Universidade Federal do Sul da Bahia - UFSB
Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia da Bahia - IFBA
Programa de Pos-Graduacio em Ciéncias e Tecnologias Ambientais - PPGCTA

Nilson Marques Silva Jtnior

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE E FOTOPROTETOR EM
PLANTAS COLETADAS NA MATA ATLANTICA DO SUL DA BAHIA

Orientador: Prof. Dr. Luciano da Silva Lima

Co-orientador: Prof. Dr. Marcus Luciano Souza de Ferreira

Bandeira

PORTO SEGURO - BA
JULHO - 2021



Nilson Marques Silva Junior

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE E FOTOPROTETOR EM
PLANTAS COLETADAS NA MATA ATLANTICA DO SUL DA BAHIA

Dissertagcdo apresentada a Universidade Federal do Sul da Bahia
e Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia da Bahia,
como parte das exigéncias do Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncias e Tecnologias Ambientais para obtenc¢do do Titulo de

Mestre em Ciéncias e Tecnologias Ambientais.

Orientador: Prof. Dr. Luciano da Silva Lima

Co-orientador: Prof. Dr. Marcus Luciano Souza de Ferreira

Bandeira

PORTO SEGURO - BA
JULHO - 2021



Dados internacionais de catalogacdo na publicacio (CIP)

S586a  Silva Junior, Nilson Marques

Avaliacdo do potencial antioxidante e fotoprotetor em plantas coletadas
na Mata Atlantica do sul da Bahia / Nilson Marques Silva Junior. — Porto
Seguro, 2021.

42 f. : il. (algumas color.)

Orientador: Prof. Dr. Luciano da Silva Lima

Coorientador: Prof. Dr. Marcus Luciano Souza de Ferreira Bandeira.

Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia da Bahia (IFBA), Campus Porto Seguro. Universidade Federal do
Sul da Bahia (UFSB), Campus Sosigenes Costa. Programa de Pds-Graduagado
em Ciéncias e Tecnologias Ambientais.

1. Plantas medicinais 2. Extrato de plantas 3. Antioxidante 4. Fotoprotetor
5. Compostos fendlicos 6. Mata Atlantica 7. Bahia (BA) 1. Titulo.

CDD: 572

Elaborada por Jakeline Vilela de Pddua — CRB-5/1573




COMISSAO JULGADORA

(Al Lo é‘wu«ﬁb s

Prof. Dr Allison Gongalves Silva
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia da Bahia

Prof  Dra. Bruna Carmo Rehem
Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia da Bahia

_4:( e / ; a!C\,

7

Prof. Dr. Sérgio Anuncia¢dao Rocha
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia

Aprovada em: / /

Local da Defesa:




Dedico este trabalho a minha
esposa e minhas filhas por todo
apoio e compreensao.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me da o dom da vida e colocar sentido nela. A minha familia, em especial
minha esposa Raquel Marques, sempre com seu apoio fundamental e serenidade nos meus momentos
de angustia. As minhas filhas, Alice e Isadora, sempre prontas a me alegrar, buscarei sempre ser
exemplo para elas. As tias Gilsa e Dad4, fundamentais nessa caminhada, presente nos momentos mais
dificeis e complicados de trabalho e mestrado, ajudando no cuidado das minhas filhas. Aos meus pais,
irma e sobrinhas. Agradeco aos colegas, em especial Leinah e Raquel, sempre disponiveis a ajudar.

Agradeco ao meu orientador, Luciano da Silva Lima, sempre paciente e disponivel e a Marcus
Luciano Souza de Ferreira Bandeira, coorientador, que também ndo mediu esforcos para as
explicacdes e apoio. Obrigado a vocés pelo apoio e as orientacgdes.

Enfim, agradeco a todos os amigos e colegas que contribuiram para esse crescimento pessoal

e profissional!



Se conseguir enxergar longe €
porque procurei olhar acima

dos ombros dos gigantes.
Isaac Newton



SUMARIO

RESUMO GERAL.....cutiiieitteieeett ettt et ettt et et e bt et e et esbeenaesstesbeenseeneesseensesneans 9
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt h ettt sat e bt e st e bt e bt et e sb b e bt et e eutenbeetesanen 10
LISTA DE TABELAS . ...ttt ettt ettt e bt e st e et e e sabeebeeenbeenseesaeean 11
LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt sttt ettt et bt et et esseenbeenaesneenee 12
INTRODUGCAO GERAL.........ooviieeeeeeeeeeeeeeee et 13
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA.......c..cooiriimrrireeeissesssesssssesssesssesssssssssssessessssssssssessssessssnees 15
F N 5 7o T USSR 16
Atividade fotoprotetora e inibitdria da Tirosinase in vitro em Plantas Brasileiras: Uma revisao
ASSOCTATIVAL 1eeuvteeeutteeeiteeesieeesteeeseteeetreeeateeesseeeesseeessseeeasseeeassaeesseesnsseeansseesnssaeanseeensseesassesansseesnsseesnsees 17
I INEEOAUGAO. ...ttt ettt ettt e e e et e e st e e e s teeesnbaeessbeeessbeeesssaeensseeensseeansneesnsneennseennns 17
2 Material € MELOAOS. .....cevuuiiiiiiiiiie ittt ettt e st e e st e e s abeeesabeessabeesbbeesbbeesaneenane 18
3 ReSUIAdOS € AISCUSSAO...eeuviieiuiieiieiieeiiieeiiee ettt e estte e ettt e eteeessbeeesssaeessseeeassaeessseeesseeensseeesseennsseens 19
0] 11 VY- o T OO PRR T UURRRRPPRRN 24
S Referéncias bibliOZrafiCas........cc.uiiiiiiiiiiiiiiiie ettt s 25
ARTIGO 2.ttt et ettt et e e e bt et e st e sb e eabesae e e bt en bt entesaeenbeenteeaeenbeentenneenee 28
Avaliacdo do potencial antioxidante e fotoprotetor de plantas da Mata Atlantica do Sul da Bahia.. 29
1. INTRODUGAO. ........oouieieeeeeeeeeeeeeeeeeeesee et s sttt sen st sssnesesanen 29
2. MATERIAL E METODOS..........ooomiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeesee s eeeesesses s sess s ssassessasss s 30
2.1 Preparo dos Extratos por Planejamento das mMiSturas...........ccueeevueeeeueeenieeenieeenieeereeeeneeennnes 31
2.2 FENOLICOS TOtAIS (FT)...uueiiiiiiiiiiiiieee et et e e e ar e e e e e e e e e eeaarraeeeeas 31
2.3 Atividade ANtOXIAANTE (AA)..ueeiiiiiiiiiiieeieee ettt eeeerrre e e e e e ee st eeseeeseenssrrareeaeeeeas 32
2.4 Atividade FOLOPIOIEIOTA. .. .eeeiuvieeiieeeiieeeiieeeiiteeeteeesiteeetteestaeesseeessreesnsaeessseeensseeesssesensseennes 32
2.5 ANALISE ESTAtISTICA. .. .ueiiiiieiiiieiitee ettt et e e st e et e e et e e s bt e e sabeeesanee s 33
3. RESULTADOS E DISCUSSAO.........ooiiiieeieeeeeeeeeeeeee et essae s s en s 33
3.1 Planejamento de mistura € Fendlicos TOtaIS......cccvuvieruiieeiiiiiiiieeiie ettt eivee e 33
3.2 Avaliacao ANHOXIAANTE. ..c...viiriiiiiiiieiiieeiee ettt ettt ettt e st e esib e e s bt eesbteesabeeesabeeenas 35
3.3 Avaliacdo da Atividade FOtOPIOLELOTa. .......cevutiiiriiieiiiieeiiiee ettt ettt 37
4. CONCLUSAO. ..ottt 38
5. AGRADECIMENTOS......ctteitetete ettt ettt et ettt et e st e e bt e sabeebeesnseeseesabeenseesnseennes 38
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccvuuriimrrionneesseesessssesesssssssessssesesssssssssssessssessens 39

CONCLUSAQ GERAL........oovuiieeeiiieeeieee sttt 42



9

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE E FOTOPROTETOR DE PLANTAS
COLETADAS NA MATA ATLANTICA DO SUL DA BAHIA

RESUMO GERAL

As plantas medicinais sdo utilizadas no tratamento de enfermidades hda muito tempo. A grande
diversidade de espécies vegetais e o aumento da procura de fitoterdpicos e a necessidade da validacao
das propriedades farmacoldgicas tem incentivado o surgimento de inimeros estudos. Dentre esses
estudos, o uso metabolitos secunddrio com agdo fotoprotetor, o que se tornou fundamental para
prevencdo de doengas relacionadas a exposi¢do a radiagdo solar, fruto das consequéncias dessa
exposicdo e a produgdo em excesso de radicais livres, que sdo espécies reativas que estimulam a
producdo de melanina pela enzima tirosinase, que leva a danos que podem ser irreversiveis a pele.
Neste trabalho, sdo apresentados dois artigos. O primeiro trata de uma revisao associativa de plantas
brasileiras avaliadas o efeito fotoprotetor e inibidor da tirosinase in vitro, no periodo de 2010 a 2020,
pela busca nas bases PubMed, Scopus e Google académico. No levantamento, foram analisados
estudos nos cinco biomas brasileiros, onde demonstraram plantas avaliadas a ag@o inibitéria da
tirosinase (AIT) e o Fator de protecao solar (FPS). Foi possivel observar na revisao que a FPS e (AIT)
estavam associados na maioria das vezes a compostos quimicos como o dcido kéjico, timol,
espilantol, quercetina, rutina e compostos fendlicos das mais variadas classes.

