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Resumo

A exposicao a radiacao solar estda associada a problemas como o cancro cutaneo e o
fotoenvelhecimento precoce. Como preventivo sao utilizados compostos sintéticos em diversos
produtos. Contudo, a toxicidade desses compostos tem sido apresentada como um problema comum.
Assim, varios compostos naturais tém sido utilizados como modo de protecdo. Este trabalho
apresenta, assim, como objetivos identificar os principais grupos de compostos presentes nos extratos
de plantas estudadas, determinar a atividade antioxidante e determinar o potencial de protecao solar.
Para tal, prepararam-se dois extratos (agquoso e metandlico) das plantas Melilotus indicus
e Pterospartum tridentatum. Realizou-se um screening fitoquimico e através de métodos /in vitro
determinou-se a capacidade antioxidante, coeficiente de absorcao e o fator de protecao solar. Todos
os extratos apresentaram compostos fendlicos, flavondides, taninos e diterpendides. O extrato aquoso
de P. tridentatum foi o que demonstrou um maior teor de compostos fendlicos totais (615.28+21.28
mgGAE/100g) e uma capacidade quelante superior (77.01+3.58 ug/mL). No ensaio de eliminacao de
radicais livres, capacidade de absorcao e FPS, o extrato metandlico de P. tridentatum apresentou 0s
melhores resultados, 169.89+ 9.00 pg/mL, 1111 e 30.80+2.18, respetivamente. Os extratos
apresentam capacidade antioxidante baixa a moderada e uma forte capacidade de absorcao UV e de

protecao solar.

Palavras-chave: Pterospartum tridentatum, Melilotus indicus, capacidade antioxidante, Fator de

protecao solar



Abstract

Exposure to solar radiation is associated with problems such as skin cancer and early photoaging. As a
preventive, synthetic compounds are used in several products. However, the toxicity of these
compounds has been presented as a common problem. Therefore, natural compounds have been used
as a means of protection. The aims of this study are to identify the main groups of compounds present
inthe studied plant extracts, determine the antioxidant activity and the potential of sun protection. Two
extracts (agueous and methanolic) of the plants Melilotus indicus and Pterospartum tridentatumwere
prepared. A phytochemical screening was conducted in each extract and antioxidant capacity,
absorption coefficient and sun protection factor were also determined using /7 vitro methods. The
aqueous extract of P. tridentatum demonstrated a higher total phenolic content (615.28+21.28
mgGAE/100g) and a chelating capacity superior to the others extracts (77.01£3.58ug/mL). In the free
radical scavenging, absorption capacity and SPF assays, the methanolic extract of P. fridentatum
showed better results with 169.89+ 9.00 pug/mL,11.11 e 30.80+2.18, respectively. All extracts studied

presented low to moderate antioxidant capacity and strong UV absorption coefficient and SPF.

Keywords: Pterospartum tridentatum, Melilotus indicus, antioxidant capacity, sun protection factor
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1. Introdugao

Aradiacao solar a que os seres vivos estao expostos é composta maioritariamente pela ultravioleta
do tipo A (UVA), que se encontra no comprimento de onda entre os 320 e os 400nm e corresponde a
cerca de 90 a 95% e pela radiacao ultravioleta (UV) do tipo B (UVB), localizada entre os 280m e os
320nm, que corresponde a restante percentagem (5 a 10%). A radiacao ultravioleta do tipo C (UVC),
localiza-se entre 0s 200nm e 0os 280nm e é absorvida pela camada de ozono. Assim sendo, apesar de
ser altamente hioativa, 0s seres vivos nao estao expostos a esta radiacao (Amaro-Ortiz et al., 2014).

A exposicao a radiacao solar varia consoante a altitude, latitude e urbanizacao a que o individuo é
sujeito. As particulas atmosféricas conseguem interferir ou refletir a radiagao UV, ou seja, quanto mais
atmosfera aradiacao tiver de atravessar, menor serd a energia aincidir na superficie terrestre. Por cada
10 metros de altitude ha um aumento de 2% de risco de desenvolver problemas de satide devido a
exposicao de radiacao solar. Relativamente a latitude, a radiacao é mais intensa na zona do Equador,
uma vez que a sua trajetdria é mais reta comparativamente com os polos geograficos. A urbanizagao
redne varios fatores que podem influenciar a exposicao a radiacao solar, tais como, a pressao social
sobre a aparéncia da pele e os niveis socioeconémicos. A pressao social e 0 acesso ao bronzeamento
artificial induzem o aumento a exposicao de radiacao UV, assim como os niveis socioeconémicos mais
elevados tendem a utilizar com maior frequéncia este tipo de bronzeamento. Além disso, a realizacao
frequente de viagens aéreas esta também associada a um maior risco de exposicao a radiacao solar.
Deste modo, os individuos que desempenham fungdes aéreas (especialmente pilotos) estao sujeitos a
uma maior exposicao, assim como os individuos socioeconomicamente mais elevados, que tendem a
realizar mais viagens (Amaro-Ortiz et al., 2014). Ademais, embora o nivel de 0zono na estratosfera
tenha aumentado significativamente nos ultimos 10 a 15 anos, o processo de recuperacao continuara
a ocorrer, sendo, contudo, mais lento. A populacao continuara exposta, assim, a uma maior radiacao
solar até que esta camada seja reposta na totalidade (Steinbrecht et al., 2018).

