos de cancer de prostata
e também de cancer de mama. Portanto, o cancer de
pele ndo melanoma é o mais incidente, sendo assim, um
problema de salude publica, e é de extrema importancia
a conscientizagdo da populacdo em relacdo a prevengdo
e cuidados.*

Em seguida, encontra-se a UVB (320-
280 nm), que causa o envelhecimento precoce das
células, podendo lesionar o DNA e suprimir a resposta
imunoldgica da pele, além de ocasionar queimaduras
solares (radiagdo eritematdgena). A radiagdo UVA (90-
95%) incide mais fortemente que a UVB (5-10%) sobre a
superficie terrestre. Sendo a UVB mais nociva de ambas
as radiacBes por apresentar uma maior frequéncia e um
menor comprimento de onda, assim, consequentemente
libera mais energia na superficie terrestre.* Por ultimo,
a UVC (280-100 nm), que por possuir energias elevadas
torna-se extremamente lesiva aos seres vivos, mas na
estratosfera é absorvida pelo oxigénio e pelo ozb6nio,
assim quase nenhuma radiacdo UVC chega a superficie
da Terra.?

Os filtros solares sdo substancias quimicas com
propriedades de absorver, refletir e dispersar a radiagao
que incide sobre a pele.® Segundo Godinho et al®, o
uso de filtros solares tem-se tornado habito crescente
nas ultimas décadas e alguns itens sdo requeridos
nas formulagSes atuais, como ndo possuir potencial
alergénico, adicdo de antioxidantes e oferecer um efeito
estético aceitavel. Os consumidores buscam por produtos
que |Ihes proporcionem qualidade, eficacia e seguranca,
além de serem sustentaveis e de origem natural. Dessa
forma, uma das tendéncias promissoras do mercado é

a aplicacdo de matérias-primas de origem vegetal em
cosméticos,” uma vez que, comprovada sua eficacia,
podem potencializar a fotoprotecdo da formulagao.

A espécie Mitracarpus frigidus (Willd. ex Reem
Schult.) K. Schum. pertence a familia Rubiaceae,
distribuida na América Tropical e Antilhas, sendo
encontrada no Brasil desde o Amazonas até o Rio
Grande do Sul.3'® O estudo do extrato metandlico
das partes aéreas de M. frigidus (MFM) realizado por
Fabri et al!, relatou que a espécie apresenta potencial
antioxidante e anti-inflamatério. Além disso, Cunha
também demonstrou que a espécie possui potencial
terapéutico promissor para a atividade antioxidante
e fotoprotetora,!? podendo ser uma alternativa para
produgdo como coadjuvantes em filtros solares. Os
resultados apresentaram uma correlagdo positiva dos
constituintes fendlicos e flavonoides com a atividade
antioxidante da planta. De antemé&o, a espécie pode ser
uma alternativa para a producgdo de filtros solares.

Dessa forma, este estudo tem por objetivo
avaliar o potencial antioxidante e fotoprotetor das
particdes do extrato metandlico de M. frigidus, visando
selecionar a melhor particdo para uma futura formulagao
farmacéutica fotoprotetora.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material vegetal

As partes aéreas de Mitracarpus frigidus (Willd.
ex Reem Schult.) K. Schum. (Rubiaceae) foram coletadas
em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, em maio de 2011,
nas coordenadas geograficas —43.38223, —21.78073.
A exsicata foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger
(CESJ 46076) da Universidade Federal de Juiz de Fora
e de acordo com o numero de licenca A032F41-23
SISGEN/BRASIL.

Preparo do extrato metandlico e participagoes
de Mitracarpus frigidus

As partes aéreas de M. frigidus desidratadas e
pulverizadas (1,0 kg) foram maceradas estaticamente
em metanol, a temperatura ambiente, até completa
exaustdo. Em seguida, todas as solugdes filtradas foram
concentradas a pressdo reduzida em um evaporador
rotatério a 45°C, produzindo 150 g de extrato bruto de
M. frigidus em metanol (MFM), mantido sob refrigeragao
a 4°C para a realizagdo dos ensaios. O rendimento final
da extragdo foi de 15%.