O segundo artigo utilizou plantas de ocorréncia no bioma da Mata Atlantica do Sul da Bahia,
objetivando avaliar o teor de fendlicos totais e a relagdo entre atividade antioxidante e fotoprotetora
pela otimizac¢do de misturas de extratores por planejamento simplex. Trés plantas foram avaliadas:
Copaifera lucens Dwyer, Schnella angulosa (Vogel) Wunderlin e Miconia albicans (S.W) Triana,
onde os resultados encontrados revelaram que a C. lucens Dwyer apresentou maior teor de fendlicos
e a Schnella angulosa (Vogel) Wunderlin (caule) apresentou melhor atividade antioxidante. Apesar
de apresentarem (FPS), nenhuma espécie apresentou valores significativos exigidos pela legislacao

para utilizacdo como filtro solar.

Palavras-Chave: Extrato de plantas, Compostos Fenélicos, Radiacdo UV, Fotoprotecao.
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EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT AND PHOTOPROTECTIVE POTENTIAL OF
PLANTS COLLECTED IN THE SOUTHERN BAHIA ATLANTIC FOREST

ABSTRACT

Medicinal plants have been used to treat illnesses for a long time. The great diversity of plant species
and the increase in demand for herbal medicines and the need to validate their pharmacological
properties led to the emergence of numerous studies. Among these studies, the use of secondary
metabolites with photoprotective action, which has become essential for the prevention of diseases
related to exposure to solar radiation, because of the consequences of this exposure and the excess
production of free radicals, which are reactive species that stimulate production of melanin by the
enzyme tyrosinase, which leads to damage that may be irreversible to the skin.

In this work, two articles are presented. The first deals with an associative review of Brazilian plants
evaluated for photoprotective and tyrosinase inhibitory effects in vitro, in the period from 2010 to
2020, by searching the PubMed, Scopus and Academic Google databases. In the survey, studies in
the five Brazilian biomes were analyzed, which demonstrated plants evaluated for the inhibitory
action of tyrosinase (AIT) and the sun protection factor (SPF). It was possible to observe in the review
that SPF and (AIT) were associated most of the time with chemical compounds such as kojic acid,
thymol, epilantol, quercetin, rutin and phenolic compounds from the most varied classes.

The second article used plants occurring in the Atlantic Forest biome of southern Bahia, aiming to
evaluate the total phenolic content and the relationship between antioxidant and photoprotective
activity by optimizing extractant mixtures by simplex planning. Three plants were evaluated:
Copaifera lucens Dwyer, Schnella angulosa (Vogel) Wunderlin and Miconia albicans (SW) Triana,
where the results revealed that C. lucens Dwyer had higher phenolic content and Schnella angulosa
(Vogel) Wunderlin (stem) showed better antioxidant activity. Despite presenting (FPS), none of the

species presented significant values required by legislation for use as a sunscreen.

Keywords: Plant extract, Phenolic Compounds, UV radiation, Photoprotection.
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INTRODUCAO GERAL

A radiagdo Ultravioleta (UV) pode ser subdividida em 3 tipos: UVA, UVB e UVC conforme
seu comprimento de onda de 320-400, 280-320 e 190-280 nm, respectivamente. A UVA ¢
aproximadamente 20 vezes mais penetrante na pele humana sendo responsdvel pelas mudancas
observadas na pele e alteracdo celulares (FRUET, 2015).

A exposicao a radiac@o solar pode ocasionar desequilibrio entre as substancias antioxidantes
e a quantidade de radicais livres no organismo provocando um estresse oxidativo, que pode
desencadear diversas doencas como cancer, doencgas cardiovasculares e desordens inflamatdrias
(GUARATINI et al., 2009; SILVA et al., 2010).

Para diminuir as consequéncias da radiacao solar e da produgdo excessiva de radicais livres
tém-se utilizado frequentemente polifendis de origem vegetal por sua conhecida acao antioxidante e
potencial inibidor da enzima tirosinase. Essa acdo se deve pela grande diversidade de grupos
quimicos, como hidroxila, grupos carboxilicos e doadores de prétons (FRUET, 2015) presentes nas
substancias produzidas pelas plantas.

A Mata Atlantica é um dos grandes ambientes de biodiversidade brasileiro. Apesar de
iniciativas de conservacgdo e criacdo de areas de protecdo em reservas, apenas aproximadamente 7%
ainda resta dessa floresta. Atualmente, mais de 530 plantas estdo ameagadas (TABARELLI et al.,
2005). Este bioma possui uma flora rica com grande diversidade de espécies vegetais, entretanto,
muitos destas plantas ndo foram investigadas as suas propriedades farmacoldgicas se encontram
desconhecidas (VIOLANTE et al., 2009). Com o aumento do nimero de doencas associadas a
radiacdo solar, torna-se uma alternativa para a busca de novas substincias fotoprotetora.

Nesse contexto, e buscando a valorizagao da Mata Atlantica pela descoberta de compostos
bioativos, neste trabalho sdo apresentados dois artigos. O primeiro artigo mostra uma revisao
bibliografica de plantas avaliadas a atividade fotoprotetora e inibitéria da tirosinase nos ultimos dez
anos publicados nas bases SCOPUS, PUMED e Google Académico. Desta forma, a revisdo visa
demonstrar as publicacdes de plantas brasileiras avaliada para a prote¢ao da pele humana quanto a
exposic¢do as radiagdes ultravioletas (UV), que sdo também responsaveis por alteracdes cutaneas
provocadas geralmente por espécies reativas (DE SOUZA et al., 2013). Portanto, os radicais livres
s@0 os principais responsaveis por dano celular e varias doencas, dentre elas o cancer de pele. E as
substancias produzidas pelas plantas podem reduzir ou prevenir pelo sequestrado dos radicais livres
ou atuar como inibidores enzimaticos (VIEIRA et al., 2015).

O segundo artigo utilizou plantas de ocorréncia no bioma da Mata Atlantica do Sul da Bahia,
objetivando avaliar o teor de fendlicos totais e a relagdo entre atividade antioxidante e fotoprotetora

pela otimizac¢do de misturas de extratores por planejamento simplex. Trés plantas foram avaliadas:
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Copaifera lucens Dwyer, Schnella angulosa (Vogel) Wunderlin e Miconia albicans (S.W) Triana,
onde os resultados encontrados revelaram que a C. lucens Dwyer apresentou maior teor de fendlicos
e a Schnella angulosa (Vogel) Wunderlin (caule) apresentou melhor atividade antioxidante. Apesar
de apresentarem (FPS), nenhuma espécie apresentou valores significativos exigidos pela legislacao
para utilizacdo como filtro solar.

A Miconia albicans € uma espécie de ocorréncia entre o sul do México até o Paraguai,
distribuindo-se por quase todos os estados brasileiros, onde é conhecida como canela de velho. A
planta pertence a Familia das Melastomataceae e ao género Miconia (CARREIRA e ZAIDAN, 2003).
PIERONI et al., 2011). Inimeras propriedades terapéuticas como analgésicas, antiparasitdrias e
antifungicas sdo conhecidas.

A Copaifera lucens Dwyer pertencem a Familia Fabaceae e ocorre exclusivamente na Mata
Atlantica da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (VIDAL et al., 2014). Em estudos com
Oleo e resinas naturais de espécie do género foram verificados atividade antiedematogénica em
avaliacdo in vivo e a inibi¢do in vitro da 5-lipooxigenase, enzima que participa da cascata inflamatéria
(LEANDRO et al., 2012). Porém, nao foram encontrados dados a respeito da atividade farmacoldgica
de C. lucens Dwyer (DAMASCENO et al., 2019).

A Schnella angulosa (Vogel) Wundelin (Familia Fabaceae) € uma espécie endémica no Brasil
onde € conhecida popularmente como escada de macaco e apresentam alta capacidade de fixacdo de
nitrogénio no solo (TRETHOWAN et al., 2015). Dentre os compostos encontrados em espécie do
mesmo género, os flavonoides, terpenoides, esteroides, acidos fendlicos destacam-se pelas
propriedades terapéuticas antioxidantes e hipoglicemiante, tendo correlacdo com a presenca de
compostos fendlicos, em especial de flavonoides glicosilados (SANTOS et al., 2014).

Desta maneira, a partir desta investigacdo de plantas € busca também a valorizacdo da flora
brasileira e da Mata Atlantica do Sul da Bahia pelo estudo farmacolégica de espécimes do bioma.
Bem como, buscar dados na literatura pela revisao bibliografica de trabalhos experimentais de acao

jé descritas para plantas da biodiversidade brasileira, para subsidiar estudos futuros.
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Atividade fotoprotetora e inibitdria da Tirosinase in vitro em Plantas
Brasileiras: Uma revisdo associativa

Photoprotective and inhibitory activity of Tyrosinase in vitro in
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Resumo

O uso de plantas medicinais tem sido empregado para diversos fins, principalmente como terapéuticos. Desta forma, a
busca por compostos com agdes fotoprotetoras em espécies brasileiras vem aumentando gradativamente fruto da
necessidade de sustancias mais eficazes e mais barata para a protecdo da pele. Entre esses estudos, a inibi¢do da tirosinase
tem demonstrado ser promissora para a utilizagao os fotoprotetores naturais. Objetivo desta revisdo foi analisar a producdo
cientifica sobre a atividade fotoprotetora e a inibitdria da tirosinase em plantas brasileiras para fins terap€uticos. A revisao
foi baseada em busca de artigos cientificos nas bases de dados Scopus, PubMed e Google Académico, seguindo os critérios
de inclusdo: artigos cientificos disponiveis na integra nas bases de dados, publicados em periédicos nacionais e/ou
estrangeiros, para plantas medicinais com avaliacdo da atividade fotoprotetora e inibitdria da tirosinase, publicados entre
2010 a 2020. No total foram incluidos treze artigos, sendo que doze avaliaram a inibi¢do da enzima in vitro em diferentes
partes das plantas: 6leo, folha, caule e fruto.

Palavras-chave: Plantas Medicinais, Substancias bioativas, Inibidores enzimaticos

Abstract

The use of medicinal plants has been used for different purposes, mainly as therapeutics. Thus, the search for compounds
with photoprotective actions in Brazilian species has been gradually increasing as a result of the need for more effective
and cheaper substances to protect the skin. Among these studies, tyrosinase inhibition has shown to be promising for the
use of natural photoprotectors. The aim of this review was to analyze the scientific production on photoprotective and
tyrosinase inhibitory activity in Brazilian plants for therapeutic purposes. The review was based on a search for scientific
articles in the Scopus, PubMed and Google Academic databases, following the inclusion criteria: scientific articles
available in full in the databases, published in national and/or foreign journals, for medicinal plants with evaluation of
photoprotective and tyrosinase inhibitory activity, published between 2010 and 2020. In total, thirteen articles were
included, of which twelve evaluated the inhibition of the enzyme in vitro in different parts of the plants: oil, leaf, stem,
and fruit

Keyword: Medicinal plants, Bioactive substances, Enzymatic inhibitors

1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais é opcdo terapéutica para melhoria da saide em todo mundo,
principalmente nos pafses onde a popula¢do ndo tem acesso a um sistema de saide publica de qualidade e
necessita de fontes alternativas para cura de enfermidades [1,2].

Nesse contexto, o Brasil ocupa uma posicao privilegiada com uma diversidade de espécies vegetais,
estimada pelo Ministério Ambiente do Brasil (MMA) em 43.020 espécies conhecidas [3]. Além disso, abriga

comunidades com vastos conhecimentos passados de geracdo a geragao sobre o uso de plantas medicinais para
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cura de diversos males, dentre as quais, doencas de pele ocasionadas pela exposicdo excessiva a radiagdo solar
[4,5].

Os indmeros usos das propriedades atribuidas as plantas no Brasil, o uso de extratos naturais para a
protecdo da pele frente a exposi¢do dos raios solares [6] tem sido uma estratégia farmacoldgica eficaz e segura
associada a facilidade de uso e custos, principalmente em relag@o aos filtros solares comerciais. Esses filtros
solares orginicos possuem a capacidade de proteger a pele por reflexdo da radia¢do incidente e absorcao da
radiagdo ultravioleta e pela agdo dos metabdlitos secundérios das plantas, diferentemente dos filtros comerciais
que agem pela acao de 6xido metdlico refletindo ou dispersando a radiagdo incidente [7,8].

Virios mecanismos sdo utilizados para avaliacdo de extratos de plantas para a protecdo dos danos da
radiacdo solar causados na pele, onde pode-se destacar a capacidade fotoprotetora e inibicdo da enzima
tirosinase. A capacidade fotoprotetora consiste na minimizacdo dos efeitos danosos dos raios UV pela
absorcdo, reflexdo ou difusdo dos raios incidentes por extratos naturais [9]. A ag¢do é medida por fator de
protecdo solar (FPS) que estabelece o periodo de exposi¢do solar com o produto fotoprotetor aplicado sem a
ocorréncia de eritema. Associado também a protecdo da pele humana, a inibi¢do da tirosinase tem sido alvo
de estudos visando a inibi¢cdo da enzima com o objetivo de controlar o excesso da producdo de melanina [6,9].

A capacidade dos extratos de plantas em inibir a tirosinase é um mecanismo essencial na reducdo de
desordens na melanogénese ocasionado pela exposicdo solar, sendo apontado por alguns autores como
promissores para o tratamento do distirbio [5,10,11]. Desta forma, a tirosinase é uma enzima chave para a
biossintese de melanina, porém quando em excesso desencadeia a hiperpigmentag¢do e o uso de inibidores
atuam na fase inicial da melanogénese reduzindo os danos celulares [12,13].

Paralelamente ao contexto, a exposi¢ao celular a radiacdo solar também estimula a produgdo de
Espécies Reativas e geracdo de estresse oxidativo [14], o que pode resultar no crescimento desordenado das
células causando fotoenvelhecimento e até mesmo, o surgimento de tumores e neoplasias malignas [15]. Foi
constatado que pessoas que residem em paises tropicais estdo mais expostas a doenca, como o Brasil e a
Australia, que apresentam os maiores indices de registros de cancer de pele do mundo [16,17].

Face ao exposto, o objetivo dessa revisdo foi reunir informagdes experimentais de artigos que
avaliaram in vitro a capacidade fotoprotetora e inibitdria da tirosinase em plantas brasileiras, a fim de conhecer
alternativas naturais e mais barata para a minimiza¢do dos efeitos danosos da exposicdo a radiacdo solar na

pele humana.

2 MATERIAL E METODOS

O levantamento por artigos cientificos publicados no periodo de 2010 a 2020 foi realizado entre os
meses de julho a dezembro de 2020 nas bases PubMed, Scopus e Google académico pelas palavras chaves
“Brazil AND Tyrosinase AND Photoprotection” na base PubMed e “Brazil AND Tyrosinase” na base Scopus.
Ja na base do Google Académico foi utilizado os termos “Brazil AND Tyrosinase AND Photoprotection AND

Forest” para obter maior refinamento. Todo procedimento se encontra descrito no fluxograma da Figura 1.
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Figura 1: Fluxograma dos estudos obtidos na pesquisa

A busca resultou em um total de 184 producdes. Entretanto, apds andlise na integra dos estudos foram
excluidos as monografias, dissertacdes, textos incompletos e os que eram realizados com plantas ndo coletadas
no Brasil. Esta selecdo resultou em 13 artigos que descreviam a atividade fotoprotetora e inibitdria da tirosinase

de espécies vegetais brasileiras.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apdbs o uso dos critérios de inclusdao e exclusdo foram obtidos 13 artigos com dados sobre plantas
brasileiras com avaliacdo do potencial de inibicdo da tirosinase (AIT) e fotoprote¢do (FPS). Todos os artigos
foram lidos na integra, totalizando doze estudos experimentais e um de revisao.

A Figura 2 demonstra a discriminagao de artigos selecionado por ano no periodo do levantamento com

avaliagdo in vitro da atividade fotoprotetora e inibitdria da tirosinase em extratos de plantas brasileiras.
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Figura 2: Nimero de publicagdes de artigos relacionados a avaliagdo in vitro da atividade fotoprotetora e/ou

inibitoria da tirosinase em extratos de plantas brasileiras no periodo de 2010 a 2020, em periodicos disponiveis nas
bases de dados Scopus, Web of Science, PubMed, Scielo e Google Académico

No periodo € verificado o maior nimero de publicacdes no periodo de 2012 a 2014 e 2016 a 2018,
com oito artigos e cinco artigos publicados, respectivamente. A partir de 2014 houve uma diminui¢do no
nimero de publicagdes, o que se sugere a necessidade de mais investigacdes com as plantas brasileiras, dada
o quantitativo de espécies j4 identificadas nos biomas do Brasil.