A partir de 10 g de MFM suspenso em 200 mL
de metanol:agua (1:1) procedeu-se a particdo liquido-
liguido com 60 mL de solventes organicos de polaridade
crescente, como hexano (PHC), diclorometano (PDC) e
acetato de etila (PAC), restando, ao final do processo, a
particdo hidroalcodlica (PAGC), repetindo esse processo
trés vezes. Em seguida, as particGes PHC, PDC e PAC
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foram concentradas em evaporador rotatdério, nas
temperaturas 40°C, 43°C e 50°C, respectivamente.
Apenas a PAGC, que continha agua em solugdo, foi
liofilizada para preservar suas caracteristicas ao longo
dos testes. As amostras foram mantidas sob refrigeragdo
(PHC, PDC e PAC a 4°C e PAGC a 20°C). O rendimento
total do particionamento foi de aproximadamente 80%.

Preparo do extrato metanodlico de Maytenus
ilicifolia (Espinheira Santa)

A M. ilicifolia Mart. ex Reissek (Florien Fitoativos
LTDA - Lote: 18]23 - FLO6 - 004187) foi utilizada com
finalidade comparativa as atividades antioxidantes da
M. frigidus, uma vez que, segundo dados reportados na
literatura, trata-se de uma planta medicinal utilizada
popularmente com elevada atividade antioxidante.3-t>

As folhas de M. licifolia desidratadas e
pulverizadas (21,84 g) foram maceradas estaticamente
em 140 mL de metanol a temperatura ambiente, até
a completa exaustdo. As solugdes filtradas foram
concentradas em um evaporador rotatério a 45°C,
produzindo 6,81 g de extrato bruto de M. jlicifolia, mantido
sob refrigeragdo a 4°C para a realizagdo dos ensaios.
O rendimento da extracdo foi de aproximadamente
31,18%.

Doseamento de flavonoides totais

A determinagdo do conteldo de flavonoides foi
realizada a partir do método descrito por Miliauskas et
al'®, com pequenas modificacdes, e consiste no ensaio
reativo com cloreto de aluminio (AICl;), a fim de se
observar uma solugdo de coloragdo amarela, positiva
para a formagdo do complexo flavonoide-Al3*.

Preparou-se uma solugdo amostra de 1 mg/mL
em metanol de cada particao e, em seguida, transferiu-
se, para tubos de ensaio, 200 pL dessa solugao, 200 pL
de solugdo de AICl,a 2% e 4600 uL de metanol. O branco
da amostra foi preparado a partir de 200 uL de amostra
e 4800 pL de metanol. Para o branco do experimento,
adicionou-se 200 L de solucdo de AICI, e 4800 pL de
metanol. O volume de metanol equivale a gq.s.p. 5 mL.

Apo6s 40 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente e ao abrigo de luz, prosseguiu-se o ensaio em
microplaca de 96 pogos, na qual foi adicionado 250 pL
da reagdao amostra, 250 pL do branco da amostra e 250
uL do branco do experimento e, em seguida, registrou-
se as absorbancias em leitor de ELISA a 415 nm. O
experimento foi realizado em triplicata. Os resultados
foram expressos em mg/g das particdes, em equivalentes
de rutina, a partir da curva de calibragdao da rutina (R?=
0,9995). Os dados sdo apresentados como média e erro
padrdo médio (média £ e.p.m).

DPPH: métodos de sequestro de radical livre
para determinacgado da atividade antioxidante

O método de sequestro de radical livre foi
realizado a partir do ensaio descrito por Blois,!” que
consiste na redugdo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) a hidrazina (DPPH-H) ao entrar em contato com
uma substéancia doadora de prdtons, promovendo uma
mudancga de coloragdo de roxo para amarelo.

Preparou-se uma solugdo padrdo de 1 mg/
mL em metanol de cada particdo. Prosseguiu o ensaio
em microplaca de 96 pogos, na qual, adicionou-se 100
ML da amostra em quatro pogos na primeira coluna
vertical e, em seguida realizou-se nove microdiluigdes
sucessivas com 50 pL de metanol, obtendo-se dez
concentragdes das particdes, de 250 a 0,49 pg/mL.
Logo apds, adicionou-se a cada um dos pocos 150 uL de
solugdo de DPPH 20 pg/mL, exceto na quarta fileira que
representa o branco das amostras, substituido por 150
WL de metanol. A absorbancia do DPPH foi determinada
em triplicata com 50 pL de metanol e 150 pL de solugdo
de DPPH. O experimento foi realizado em triplicata.