As principais informagdes dos artigos selecionados foram descritas na Tabela 1 de maneira resumida
informagdes como: Espécie e Familia, Parte Utilizada do Vegetal e Resultados da atividade fotoprotetora e

inibi¢do da tirosinase das plantas brasileiras avaliadas nos estudos.

Tabela 1: Resumo dos principais dados dos artigos no periodo de 2010 a 2020

RESULTADO
REFERENCIAS | ESPECIE FAMILIA PARTE
FPS AIT (IC50) EFICACIA AIT
Euterpe Oleo 66,08
TEIXEIRA et oleracea Areaceae Vegetal Nio foi avaliada | pg.mL’! Forte Atividade
al, 2012 Oenocarpus Oleo 668,03
bataua Mart Arecaceae Vegetal Nio foi avaliada | ug.mL! Forte Atividade
Eugenia Folha,
dysenterica Caule e 11,88
SOUZA et al, DC Mpyrtaceae Fruto Nio foi avaliada | ug.mL’! Moderada Atividade
2012 Folha,
Pouteria torta Caule e 30,01
Radlk Sapotaceae Fruto Nio foi avaliada | ug.mL! Forte Atividade
Schinus
JORGE et al, terebinthifolius 0,44 mg.mL"
2012 Raddi Anacardiaceae | Folha Nio foi avaliada | ! Forte Atividade
SILVERIO, Dipteryx alata 42% apds
2013 Vogel Fabaceae Folha Nao foi avaliada 1h Moderada Atividade
OLIVEIRA et Salvia 20% ap6s
al, 2013 officinalis Lamiaceae Folha Nio foi avaliada 1h Baixa Atividade
SILVEIRA et Rheum 0,06 pg.mL
al, 2013 rhaponticum L | Polygonaceae | Rizoma Nio foi avaliada | ! Moderada Atividade
VIEIRA et al, Mpyracrodruon Folhas e 42% apds
2015 urundeuva Anacardiaceae | Caules Nao foi avaliada 1h Moderada Atividade




21

Ef‘l;)?l:TIN ot Hymenaea 76,30%
’ stigonocarpa | Fabaceae Frutos Nio foi avaliada | apds 1h Moderada Atividade
BARBOSA et Acmella Folhas e 206,8
al, 2015 oleracea Asteraceae Caule 12 mg.mL'l Forte Atividade
DA SILVA et Lippia Folhas e 84,7% apds
al, 2017 origanoides Verbenaceae | Galhos Nio foi avaliada 1h Forte Atividade
MOREIRA et Eugenia 16,74%
al, 2017 dysenterica Myrtaceae Folhas <6,0 ap6s 1h Baixa Atividade
DE MORAIS et | Dalbergia 124,5pug.mlL”
al, 2018 ecastaphyllum | Fabaceae Folha 13,08 ! Moderada Atividade
DOS SANTOS | Hancornia 1594
etal, 2018 speciosa Apocynaceae | Folha Nio foi avaliada | pg.mL"! Forte Atividade

* E aceito pela legislacio brasileira FPS maior que 6,0.

Os dados reportaram a avaliacdo das atividades fotoprotetoras e/ou inibitdria da tirosinase em 14
espécies distribuidas nos diferentes biomas brasileiros (Figura 3). Nestes dados, é possivel observar que a
maioria das espécies foram coletadas no cerrado, seguido pela Amazdnia, com 38,5 e 30,8%, respectivamente,

dos artigos selecionados.

Numero de artigos por Bioma

Nao indicado
7,7%

Mata Atlantica
7,7%

Pantanal

7,7%

Cerrado
38,5%

Pampa
7,7%

Amazoénia
30,8%

Figura 3: Grdfico do niimero de artigos avaliados por Bioma

Embora esses biomas apresentem caracteristicas particulares como diversidades climadticas, solo,
hidrografia, entre outros [18] foi possivel observar a predominancia do estudo de espécies da Familia Fabaceae,
com trés estudos. As espécies estudadas da Familia investigada foram a Dipteryx alata (baru), Hymenaea
stigonocarpa (jatobd) e Dalbergia ecastaphyllum (marmelo do mangue).

Nestes estudos, os extratos etandlicos das folhas e frutos exibiram a atividade antioxidante e inibitéria
da tirosinase e a agdo foi atribuida principalmente a presenca de compostos fenélicos polares [19]. Com a H.
stigonocarpa, nao foi realizado estudo sobre o fator de protecio solar (FPS) e a atividade inibitdria da tirosinase
de 76,3% por hora foi considerada como forte atividade [13]. Enquanto a D. ecasstaphyllum exibiu a acio
fotoprotetora com fator de protecao solar (FPS) de 13,08, considerado um valor de protecdo acima dos valores

estabelecidos pela legislacao brasileira (FPS >3) e forte atividade inibitdria da tirosinase (AIT) [12,20].
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J4 a Familia Verbenaceae que possui 35 géneros e cerca de 800 espécies nas regides subtropicais e
subdridas da América do Sul [21], a Lippia origanoides (Alecrim pimenta) foi investigada as folhas e galhos
coletadas na Amazonia. A planta € bastante utilizada na medicina tradicional para diversos fins terapéuticos
como antimicrobiano, anti-hipertensivo, anti-inflamatério, analgésico e no combate aos radicais livres [19,22].
No estudo, foi verificado a presenca de atividade antioxidante e intensa atividade inibitdria da tirosinase, cerca
de 84,7% que foi atribuida ao composto timol que apresenta intensa prote¢do contra danos induzidos por
estresse oxidativo [22].

Os 6leos das espécies Euterpe oleraceae (agai) e Oenocarpus bataua (pataud) pertencentes as Familia
Areaceae e Arecaceae, respectivamente, apresentaram forte atividade inibitéria da tirosinase. Entretanto, a
Euterpe oleraceae apresentou elevada acdo inibitéria da tirosinase com valores proximos a substincia
referéncia, o dcido kdjico [23]. De acordo com o estudo de Hidalgo et al., (2016) [24], a espécie O. bataua
apresentou atividade antioxidante atribuida a diversas substancias fendlicas.

As folhas e caules de Acmella oleracea (jambu) da Familia Asteraceae [25] que j& foram descritas as
atividades anti-inflamatérias e analgésicas e se tornou promissora na inibicdo da Tirosinase, atribuida
principalmente pela presenca do espilantol nos extratos metanolicos. Nos extratos da planta, a inibi¢do
enzimdtica AIT exibiu o percentual de 40% de inibicdo apds 1h, considerada moderada e FPS = 12 acima do
valor recomendado pela legislagdo brasileira.

Duas espécies da familia da Anacardiaceae apresentaram efetividade na inibi¢do da enzima. O extrato
de folhas da Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira vermelha) exibiu forte atividade AIT (in vitro) [26]. Ja as
folhas e cascas de Myracrodruon urundeuva (aroeira preta) exibiram percentuais significativos para a mesma
atividade no extrato metandlico, porém o extrato obtido da casca do caule demonstrou AIT superior com 42%,
concluindo a maior eficicia na inibi¢do enzimatica [9].

A Pouteira torta (abiu piloso) e Eugenia dysenterica (cagaita) das Familias Sapotaceae e Myrtaceae,
respectivamente, apresentaram desempenho satisfatério para inibicdo da tirosinase e potencial para serem
usadas em formulagdes tdpicas na pele sem causar efeito citotdxico em concentragdes adequadas [27],
entretanto Moreira et al., (2017) [28] verificou uma baixa atividade inibitdria da tirosinase ao utilizar extratos
de folhas de E. dysenterica e ao aumentar a concentragdo do extrato foi possivel verificar o aumento da AIT,
demonstrando a correlagdo da concentragdo e atividade enzimatica.

Em estudos com espécies da Familia das Lamiaceae foi verificado grande concentragcdo de fendlicos
totais nas folhas da Salvia officinalis (sdlvia) sendo que a atividade tirosinase estd relacionada diretamente a
presenca de flavondides, subgrupo dos compostos fendlicos [29,30]. Ainda Silveira e colaboradores (2013)
[19] reportaram que o extrato de rizoma de Rheum rhaponticum (ruibarbo) (Familia Polygonaceae) apresentou
propriedades antioxidantes e moderada atividade AIT.

Em geral, a atividade antioxidante estdi muito relacionada em fontes naturais a diversos usos
farmacoldgicos, dentre eles a protecdo da pele. Uma vez que muito dessas doencas sdo provocadas pelo
excesso de radicais livres nos organismos. A presenca de compostos fendlicos que atuam inibindo a agdo de
radicais livres e de inibi¢do da enzima tirosinas, diminuem os danos celulares [31,32] provocados pelos radicais

livres e doencas na pele, consequéncia excesso da espécie quimica. Entretanto, compostos naturais podem
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diminuir ou perder sua a¢do antioxidante devido a interferéncias quimicas e fisicas, como fermentacio e tempo
para extrag¢do influenciando na atividade farmacolégica desejada [33]. Essa diminui¢cdo da atividade pode
interferir no potencial fotoprotetor e AIT [34].

Do quantitativo de artigos selecionados, apenas trés publicagdes descrevem as atividades
fotoprotetoras e inibitdrias da tirosinase no extrato da mesma planta, sugerindo que quando associadas e ambas
atividade apresentam maior beneficio na prote¢do da pele, pois além de inibir a absor¢do da radiagdo solar,
controlam a sintese de melanina ao inibir a tirosinase [35].

Contudo, para avaliacdo do potencial de extratos para protecao da pele frente a exposicao solar mais
criteriosa, sugere-se que os estudos ocorram em conjunto, ou seja, avaliacdo da atividade antioxidante,
fotoprotetora e inibicdo da tirosinase. Considerando que os artigos analisaram a atividade antioxidante,
demonstraram correlacio positiva com a atividade fotoprotetora, a acdo desses antioxidantes dos metabolitos
secunddrios das plantas e sua atuacdo como redutores, sequestradores de radicais livres podem ser candidatos
fortes para inibidores da enzima. Em outro estudo, foi verificado que a concentrag@o de fendis totais influencia
a atividade antioxidante e consequentemente a fotoprotegdo [9].

Na verificacao da atividade fotoprotetora o método mais empregado foi o descrito por Mansur, que é
comumente utilizado na avaliacdo de extratos de plantas. No procedimento € realizado uma varredura
espectrofotométrica de 290 a 320 nm, em intervalo de 5 nm e multiplicado por valores normatizados em
decorréncia da absorcdo de UVB [36]. J4 na avaliagdo da tirosinase, aborda a quimioprotecdo da pele pela
inibi¢do do processo de sintese de melanina pela inibi¢@o da tirosinase. O processo in vitro ocorre pela adicao
de tirosinase de cogumelo em concentragdo do substrato e realizado leitura em 475 nm em dois momentos,
com intervalos de tempo para avaliar a varia¢do na densidade dtica [19].

Desde a ultima década, substancias inibidoras da tirosinase em substratos de plantas vém sendo testados em
produtos farmaceéuticos objetivando prevencdo da superprodugdo de melanina. Entre os compostos bioativos
mais comum pode destacar o dcido kdjico (1), timol (2), espilantol (3), quercetina (4), rutina (5) dentre outros,
pertencentes as mais variadas classes de metabdlitos secundarios como compostos fendlicos (Figura 4) [23].
Esses metabdlicos apesar de possuirem estruturas mais complexas, baixo peso molecular, apresentam em
baixas concentracdes nas plantas, diferente de metabdlitos primdrios, porém com atividades bioldgicas

expressivas que despertam interesse para pesquisa [34].
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Figura 4: Estrutura quimica do dcido kojico (1), timol (2), espilantol (3), quercetina (4) e rutina (5)

Desta maneira, aqui sdo reunidas informagdes apresentando a importincia dos estudos que visam
elucidar o papel da inibi¢do da enzima tirosinase e o seu papel na protecdo da pele e no controle da produgdo
de melanina que poderdo subsidiar novos estudos com plantas brasileiras. Essa acdo associada a um fator de
protecdo solar eficaz pode controlar e diminuir o grande nimero de doengas que surgem pela acdo de radicais

livres produzidos pela exposicao a radiagdo solar [37].

4 CONCLUSAO

O Brasil tem tradi¢do na drea de pesquisas com produtos naturais, inclusive na busca de substancias
inovadores na protecdo da pele baseados em principios ativos organicos. Esses estudos que utilizam plantas
brasileiras contribuem de maneira significativa para a valorizacdo das espécies e de toda biodiversidade

brasileiras pela utilizagdo das espécies da flora brasileira para avaliar atividade fotoprotetora e a capacidade
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de inibi¢cdo da enzima tirosinase que poderdo ser candidatos futuros a formacos e protetores solares da pele

mais eficazes e mais baratos.
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Avaliacao do potencial antioxidante e fotoprotetor de plantas da Mata Atlantica do
Sul da Bahia

Resumo

As acgbes terapéuticas e farmacoldgicas de plantas decorrente da acado de
metabolitos secundarios é uma estratégia importante para a valorizagao e conhecimento
da rica biodiversidade do Brasil. Neste contexto, este estudo objetivou a investigagéo por
métodos in vitro da acado antioxidante e fotoprotetora de extratos otimizados por
planejamentos de mistura de solventes de Copaifera lucens Dwyer, Schnella angulosa
(Vogel) Wunderlin e Miconia albicans (SW) Triana coletadas na Mata Atlantica o Sul da
Bahia, Brasil. Os resultados indicaram a dependéncia da concentracdo de DPPH na
atividade antioxidante e o da S. angulosa (CEso 21,37 e IAA 1,40) e (CEs0 37,21 e IAA 0,80)
foram considerados ativos. Entretanto, a atividade fotoprotetora ndo foram significativas
(FPS < 6).

Palavras-chave: Extrato vegetal; Fotoprotecao; Antioxidante, Extracdo otimizada; Fendlicos.
Abstract

The study of the countless therapeutic and pharmacological actions of plants, resulting from
the benefits of secondary metabolites in the composition, characterizes as an important
strategy for the appreciation and knowledge of the rich biodiversity of Brazilian biomes. In
this context, this work aimed to investigate the antioxidant and photoprotective properties of
extracts optimized by simple centroid planning of a solvent mixture of Copaifera lucens
Dwyer, Schnella angulosa (Vogel) Wunderlin and Miconia albicans (SW) Triana collected in
the Atlantic Forest of Southern Bahia, Brazil. The results showed all extracts showed
dependence on DPPH concentration on antioxidant activity, S. angulosa (EC50 21.37 and
IAA 1.40) and (EC50 37.21 and IAA 0.80) were considered active. However, the
photoprotective activity was not significant (FPS < 6).

Keywords: Plant extract; Photoprotection; Optimized extraction; Phenolic Compounds.

1. INTRODUGCAO

Desde os primoérdios as plantas sao utilizadas pelo homem na alimentacao e no
tratamento medicinal. Na maioria das vezes a acdo €& decorrente da presenca de
metabdlitos secundarios que agem beneficamente na prevencdo ou tratamento de
patologias, tais como as doengas crbnicas, doengas cardiovasculares, inflamatérias, entre
outras (PEREIRA; CARDOSO; GRACAS, 2012).

Os fendlicos sdao compostos bioativos que atuam como agentes antioxidantes
sequestrando os radicais livres (RL) e sdo associados a inUmeras propriedades, como a
fotoprotecao da pele (KUMAR et al., 2019). Os fendis simples, acidos fendlicos, flavonoides,
cumarinas, estilbenos, taninos hidrolisaveis e condensados, lignanas e ligninas constituem
a maioria dos constituintes bioativos presentes nas diferentes partes das plantas e
proporcionam varios beneficios a saude (KUMAR; GOEL, 2019; MARKHAM et al., 1998).

O excesso de RL no organismo humano tem sido associado a diversos efeitos
deletérios, incluindo danos ao DNA e patologias como o cancer de pele melanoma e néao
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melanoma (CORDOVA; NAVAS, 2000; D’'ORAZIO et al., 2013; NAUSER; GEBICKI, 2019).
O uso de antioxidantes extraidos de plantas vem ganhando destaque devido aos beneficios
a saude e pela capacidade em regenerar ou prevenir esses danos oxidativos (ALVES et al.,
2010; FLORES et al., 2021). Além disso, os extratos vegetais rico em antioxidantes tem se
tornado uma alternativa para atuar na fotoprotecéao e prevencao de doengas associadas a
exposicao da radiacao solar (DE SOUZA; CAMPOS; PACKER, 2013).

Nesse cenario, compreende-se que a diversidade de plantas presentes na Mata
Atlantica do Sul Bahia como uma fonte a ser explorada na descoberta de moléculas
bioativas. A regido ainda apresenta além da rica biodiversidade, comunidades detentoras
de imensuraveis sabedorias sobre plantas passadas de geracao a geracao (MMA, 2020).
Nesse contexto, visando contribui para o conhecimento de espécies do ecossistema, este
estudo propdem a investigacao da acao fotoproterora e antioxidante de Copaifera lucens
Dwyer, Schnella angulosa (Vogel) Wunderlin e Miconia albicans (SW.) Triana.

A C. lucens e S. angulosa sao espécies endémicas da Mata Atlantica pertencentes
a Familia Fabaceae. A C. lucens € uma arvore de 15 a 25 metros de altura de ocorréncia
no Brasil nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
onde popularmente € conhecida de copaifera vermelha, pau-6leo, pau-éleo-copaiba e
copaiba Flora do Brasil (Flora do Brasil, 2021). Jardim Botanico do Rio de Janeiro.”, 2020).
O 6leo extraido do tronco € usado em cosméticos, fitoterapicos e na cicatrizacao de feridas,
moléstias da pele e em infeccdes de garganta e pulmao por populares (PIERI; MUSSI;
MOREIRA, 2009). Além disso, trabalhos descrevem a atividade
contra formas promastigotas de Leishmania amazonenses (SANTOS et al., 2008).
Todavia, apesar do uso popular e presenca de compostos quimicos bioativos na
constituicdo dos 6leos, investigacao das folhas nao foram encontrados e devido a isso, foi
o objeto deste estudo.