Apos 30 minutos de incubagédo, ao abrigo de luz
em temperatura ambiente, os valores de absorbancia
foram mensurados a 517 nm em leitor de ELISA. Os
controles positivos M. Jlicifolia, rutina e quercetina
foram testados nas mesmas condigdes das amostras.
Os resultados foram expressos em média e erro padrao
médio (média + e.p.m) referente ao CI,; (concentragdo
inibitéria média).

Método do poder de reducdo do complexo
fosfomolibdénio para a determinacdo da
capacidade antioxidante total

O método do poder de redugdo do complexo
fosfomolibdénio  proposto por Prieto et al,
consiste na redugdo do acido molibdofosférico por
substancias antioxidantes, resultando no complexo
de fosfomolibdénio, o que pode ser observado pela
mudancga de coloragdo amarela para verde/azul.

Preparou-se o complexo fosfomolibdénico
(reagente teste) a partir da reagao entre a solugdo de
fosfato de sédio (28 mL de Na,PO, a 0,1 mol/L), a solugdo
de molibdato de aménio [12 mL de (NH,),Mo,0,,.4H,0
a 0,03 mol/L] e a solugdo de acido sulfdrico (20 mL
de H,S0, a 3 mol/L) em meio aguoso, nesta ordem. O
volume final foi ajustado com agua destilada para 100
mL em um baldo volumétrico. Em seguida, as particGes
foram solubilizadas em metanol:agua (1:1), obtendo-se
a concentragdo de 200 pg/mL.

Posteriormente, adicionou-se aos tubos de
ensaio, 2 mL do reagente teste e 300 pL da amostra
cada. Para o branco do experimento, adicionou-se 2 mL
do reagente teste e 300 uL de solvente metanol:agua
(1:1). E para o branco da amostra adicionou-se 2 mL de
agua destilada e 300 uL de amostra. O experimento foi
realizado em triplicata.

Os tubos foram fechados com papel aluminio
e levados em banho-maria a 95°C por 90 minutos.
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Apods o resfriamento em banho de gelo, pipetou-se, em
uma microplaca de 96 pogos, 200 puL de cada tubo e
mensurou a absorbancia em leitor de ELISA a 695 nm.
Os controles positivos acido ascdrbico, quercetina, rutina
e M. ijlicifolia, foram testados nas mesmas condigdes das
amostras.

Os resultados foram expressos em média e
erro padrdo médio (média £ e.p.m) da porcentagem
de atividade antioxidante relativa (%AAR) em relagdo
ao acido ascorbico, quercetina e rutina (atividade
antioxidante considerada como 100%).

Ensaio do sistema -caroteno/acido linoleico
para a determinacao da atividade antioxidante

O método fundamenta-se na medida
espectrofotométrica da descoloragdo (oxidagdo) do
B-caroteno induzida pelos produtos de degradagao
oxidativa do acido linoleico.!®

Preparou-se uma solugdo padrdo de 1 mg/mL
em metanol de cada particdo. Logo apds, as amostras
foram diluidas para obter as concentragGes de 500, 250,
125, 62,5 e 31,25 pg/mL.

A emulsdo contendo o p-caroteno e o
acido linoleico foi preparada, utilizando-se 30 pL
de acido linoleico, 265 pL de Tween 40, 500 pL de
diclorometano e 100 pL da solugdo B-caroteno a 10
mg/mL em diclorometano. A emulsdo foi submetida
a completa evaporacdo do diclorometano com gas
inerte (nitrogénio). Em seguida, adicionou-se agua,
previamente saturada com oxigénio, a emulsdo até se
obter a leitura da absorbancia entre 0,6 € 0,7 a 470 nm.
Todo o processo foi realizado em baixa luminosidade e
a emulsdo foi armazenada em recipiente revestido com
papel aluminio para evitar o processo de degradacdo.

O ensaio foi realizado em microplaca de 96
pocos e baseou-se no método descrito por Melo e Mancini
Filho, com modificagdes.?® Foram adicionados 250 uL da
emulsdo e 10 yL de amostra, em diferentes concentragdes
a serem testadas, nos pogos da microplaca. O controle
negativo foi realizado com 250 pL da emulsdo e 10 pL
de metanol para determinar 100% de oxidagdo. O teste
foi realizado em triplicata.

A placa foi incubada a 45°C no leitor de
ELISA para acelerar as reagdes de oxidagdo e iniciar o
descoramento do p-caroteno. As absorbancias também
foram medidas no leitor de ELISA a 470 nm. As leituras
foram obtidas em tempo zero e intervalos de 15 minutos
até completar 120 minutos de reacgdo, totalizando assim
nove leituras. Os controles positivos M. ilicifolia, rutina,
guercetina e foram testados nas mesmas condicOes das
amostras.