Ja S. angulosa, anteriormente conhecida por Bauhinia angulosa Vogel é um arbusto
nativo de ocorréncia na Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo,
Parana e Santa Catarina onde é conhecido de escada de macaco (SOUZA, 2020). Embora
na espécie nao se tenha registro de investigacao farmacol6gica e da composi¢ao quimica,
no género sao descritos a presenca de flavonoides, lactonas, terpenoides, esteroides,
triterpenos, taninos e quinonas (SILVA; FILHO, 2002).

Outra planta investigada, a M. albicans € uma arbérea da Familia Melastomaceae
de regides tropicais. No Brasil é conhecida como canela de velho e as folhas e partes
aéreas sdo muito consumidas em chéas preparados por infusGes e em pomadas para o
tratamento de reumatismo , artrose e artrite (CORREA et al., 2021; QUINTANS-JUNIOR et
al., 2020). Alguns autores atribuem as propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e
analgésica a presenga de triterpenos penta ciclicos, acidos fendlicos e flavonoides
(CORREA et al., 2021; CUNHA et al., 2017; DE CASSIA LEMOS LIMA et al., 2018).

Desta maneira, a busca de acao farmacoldgica de espécies que medram a Mata
Atlantica € uma estratégia importante para a valorizagdo e conhecimento da biodiversidade
do local que vem sendo perdida ao longo dos anos, consequéncia dos avancos da
destruicdo da vegetacao nativa. Neste contexto, este estudo objetivou a investigacao por
métodos in vitro da acado antioxidante e fotoprotetora de extratos otimizados por
planejamentos de mistura de solventes de Copaifera lucens Dwyer, Schnella angulosa
(Vogel) Wunderlin e Miconia albicans (SW) Triana coletadas na Mata Atlantica o Sul da
Bahia, Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

Os espécimes de Copaifera lucens Dwyer, Schnella angulosa (Vogel) Wunderlin,
Miconia albicans (S.W) Triana foram coletadas randomicamente em fragmento de Mata
Atlantica no Sul da Bahia, Brasil, localizado na Estacado Ecolégica do Pau Brasil, localizado
proximo a BR 367, Porto Seguro - Ba (16°23'2.5"S e 39°10'57.7"0) em novembro de 2018
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e fevereiro de 2019. Posterior a identificacdo botanica, exsicatas de cada espécie foram
documentadas no Herbario Professor Geraldo C.P. Pinto (GCPP) da Universidade Federal
do Sul da Bahia, no Campus Sosigenes Costa (Porto Seguro) seguindo a numeracao GCPP
01055, GCPP 0919 e GCPP 1110, respectivamente.

O material vegetal foi seco em estufa de circulagédo de ar forgado, por 72 horas a 30
°C e posteriormente, triturados em moinho de facas e armazenados em sacos plasticos
escuros para o inicio dos processos extrativos.

2.1 Preparo dos Extratos por Planejamento das misturas

O processo extrativo das plantas foi feito por misturas de solventes por planejamento
experimental de misturas Simplex SCD descrita por Scheffe (1963) , sendo o fator resposta
associado as variaveis dependentes e independentes pelo auxilio do software Statistica®
6.0 (StatSoft). A partir da mistura de 60 mL de solventes metanol (M), acetato de etila (A) e
triclorometano (T) e 5 g do caule, folha e raiz de C. lucens, S. angulosa e M. albicans
(Tabela 1) macerados em sistema fechado por 48 horas por 2 vezes consecutivas.
Posteriormente foram evaporados sob pressao reduzida, seguindo as especificacdes dos
solventes a temperatura de 50 °C e os teores de fendlicos utilizados como fator de resposta.

Tabela 1. Planejamento de misturas de solventes do processo extrativo

M A T
Tratamento
mL

3 0 0 60
5 30 0 30
4 30 30 0
6 0 30 30
2 0 60 0
7 20 20 20
7 20 20 20
7 20 20 20
1 60 0 0

Metanol (M), Acetato de etila (A) e Triclorometano (T)

O rendimento percentual de massa de amostra seca (R%) foi calculado pela
equacgao 1:

(Equacdo 1) R% = (me/mv) x100

Onde, me = massa do extrato e mv = massa do vegetal

2.2 Fendlicos Totais (FT)

Os valores dos fendlicos totais (FT) foram obtidos pelo método de Folin Ciocalteau
adaptado (Neves et al., (2009) (MATHEW; SUBRAMANIAN, 2014). Em uma microplaca de
96 pocos foram adicionados 20 yL da amostra, 200 yL de agua destilada, 20 uL do reagente
de Folin-Ciocalteu e 60 uL carbonato de sédio. Posteriormente, a microplaca foi incubada
durante 1 hora a 45°C, procedida de leitura em espectrofotdmetro UV-VIS (Thermo
Scientific Multiskan Go) em 760 nm. O branco consistiu em 200 pL de agua, 20 uL do Folin-
Ciocalteu, 20 uL de etanol e 60 pL da solucao de carbonato de sédio e o branco das
amostras e padroes, em 280 uL de agua destilada e 20 yL da amostra ou padréo.
Concentracdes entre 5,46 a 350 yg mL' do &cido galico foi utilizado como padrao de
fendlicos.
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O teor de fendlicos foi adquirido pela interpolacdo da absorbancia das amostras em
curva de calibracado construida com os dados do padrdo e expressos por miligrama de
equivalente de &cido gélico por grama de extrato (mg g'). A validagdo do método foi
realizada pelos limites de detecgéao (LD) e quantificacdo (LQ). O LD representa a menor
concentracao da substancia que pode ser detectada, foi obtido por LD =3,3 x s/S, onde “s”
€ a média desvio padrao do branco, “S” é o coeficiente angular da reta. Ja o LQ, que
representa a menor concentracao da substancia a ser medida, foi calculado por LQ = 10 x
s/S (RIBANI et al., 2004).

2.3 Atividade Antioxidante (AA)

A capacidade antioxidante foi feita pelo método do sequestro de radical 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH). Nesta avaliagdo é verificada a mudanga da cor violeta para o
amarelo, em consequéncia da reducdo do radical DPPH, monitorada a 517 nm em
espectrofotometro UV/visivel apds a incubacao em local escuro (FURLAN et al., 2015).

Para a avaliacédo, nas cavidades de microplaca de 96 pocos foram adicionados 50
uL de metanol e 500 ug mL" dos extratos para concentragdo inicial e realizado uma diluigéo
em série. Em seguida foram adicionadas 250 pL da solucdo metandlica de DPPH (40 ug
mL"). Apds a incubacgao de 20 min, foi feita leitura em espectrofotdmetro UV-VIS (Thermo
Scientific Multiskan Go) em 517 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e o
acido galico foi considerando como substancia de referéncia.

O branco da amostra foi preparado por 50 uL da solucdo do extrato e 250 uL de
metanol e para a verificacdo de 100% da atividade 250 pL de solucdo de DPPH e 50 pL de
metanol foram utilizados. A partir das absorbancias o percentual da atividade antioxidante
foi calculada pela equacéo 2:

(Equagao 2) AA% = (Abs2 — Abs1) / Abs2 x 100

Onde AA% é o percentual de atividade antioxidante, Abs 1 a absorbancia da amostra com abatimento
do respectivo branco e a Abs2 é a absorbancia do controle negativo (metanol e DPPH).

A concentracdo efetiva média (CEso) necessaria para inibir 50% de DPPH e o indice
de Atividade Antioxidante (IAA) foram obtidos pela equacdo da reta do grafico de
porcentagem de sequestro versus concentracdo pela equacdo 3, respectivamente
(SCHERER; GODOQY, 2009):

[DPPH]

(Equacdo 3):14A = Cres

Onde IAA = indice de Atividade Antioxidante, [DPPH] = Concentragdo de DPPH e CEso =
Concentracao efetiva.

2.4 Atividade Fotoprotetora

A atividade fotoprotetora in vitro foi realizada com os extratos de maiores valores
teores de fendlicos do planejamento de mistura. As concentracdes de 1000, 500; 250; 125;
62,5 ug mL" em metanol dos extratos de cada planta, metodologia adaptada de Mansur et
al., (1986) foram mensuradas em espectrofotdmetro Thermo Science®, modelo Multiskan
Go, com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho éptico em 290 a 320 nm (UVB) (FRUET,
2015; PEREIRA et al., 2020; RIBEIRO, 2004).
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O metanol foi utilizado como branco e os valores das absorbéancias utilizados na
equagdo 4 para a obtengdo dos valores de Fator de Protegdo Solar (FPS). Todo o
experimento foi realizado em triplicatas e a eficacia foi considerada por FPS = 6 (DAL PRA
etal.,, 2017; ORLANDA; VALE, 2015; ROSA et al., 2008).