Os resultados foram mensurados por meio
do calculo de porcentagem de inibicdo do sistema
p-caroteno/acido linoleico. Avaliou-se a curva de
oxidacao utilizando o calculo de tangente para encontrar
os valores de F1 (capacidade de bloqueio da formagao de

perdxidos) entre 15 e 45 minutos apods o inicio da reagdo
e F2 (capacidade de inibir outras reagdes durante o
processo oxidativo, que produzem espécies radicalares,
como os produtos da decomposicdo dos peroxidos, que
aceleram a oxidacgdo) entre 75 e 90 minutos apds inicio
da reagdo.!® Os dados sdo apresentados como média e
erro padrdo médio (média £ e.p.m).

Determinacdo do fator de protecdo solar
(FPS) in vitro e determinacao dos espectros
de absorgcdo UVA, UVB e UVC

O fator de protegdo solar (FPS) foi
determinado a partir do método Mansur et al?!, com
algumas modificagbes. Consiste no emprego da
espectrofotometria na regido do UV para a avaliagdo das
formulacdes, medindo-se a absorbancia de uma solugdo
em uma faixa de comprimento de onda entre 290-320
nm, realizando leituras em intervalos de 5 nm.

Diluiu-se as particbes e o filtro solar de
referéncia  hidrossollivel (Acido-2-fenilbenzimidazol-
5-sulfénico e acido-2-hidroxi-4-metoxibenzofenona-
5-sulfénico)?? (Deg - Lote: PROD015080) em metanol
95%, obtendo-se solugdes com concentragdo de 10, 50
e 100 pg/mL.

Prosseguiu-se o ensaio em microplaca de
96 pogos, adicionando 200 pL de amostra de cada
concentragdo, em triplicata. Para o branco da amostra
utilizou-se metanol e pipetou-se o mesmo volume.
Por fim, as solugdes foram analisadas no leitor de
ELISA nos comprimentos de ondas entre 290-320
nm, e posteriormente, aplicou-se a formula abaixo
(equagdo 1), que relaciona o efeito eritematogénico e
a intensidade da radiagao (EE x I) descrita na tabela 1.
Os dados sdo apresentados como média e erro padrao
médio (média £ e.p.m).

Para determinar o comprimento de onda
maximo de absorcdo (A ), as particdes e o filtro

max.

Equacédo 1: Calculodo FPSin vitro por espectrofotometria

por absorbancia no UV pelo método Mansur.2!

320

FPS = FC x [Z EE (1) x I (A) x Abs ()]
290

Legenda: FC= fator de corregdo (igual a 10); EE(L)= efeito

eritematogénico da radiacdo de comprimento de onda;
I(A)= intensidade da luz solar no comprimento de onda (.);
Abs(L)=

solugdo da preparagdo no comprimento de onda (1).

leitura  espectrofotométrica da absorbancia da

solar de referéncia hidrossolivel foram analisadas no
espectrofotdmetro nas mesmas concentragbes de 10,
50 e 100 pg/mL, a partir da utilizagdo de uma cubeta de
quartzo, obtendo-se a varredura da absorbéancia entre
200-400 nm, em triplicata.
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Tabela 1: Relagdo entre o efeito eritematogénico e
a intensidade da radiacdo em cada comprimento de

onda.?!

apresentou maior teor de flavonoides, seguido da
particdo hidroalcodlica (PAGC) (140,70 £ 1,91 mg/g)
(p<0,05).

A analise quantitativa da atividade antioxidante

A (nm) EE(%) x I(%) das particdes revelou que a CI, de todas as parti¢Bes
290 0,0150 foi maior que a dos padrdes, quercetina e rutina (tabela
295 0,0817 2). PAC e PAGC foram as particdes que apresentaram
300 0,2874 melhor atividade na redugdo de radical livre (CI, ;= 2,15
305 0,3278 + 0,20 e 6,90 £ 0,75 pg/mL, respectivamente). Além

disso, a PAC apresentou resultado muito semelhante
310 0,1864 a M. ilicifolia (CI,,= 2,20 + 0,09 pg/mL), ndo havendo
315 0,0839 diferenca estatistica entre si (p<0,05).
320 0,0180 No método do poder de reducdo do complexo

Andlise estatistica
As andlises estatisticas, para todos os
experimentos, foram realizadas pelo teste de ANOVA

seguido de teste de Bonferroni (p<0,05) por meio do
programa GraphPad Prism 8.