(Equagdo 4) FPS = FC.290)320 EE(A).I1(A).Abs(})

Onde FC = fator de correcao (igual a 10); > = intervalo do comprimento de onda de 290 a
320 nm, EE (A) = efeito eritematogénico da radiacdo de comprimento de onda A; | (A) = intensidade
da luz solar no comprimento de onda A; Abs (A) = leitura da absorbancia no comprimento de onda
(A). Os valores EE x 1 foram usados: 0,0150 (290nm), 0,0817 (295nm), 02874 (300nm), 0,3278
(305nm), 0,1864 (310 nm), 0,0839 (315nm) e 0,0180 (320nm) (MANSUR et al., 1986).

2.5 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) com
namero amostral igual a 3 e indice de confianca comparado ao valor tabelado do t-students
2,92 ao nivel de confianga a 95%. Todos resultados foram representados como média +
desvio-padrao (DP) e os softwares Excel e Statistic 6.0 usados para tratamento dos dados
e confeccao dos gréficos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Planejamento de mistura e Fendlicos Totais

A extracao € primeira etapa na investigacao de constituintes quimicos de plantas e
a escolha do solvente extrator desempenha papel crucial no procedimento (AZMIR et al.,
2013; LIMA et al., 2020). O planejamento estatistico de misturas permite a selecao mais
eficiente para aquisicao da fracao enriquecida dos metabolitos de interesse pela diminuicao
do numero de experimentos e identificagdo dos efeitos sinérgicos e antagbnicos dos
solventes usados. Além da diminuicdo da quantidade de solventes volateis e residuos que
normalmente sdo observados em processos solido-liquido ou liquido-liquido (NOVAES et
al., 2018).

A eficiéncia do Planejamento Simplex Centroide por meio de respostas quantitativas
foi descrita na Tabela 2. Os rendimentos das extragdes variaram de 0,02 a 35,5% (m/m) de
massa seca. Contudo, a resposta € considerada imprecisa e de baixa qualidade, dado que
o alto rendimento ndo garante se os constituintes extraidos sao responsaveis pela atividade
atribuida a planta (OLIVEIRA, 2014) e podem ocorrer também perdas pela manipulacao
incorreta dos procedimentos fisicos adotados.

Neste planejamento, os fendlicos totais (FT) usado como parametro da resposta
otimizada exibiram variagdo de 7,97 a 120,96 mg g'', 145,30 a 23,30 mg g'', 260,90 a 11,20
mg g'e 100,20 a 11,89 mg g nos tratamentos das folhas de C. lucens (CLF), raiz S.
angulosa (SAR), caule de S. angulosa (SAC) e caule de M. albicans (MAC),
respectivamente. Os experimentos 7 (CLF), 1 (SAR), 5 (SAC) e 4 (MAC) apresentaram os
maiores teores de fendlicos.
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Tabela 2. Teor de Fendlicos Totais (FT) para cada planejamento com amostras secas

Planta
Planeja CLF SAR SAC MAC
mento
RE FT + DP RE FT + DP RE FT +DP RE FT + DP
(%) (mg g”) (%) (mg g”) (%) (mg g”) (%) (mgg”)
3 5,00 20,87 +2,99 2,68 2330+1,06 0,02 11,20+1,5 0,14 16,52 £0,80
5 4,87 58,43 + 3,82 19,32 2561+0,14 2,38 260,90+551 917  93,08+0,68
4 3556 82,42+6,13 463 5654+146 749 106,64+3,11 1,06 100,20+ 1,49
6 5,10 7,97 £0,59 1,85 24,93+0,83 043 4587+185 482  11,89+0,53
2 3,19 23,57 + 0,53 1,00 26,63+043 044 104,72+1,08 014 17,45+0,59
7 20,02 120,96+1,37 625 5745+1,30 641 231,17+1,95 553 3595+0,85
1 7,99  11825+153 8,43 14530 +1,27 6,74 9162+1,88 953 26,34+2,86

RE= Rendimento; FT = Fendlicos Totais; DP = Desvio Padrao; CLF= Copaifera lucens Folhas; SAR = Schnella
angulosa Raiz; SAC = Schnella angulosa Caule; MAC = Miconia albicans Caule

O delineamento experimental do fator de resposta em Superficie de contorno de
triangulo equilatero em funcéo da composi¢do do solvente é demonstrado na Figura 1. E
todos os valores de fendlicos tiveram variagées nas plantas e nos solventes.

Isto posto, a mistura binaria de metanol e acetato de etila para a M. albicans foi
mais eficiente na extracdo de FT. A Figura 1A representa a maximizacao dos constituintes
pela superficie e coloragdo avermelhada, de teores maximos de 100,20 + 1,49 mg g7,
apontando a contribuicao do efeito de sinergismo entre os solventes.

Figura 1. Superficie de contorno do delineamento experimental do modelo matematico simplex-

centroide linear em fungao da composigao do solvente para a M. albicans (A), C. lucens (B) e S.
angulosa (C e D)

A) Miconia albicans B) Copaifera lucens

Caule Folha
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C) Schnella angulosa D) Schiella angulosa
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Na extracdo de C. lucens (Figura 1B) o metanol e a mistura ternaria de metanol,
triclorometano e acetato de etila variaram em FT= 118 a 120 mg g'. O metanol é mais
vantajoso por eliminar a utilizagdo de organoclorados e reduzir a possibilidade de
contaminacgao pelo uso de trés solventes. Para a raiz da S. angulosa (Figura 1C), o metanol
foi mais eficiente (FT= 145,30 + 1,27 mg g'). Em contraste, as misturas binaria e ternaria
sdo mais eficazes no caule da espécie (Figura 1D), com as respostas otimizadas de FT =
260,90 + 5,51 mg g (ac. de etila/triclorometano) e FT= 231,17 + 1,95 mg g' (metanol/ac.
de etila/ triclorometano), respectivamente, evidenciando a diferenca de composicao
quimica da planta. Em todos os experimentos os valores de LD e LQ do teor de FT de 0,11
e 0,36 mg g, respectivamente, ratificam o método analitico como resposta quantitativa
adequada para as analises das plantas e estatisticamente os resultados demonstraram em
nivel de confianca a (95%), n = 3, CV (coeficiente de variacao) < 0,1% e valores = 2,92
(valor de t-student).

Apesar da escassez de informacdes precedente na literatura de abordagens quimica
e farmacolégico para a S. angulosa e C. Lucens. Comparacao de estudos anteriores de M.
albicans demonstram que a extracao de fendlicos pelo uso da mistura binaria de acetato de
etila e metanol foi superior aos dados publicados por Pieroni et al.,(2011) e Corréa et al.,
(2021)para o extrato metandlico das folhas (70,04 mg g'') e frutas de M. Albicans (43,68 +
0,50 mg g'). Obviamente, desconsiderada as diferengas experimentais a mistura do
planejamento demonstra ser mais eficiente.

A misturas binarias de solventes sdo sempre recomendadas em extracbes de
compostos de diferentes solubilidades e hidrofobicidades, onde praticamente se torna
inviavel a utilizacdo de um Unico solvente universal para a extracao de plantas (ALMEIDA
et al., 2018; BRUM; ARRUDA; REGITANO-D ARCE, 2009; ZORN et al., 2017).

Portanto, o planejamento experimental possibilita a exploragdo das melhores
condigbes na extragdo de constituintes bioativos e minimizam o uso de solventes
desnecessarios, muitas das vezes toxicos (HANDA et al., 2016; SCHEFFE, 1963). E muitos
autores tém utilizado o procedimento para extracées mais eficientes em matrizes naturais.
Por exemplo, Dal Pra (2017) otimizaram as condicdes de extracdo de palma por
metodologia assistida por ultrassom e os resultados demonstram compostos bioativos com
potencial antioxidante e os extratos com elevado fator de protegao solar.

3.2 Avaliacao Antioxidante

O uso de agentes antioxidantes é uma abordagem eficiente na redugédo de danos
provocadas pelo excesso de RL que frequentemente sdo associados a patologias. Em uma
definicdo mais ampla, antioxidantes seria qualquer substancia que independente da
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concentracao inibem ou sequestram de maneira eficaz os RL tanto na etapa de iniciacao
ou propagacao no processo oxidativo (PIRES et al., 2017). Neste sentido, as substancias
antioxidantes como por exemplo os compostos fendlicos, auxiliam ou retardam a velocidade
da oxidacao pela inibicdo da espécie quimica ou pela complexacao de metais (PEREIRA;
CARDOSO; GRAGAS, 2012; VIEIRA et al., 2015). Diversos métodos s&do descritos na
literatura para avaliar a capacidade antioxidante dos varios tipos de substratos organicos
(ALVES et al., 2010). Todavia, o método do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) é comumente aplicado na avaliacao. O ensaio se baseia na medida da capacidade
do radical DPPH (purpura) ser reduzido por substancias antioxidantes a hidrazina (amarela
palida) (ALVES et al., 2007) (Figura 2).