RESULTADOS
Teor de flavonoides e o potencial antioxidante

De acordo com a tabela 2, observou-se que a
particdo acetato de etila (PAC) (336,91 + 1,89 mg/qg)

fosfomolibdénio, a PAC apresentou alta capacidade
antioxidante (%AAR &cido ascorbico= 45,71 + 3,74;
%AAR quercetina= 312,72 * 25,59; %AAR rutina=
120,35 + 9,85), superando a atividade antioxidante da
M. ilicifolia (%AAR acido ascérbico= 37,23 + 7,46; %AAR
quercetina= 254,71 £ 51,04; %AAR rutina= 98,03 %
19,64) (p<0,05). A PAGC também obteve capacidade
antioxidante total significativa com %AAR de 85,50 +
3,01; 222,16 £ 7,82 e 32,47 £ 1,14 em relagdo ao acido
ascorbico, quercetina e rutina, respectivamente.

No ensaio de co-oxidagdo do sistema B-caroteno/
acido linoleico, apenas a PAC (70,31 + 0,48%) e PDC
(57,06 £ 6,74%) exibiram equivaléncia de inibigdo aos
padrdes rutina (53,47 + 1,07%) e quercetina (57,51

Tabela 2: Doseamento de flavonoides e atividade antioxidante das partigdes do extrato metandlico de Mitracarpus

frigidus.
Flavonoides Complexo fosfomolibdénio pB-caroteno/acido linoleico
totais DPPH (38,46 pg/mL)
Amostras (f“g/g CLso (Hg/ %AAR %AAR Inibicdo
equivalente mL) , %AAR F1 F2
. Ac. Rutina (%)
em rutina)
PHC 52,86 + 5 25Qabsten 17,77 + 121,56 £+ 46,78+ 29,47+ 0,51 + 0,72 %
3,43ef9 3,01efh 20,6¢fh 7,93efh 7,89%beg9 0,18 0,59
PDC 84,55 + 73,91 £ 16,79 = 114,89 £ 44,22 = 57,06 £ 0,63 £ 1,21 £
5,59def 22,654 3,25efh 22,2600 8,57¢fh 6,744fh 0,09° 0,50
PAC 336,91 % 2,15 £ 45,71 = 312,72+ 120,35+ 70,31 & 0,58 £ 0,93 =
1,894df9 0,20¢ 3,744feh 25 5Q9dfah g 85dfgh 0,484fh 0,09° 0,22
PAGC 140,70 + 6,90 % 85,50 £ 222,16 £ 32,47 % 10,61 = 0,63 % 0,63 +
1,914de9 0,75¢ 3,01de9 7,824e9 1,14d9e9 3, ,393begh 0,04° 0,15
M. ilicifolia NR 2,20 = 37,23+ 254,71 % 98,03 = 32,64 £ 0,53 £ 0,72 £
0,09¢ 7,46429 51,044de9 19,6449 1, ,442befg 0,06 0,35
. 0,54 £ 53,47 £ 0,52 £ 1,03 £
Rutina NR 0,384 NR NR NR 1076 0.04 0.02
Quercetina NR 0,33 NR NR NR 27,51 % 0,32 0,67 +
0,124 2,454fh 0,17ef9 0,48

Legenda: PHC= particdo hexanica; PDC= particdo diclorometanica; PAC= particdo acetato de etila; PAGC= particdo hidroalcodlica
(ambas do extrato metandlico das partes aéreas de M. frigidus). M. ilicifolia - extrato metandlico das folhas de Maytenus ilicifolia
(Florien Fitoativos LTDA - Lote: 18323 - FLO6 - 004187). a) Diferenga estatistica em relagdo ao controle positivo rutina (p<0,05).
b) Diferenca estatistica em relagdo ao controle positivo quercetina (p<0,05). c) Diferenca estatistica em relagdo ao controle positivo
acido ascérbico (p<0,05). d) Diferenca estatistica em relagdo a PHC (p<0,05). e) Diferenga estatistica em relagdo a PAC (p<0,05).
f) Diferenca estatistica em relagdo a PAGC (p<0,05). g) Diferenga estatistica em relagdo a PDC (p<0,05). h) Diferenga estatistica

HU Rev. 2021; 47:1-10. DOI: 10.34019/1982-8047.2021.v47.32731



Ferreira et al. Atividade bioldgica in vitro de M. frigidus.

A) B)
1.04 1.0—
0.8+ 0.84
8 ]
£ 0.6-] £ 0.6-]
g g
3 = -e- PDC
8 0.4+ - PHC g 0.4 _
2 - Controle Negativo g -# Controle Negativo
0.2 -+ Rutina 0.2+ —— Rutina
0.0 -+ Quercetina 0.0 -¥ Quercetina
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo (min) Tempo (min)
C D
1.04 ) 1.04 )
0.8+ 0.84
8 5
2 0.6+ 2 06+
£ - PAC £
2 0.4 ! § 0.4 -~ PAGC
g -=- Controle Negativo < -m Controle Negativo
0.2-] -+ Rutina 0.2 -+ Rutina
0o -¥ Quercetina 0.0 ' ' . . . . . v % Quercetina
0 15 30 45 60 75 90 105 120 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo (min) Tempo (min)
E)
1.04
0.84
8
=]
< 0.6
g
2 0.4 -e- M. ilicifolia
2 -# Controle Negativo
0.2+ —— Rutina
0.0- —* Quercetina
0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo (min)

Figura 1: Perfil de decaimento da absorbancia do p-caroteno (curva de oxidacdo), avaliada em 470 nm, das particdes

de Mitracarpus frigidus.

Legenda: a) PHC= particdo hexanica; b) PDC= particdo diclorometénica; c) PAC= partigdo acetato de etila; d) PAGC= partigdo
hidroalcodlica (ambas do extrato metandlico das partes aéreas de Mitracarpus frigidus); e) Extrato metandlico das folhas de Maytenus
ilicifolia (Florien Fitoativos LTDA - Lote: 18123 - FL06 - 004187). Controle negativo é 0 100% de oxidagdo. Quercetina e rutina foram

usadas como controle positivos.

+ 2,45%), ndo havendo diferenga estatistica entre
si (p<0,05). Além disso, a PAC obteve uma inibigdo
superior a M. ilicifolia (32,64 £ 1,44%) (p<0,05). Neste
mesmo ensaio, a PAC revelou eficiéncia em bloquear a
formacdo inicial de radicais peroxilas (F1= 0,58 + 0,09),
contudo, para a fase de propagacdo, ndao apresentou
eficiéncia antioxidante, pois atingiu valores proximos a
123 (F2= 0,93 = 0,22).

Na curva de oxidagdo do B-caroteno (figura 1)
observou-se que as particdes PAC e PAGC apresentaram
uma menor inclinagdo em sua curva quando comparadas
ao controle negativo. Vale ressaltar que PAC que foi
semelhante a quercetina e M. ilicifolia. PHC e PDC
mostraram inclinacdo semelhante a rutina.

Determinacdao do fator de protecdao solar
(FPS) in vitro

De acordo com a tabela 3, somente a PAC
apresentou atividade fotoprotetora, na concentracdo de
100 pg/mL, pois exibiu FPS acima de 62* (FPS= 12,11

+ 0,020), com diferenca estatistica em relagdo ao filtro
solar de referéncia hidrossoluvel (FPS= 14,86 + 0,062)
(p<0,05) (tabela 3).

Considerando o espectro de absorcdo
ultravioleta realizado, observou-se que a PAC (figura
2 (B)), principalmente na concentracao de 100 ug/mL,
apresentou picos de intensidade de absorcdo nas regides
UVA (335 e 340 nm), UVB (305 e 315 nm), UVC (235
nm), diferentemente das outras particdes, que exibiram
picos de intensidade de absorcao predominantemente na
regido UVC (280-100 nm). Além disso, o filtro solar de
referéncia (figura 2 (C)) apresentou absorcdo somente
nas regides UVB e UVC na mesma concentracdo,
mostrando ser menos eficiente que a PAC, a qual
apresentou amplo espectro de absorcgdo.