O oy &

NO, 2NN

0 &
O,N NO

O,N NO, 2 2

(1) (2)
Figura 2: Estrutura quimica do DPPH (1) Nao Reduzida (2) Reduzida

A atividade antioxidante pelo método DPPH dos experimentos de maiores FT sdo
descritas na Tabela 3. A eficiéncia foi mensurada pela concentracao efetiva (CEso) e 0
indice de atividade antioxidante (IAA) (SCHERER; GODQY, 2009).

Tabela 3. Atividade antioxidante de maiores FT do planejamento de mistura

CEso

Plantas Parte Planejamento (Mg mLT) IAA (mZT;'U
C. lucens Folha 7 37,21 0,80 121,0
Raiz 1 164,0 0,18 145,3
S. angulosa
Caule 5 21,37 1,40 260,9
M. albicans Caule 4 159,8 0,25 100,2

CEso = Concentragdo efetiva média; IAA = Indice de Atividade Antioxidante; FT = Fendlicos Totais

A eficiéncia do poder antioxidante é associada a relacao direta do CEso e IAA, onde
quanto o menor valor de CEso e maior de IAA indicam a efetiva atividade no sequestrado
de radicais (EVERTON et al., 2021).

Desta maneira, embora todos os extratos apresentam a capacidade de sequestro
dependente da concentracdo, apenas o planejamento 5 do caule da S. angulosa (CEso
21,37 e I1AA 1,40) e 7 das folhas de C. lucens (CEso 37,21 e IAA 0,80) conforme a
classificagao descrita por Reynertson et al., (2008) sao intensamente ativos com CEso < 50
ug mL. Entretanto, em concordancia ao indice proposto por Scherer e Godoy (2009) séo
classificados como forte (1,0< IAA> 2,0) e moderados (0,5< IAA >1,0), respectivamente. Os
demais experimentos sdo considerados de baixa atividade pelos indices.

Os elevados potenciais antioxidantes podem estar associados ao FT. Exceto para a
raiz da S. angulosa (Planejamento 1) que curiosamente apesar dos valores altos de
fendlicos apresentou baixa atividade. O que de acordo a Rockenbach (2008), fatores como
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polaridade do solvente e pH podem influenciar, bem como caracteristicas estruturais dos
fendlicos.

De fato, as substancias fendlicas sdo pronunciadas como agentes antioxidantes
(LACHMAN et al., 2010) (ANUNCIACAO et al., 2020; GUEDES et al., 2017 (SILVA et al.,
2010) e muitas das vezes reportadas como promotores importantes na manutencao da
saude por estarem associados a inUmeras beneficios funcionais na saitde humana como,
por exemplo, 0 consumo na dieta para a reducao do risco de doencas cardiacas, diabete e
cancer (KUMAR; GOEL, 2019; PALMA-DURAN et al., 2017; SOLEAS et al., 2002). Da
mesma forma, existem evidéncias experimentais que descrevem o papel importante na
reducdo do aparecimento de doencas degenerativas como Mal de Alzheimer (MORAIS et
al., 2013) e na fotoprotecao da pele (VIEIRA et al., 2015).

3.3 Avaliacao da Atividade Fotoprotetora

O interesse do uso de produtos naturais na protecdo dos efeitos deletérios da
exposi¢ao solar na pele tem sido crescente (CARVALHO et al.,2020). E os antioxidantes
presentes nas plantas que sdo capazes de absorver a radiacao solar, tem se tornado alvo
de investigacao para atuar no antienvelhecimento e fotoprotecdo do 6rgao (ORLANDA;
VALE, 2015).

Os extratos de maior concentracao de fenélicos foram avaliados pelo ensaio in vitro
do Fator de Protecdo Solar (FPS). Este método relaciona a absorbancia da substancia
analisada com os efeitos eritematogénicos e intensidade da luz em comprimentos de onda
na regido UVB entre 290 e 320 nm (DAL PRA et al., 2017; ORLANDA; VALE, 2015; ROSA
et al., 2008).

O FPS calculados sao representados na Figura 3. O SAC (Planejamento 5) e SAR
(Planejamento 1) exibiram os maiores valores de FPS, que pode ser resultado da
concentragdo de fendlicos e antioxidantes nos extratos (BARNI; CECHINEL FILHO;
COUTO, 2009). Entretanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA)
(RDC n® 30 de 1 de julho de 2012) regulamenta que produtos ou formulagdes cosméticas
para empregados como filtros solares devem apresentar um FPS =6 (seis) (BRASIL., 2012)
e todos os extratos, demonstraram fraca atividade ndo sendo uma boa op¢ao para uso
como protetor solar. No entanto, podem ser investigados para uso em formulagdes para
atuar sinergicamente com fotoprotetores sintéticos.

Inimeros estudos reportam acao fotoprotetora e contribuicdo quimica de plantas do
Brasil em acao isolada ou em suplementacao a protetores solares. Por exemplo, a triagem
fitoquimica de Pisidium guajava L. (goiaba) mostraram que apesar do baixo FPS, a
associacao do extrato com filtro a base de 2-etil-hexil- metoxicinamato (EHMC), resultou
em acréscimo significativo nos valores de FPS (MOTA et al., 2019). Em outro trabalho
realizado por (MOTA et al., 2020), a formulacao contendo extrato de Nephelium lappaceum
L e 7,5% de EHMC melhorou em aproximadamente em 134% a capacidade de fotoprotecao
da formulacgao do filtro solar. Vale ainda destacar que as formulacdes reduziram também
o0 risco da toxicidade do agente sintético e do custo de producao dos protetores solares
(MOTA et al., 2019).
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Figura 3. Grafico de Fator de protecao solar dos extratos de C. lucens, M. albicans e S.
angulosa.

CLF — Copaifera lucen [folha) MAC — Miconia albicans
(caule) SAC - Schnellog anguloso (caule) 5AR - Schnella
angulosa (raiz)
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A composicdo e a concentracdo de fitoquimicos sédo fatores que influenciam a
absorcao da radiacdo do ultravioleta e a acédo fotoprotetora de produtos naturais. Desta
forma mesmo em baixa concentracdo, constituintes de baixa atividade podem contribuir
para nos valores de FPS, sendo necessario a avaliagdo dos componentes ativos purificados
(PEREIRA et al.,, 2020). Em geral, compostos como flavonoides, benzofenonas e acido
fendlicos apresentam grupos croméforos que absorvem a radiacdo UV em diferentes
comprimentos de onda e estao associados a elevados valores de FPS (RODRIGUES et al.,
2021).

4 CONCLUSAO

Os resultados contribui para o conhecimento do potencial farmacol6gico de plantas
de uma regido de enorme biodiversidade, cercada por comunidades que as utilizam
tradionalmente em rituais e na medicina na cura e prevencao doencas. No entanto, apesar
de todos os extratos demontrarem dependéncia da concentracao do radical DPPH, sendo
a S. angulosa (CEso 21,37 e IAA 1,40) e (CEs0 37,21 e IAA 0,80) considerados antioxidantes
ativos, a atividade fotoprotetora foram insignificativas (FPS < 6).
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CONCLUSAO GERAL

Sabe-se que a pesquisa por substancias fotoprotetoras tornou-se fundamental para prevencao
de doengas relacionadas a exposi¢do a radiacdo solar. Assim, a partir do artigo de revisao “Atividade
fotoprotetora e inibitdria da Tirosinase in vitro em plantas brasileiras: Uma revisdo associativa” foi
possivel verificar que os extratos de plantas que apresentam atividade antioxidante, sdo promissores
na prevengdo e controle de doencas de pele, principalmente quando essas substancias apresentam
Fotoprotecdo e capacidade de inibicao da enzima tirosinase, devido ao combate aos radicais livres
que favorecem os danos celulares.

Esses resultados corroboram com os encontrados no estudo desenvolvido no segundo artigo
“Avaliacdo do potencial antioxidante e fotoprotetor de espécies vegetais coletadas na Mata Atlantica
do Sul da Bahia”. Pois em relagdo a atividade antioxidante, a espécie que apresentou melhor
capacidade de estabilizar o radical DPPH foi a S. angulosa (caule), que exibiu forte atividade
antioxidante, seguida da C. lucens com moderada atividade antioxidante.

Com base no teor de fendlicos, atividade antioxidante e atividade fotoprotetora in vitro e
sabendo dos efeitos de protecdo contra problemas de pele relacionados a exposi¢do a radiacao solar,
os resultados descritos neste trabalho estimulam a continuidade dos estudos para avaliar a agdo

fotoprotetora de espécies vegetais e estudar sua correlacdo com atividade antioxidante.