DISCUSSAO
Teor de flavonoides e potencial antioxidante

O doseamento de flavonoides totais € um
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Figura 2: Espectro de varredura das particGes do extrato metandlico de Mitracarpus frigidus.
Legenda: a) PHC= partigdo hexanica; b) PDC= particdo diclorometénica; c) PAC= particdo acetato de etila; d) PAGC= partigdo
hidroalcodlica (ambas do extrato metandlico das partes aéreas de M. frigidus); e) Filtro solar= filtro solar de referéncia

hidrossoluvel (Deg - Lote: PROD015080).

método largamente empregado para avaliar o teor
deste metabdlito secundario em produtos vegetais,
visto que se trata de um ensaio de facil e rapida
execucdo.? Além disso, o teor de flavonoides pode
estar diretamente relacionado as atividades bioldgicas
realizadas neste trabalho. Como visto anteriormente, a
particdo acetato de etila (PAC) apresentou maior teor de
flavonoides em relagdo as outras particGes, sugerindo
que as substancias flavonoidicas do material em estudo
apresentam polaridade semelhante ao solvente acetato
de etila.

O método de sequestro de radical livre (DPPH)
é o0 ensaio mais amplamente relatado para a triagem de
atividade antioxidante de muitos farmacos de origem
vegetal.?* Embora todas as particdes apresentarem CI,
maiores que os padrdes quercetina e rutina, PAC e PAGC
foram as particbes que se mostraram promissoras na
reducdao de radical livre, sendo a atividade de PAC foi
equivalente a M. ilicifolia. Essas amostras foram as que
apresentaram maiores teores de flavonoides, como dito

anteriormente, demonstrando assim uma correlagdo
dessa classe de compostos fendlicos com este ensaio
antioxidante.

O método do poder de reducdo do complexo
fosfomolibdénio além de ser simples e de baixo custo,
possui a vantagem de avaliar a capacidade antioxidante
tanto de componentes lipofilicos quanto hidrofilicos.!?
Conforme nossos resultados, a PAC expressou uma
elevada porcentagem de atividade antioxidante relativa
em relacdo aos padrbes acido ascérbico, quercetina e
rutina, logo, a PAC possui alta capacidade antioxidante,
superando a atividade antioxidante da M. ilicifolia. A
PAGC também apresentou uma consideravel capacidade
antioxidante total, ja que teve resultados significativos
em relagdo ao acido ascérbico e quercetina.

A atividade antioxidante das particdes avaliada
pelo método de co-oxidagdo do sistema B-caroteno/
acido linoleico, aponta que somente PAC e PDC
apresentaram equivaléncia de inibicdo aos padrdes
rutina e quercetina. Além disso, apenas a PAC superou
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Tabela 3: Fator de Protecdo Solar das particbes do

extrato metandlico de Mitracarpus frigidus.

Concentragdo (pg/mL)
Amostras
10 50 100
0,31 %+ 0,99 = 1,44 =
PHC
0,005¢b¢ 0,007°%¢ 0,009¢b.de
+ + +
PDC 0,21 1,62 2,04
0,030¢b¢ 0,040¢b¢ 0,030°b¢
+ + +
PAC 1,15 5,36 12,11
0,010%cd 0,0202cde 0,0203cde
0,32 £ 1,44 = 2,26 £
PA
GC 0,019b¢ 0,021be 0,008abe
Filtro 0,84 = 9,46 = 14,86 =
solar 0,0272cd 0,019ab.cd 0,0623abcd
Legenda: PHC= particdo hexanica; PDC= particdo
diclorometanica; PAC= particdo acetato de etila; PAGC=

particdo hidroalcodlica (ambas do extrato metandlico das
partes aéreas de M. frigidus). Filtro solar - filtro solar de
(Deg - PROD015080). a)
Diferenga estatistica em relagdo a PHC (p<0,05). b) Diferenca

referéncia hidrossoltvel Lote:
estatistica em relagdo a PAC (p<0,05). c) Diferenca estatistica
em relacdo a PAGC (p<0,05). d) Diferenga estatistica em
relacdo a PDC (p<0,05). e) Diferenca estatistica em relagéo ao
filtro solar (p<0,05). ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

a inibicdo da M. ilicifolia.

Neste mesmo ensaio, avaliou-se a eficiéncia
antioxidante a partir da relacdo entre a tangente
das curvas cinéticas de oxidagdo do extrato e do
controle negativo (100% de oxidagao), de acordo com
Yanishlieva e Marinova?¢. Na primeira parte da curva,
verificou-se a eficiéncia das particGes em bloquear a
reacdo em cadeia por meio da interagdo com os radicais
peroxilas (F1), ja na segunda parte, a possibilidade
das particOes participarem de outras reacdes durante
0 processo oxidativo (F2) (produtos de decomposicdo
dos peroxidos). Segundo Nascimento et al?3, para um
desempenho antioxidante satisfatério, os valores de
F1 e F2 devem ser menores que 1 e mais proximos de
0. Diante dos nossos resultados, todas as particOes
revelaram eficiéncia em bloquear a formagao inicial de
radicais peroxilas, destacando-se a PAC, porém, para
a fase de propagacdo, ndo apresentaram eficiéncia
antioxidante. Dessa forma, a PAC agiu somente no inicio
da oxidagdo, bloqueando a reacdao em cadeia, assim
como os padrdes rutina e M. Jlicifolia.

A curva de oxidagdo representa uma curva de
descoramento do B-caroteno ao longo de 120 minutos
de reagao do controle negativo (100% de oxidagao), do
controle positivo e das partigdes. Notou-se que a PAGC,
e principalmente a PAC, apresentaram uma menor
inclinagdo em sua curva quando comparada ao controle
negativo, mostrando serem capazes de bloquear a
oxidagdo do acido linoleico e, consequentemente,
preservar a coloragao do B-caroteno.

Todos os resultados encontrados nos testes
antioxidantes para as amostras analisadas confirmaram
a potencial atividade bioldgica das partigdes, como
relatado na literatura para MFM e M. licifolia,***4
com destaque para PAC, a qual possui maior teor de
flavonoides, os quais podem estar associados as suas
propriedades antioxidantes.?” As particdes podem ter
se sobressaido quanto a atividade antioxidante em
relacdo aos estudos descritos de MFM e M. ilicifolia,**-*#
devido ao processo de particdo, que separa substancias
com polaridades diferentes presentes nos extratos,
concentrando aquelas que possuem um resultado mais
promissor.

Determinacdao do fator de protecdao solar
(FPS) in vitro

Segundo a Anvisa,® um fotoprotetor aceitavel
deve ter um FPS maior que 6. A partir dessa legislagao,
observou-se que a PAC foi a Unica particdo a apresentar
atividade fotoprotetora, na concentragdo de 100 pug/mL,
com FPS= 12,11. Esse resultado é confirmado através
dos espectros de absorgdo ultravioleta, que foi realizado
para avaliar a eficacia das partigdes como fotoprotetoras,
a partir da sua capacidade de absorgdo da energia
radiante. Diante disso, observou-se que a PAC, na
mesma concentragdo, apresentou picos de intensidade
de absorgdo nas regides UVA (400-320 nm), UVB (320-
280 nm) e UVC (280-100 nm), diferentemente das
outras particdes, que exibiram picos de intensidade de
absorcdo somente na regido UVC. Além disso, sugere-
se que a PAC, por ser capaz de absorver na regido
UVA, poderia potencializar a fotoprotegdo do filtro solar
referéncia hidrossoltvel, se incorporada na formulagdo
do mesmo, o qual possui uma intensidade de absorgao
maior nas regides UVB e UVC, na concentragdo de 100
pMg/mL, produzindo, assim, uma fotoprotecdo de amplo
espectro. Com isso, a PAC tem potencial para compor,
como coadjuvante, em uma formulagdo com atividade
fotoprotetora.

Diante dos resultados encontrados nesse
estudo, percebemos que as atividades antioxidantes
podem predizer o potencial das particdes diante das
atividades bioldgicas, e que a composicdo de cada
particdo, destacando a presenca dos flavonoides,
favoreceu para os melhores resultados antioxidantes e
fotoprotetores.

CONCLUSAO

O presente estudo revela que Mitracarpus
frigidus apresenta grande potencial antioxidante e
fotoprotetor, devido ao seu conteldo flavonoidico. A
PAC foi a particdo que expressou melhores resultados,
obtendo maior concentragdo de compostos, como
os flavonoides, e tais resultados promissores podem
estar relacionados as atividades dessa partigdo. Diante
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disso, devido a sua capacidade de potencializar a
acao de um produto com a fungdo de protegdo solar,
mais pesquisas serdao realizadas com a PAC, para que
futuramente possamos incorpora-la como coadjuvante
em uma formulagdo farmacéutica fotoprotetora, uma
vez que, um produto natural com atividade bioldgica,
antioxidante e fotoprotetora, tem-se tornando tendéncia
mundial em formulagdes dermocosmeéticas, o que agrega
valor ao mesmo, devido a boa aceitagdo por parte dos
consumidores.
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