A exposicao a radiacao UV traz efeitos benéficos. O principal efeito é a producao da vitamina D,
sendo que o modo natural de obtencao desta vitamina apenas ocorre aquando a exposi¢ao a mesma.
A radiacao UVB converte o 7-desidrocolesterol em pré-vitamina D, que dependente da temperatura,
sofre um rearranjo molecular formando a vitamina D. Por sua vez, esta sofre hidroxilacao hepatica
formando 25-hidroxivitamina D, principal forma de circulacao, e subsequentemente hidroxilagao renal
sendo convertida em 1,25-di-hidroxivitamina D, forma metabolicamente mais ativa (Felton et al.

2016).

1

Existem evidéncias que associam a vitamina D a efeitos benéficos, essencialmente efeitos
musculo-esqueléticos. Esta vitamina regula as concentracoes de cdlcio e fosfato e suprime a
segregacao da paratormona, levando a um aumento da mineralizacao dssea. Por outro lado, a

hipovitaminose D esta associada ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, doencas



imunoldgicas, hipertensao, diabetes tipo | e cancro. No caso de individuos que sofreram um transplante
renal, o défice desta vitamina estd ainda associado ao aumento de fibrose intersticial, atrofia tubular
renal e a uma diminuicao da taxa de filtracao glomerular (Vilarta et al., 2017).

0 genoma humano apresenta 2776 locais de ligacao aos quais a vitamina D se liga. Muitos desses
locais estao concentrados em torno de genes associados a condigdes autoimunes e a diabetes tipo .
Simultaneamente, esta vitamina regula a diferenciacao e a atividade das células T auxiliares,
resultando assim numa resposta imune do tipo 1e do tipo 2 mais eficiente e consequentemente uma
diminuicao no desenvolvimento de células T autoimunes. Por outro lado, a vitamina D aumenta a
apoptose das células cancerigenas e protege o acido desoxirribonucleico (DNA) em células normais
(Schwalfenberg, 2012).

Exposicoes breves e regulares ao sol sao assumidas como suficiente para manter a producao
adequada de vitamina D e sem evidéncias da ocorréncia de danos no DNA, perante estas condicdes
(Felton et al., 2016).

Todavia, a radiacao UVA consegue penetrar na derme, onde se encontram os fibroblastos. Os
fibroblastos sao células que produzem essencialmente colagénio e elastina, sendo que a senescéncia
destes reflete-se na senescéncia da derme e, consequentemente, da pele. Esse processo de
envelhecimento é estimulado por fatores externos, tal como a exposicao a radiacao UVA e UVB (Xiao
et al., 2018). Para além disso, este tipo de radiacao esta associado ao dano indireto da pele. O dano
indireto provoca alteracées nas macromoléculas através da producao de espécies reativas de oxigénio
(RS). A pele contém varios cromdforos com a capacidade de absorver radiacao UVA, sendo alguns
deles a melanina e precursores da melanina. Os croméforos, ao absorverem a radiacao, levam a
formacao de estados fotoexcitados, o que, por sua vez, induzem a formacao de RS. O estado
fotoexcitado intermedidrio pode interagir com moléculas do substrato e, através de dois tipos de
mecanismo (tipo | e do tipo 1), pode formar grandes quantidades de RS. O mecanismo do tipo | envolve
uma cadeia complexa de eventos que comecam com a transferéncia de energia de um
fotossensibilizador num estado de energia triplo e que da origem a radicais como o superdxido,
perdxido de hidrogénio e o radical hidroxilo. O mecanismo do tipo Il, contrariamente, envolve a
transferéncia direta de energia de um fotossensibilizador num estado de energia triplo para uma
molécula de oxigénio que resulta na formagao de oxigénio singleto (molécula de oxigénio
eletronicamente excitada) e a subsequente oxidacao de hiomoléculas. Paralelamente, a radiacao UVA
pode ainda induzir RS através de atividades enzimaticas (Schuch et al., 2017).

Muitos RS participam em mecanismos de sinalizacao celular. Contudo, a producao excessiva dos
mesmos interfere na integridade e funcao celular em biomoléculas suscetiveis a oxidacao. A
peroxidacao de lipidos, consequéncia do excesso de RS, pode desestabilizar a membrana levando a

mutagénese e a morte celular. Outra consequéncia do aumento de RS é a oxidacao de proteinas,



fazendo com que estas percam ou ganhem funcdes no interior da célula ou que formem ligagoes
cruzadas com o DNA e que impossibilitem a replicacdo e transcrigao (Schuch et al., 2017).

Os processos oxidativos ocorrem a uma velocidade que aumenta num curto espaco de tempo e nao
podem ser evitados completamente, uma vez que as moléculas oxidadas nao podem retornar ao seu
estado original. Assim, o controlo deste processo apresenta um grau de dificuldade elevado (Schuch et
al.,, 2017).

A radiacao UVB atinge a epiderme. Nesta camada encontram-se células como os queratindcitos e
os melandcitos, sendo que estas ultimas se encontram na parte inferior da camada. Os melandcitos
produzem melanina (responsdvel pela pigmentacao da pele). Ao incidir radiacao UVB neste tipo de
células ocorre uma estimulagao da producao de melanina (Hoerter et al., 2012; Priyanka et al., 2018;
Xiao et al., 2018). Por outro lado, apesar da radiacao UVA penetrar mais a pele, o comprimento de onda
da radiacao UVB esta dentro do espectro de absorcao do DNA e, por isso, consegue provocar
diretamente danos no mesmo. As pirimidinas, essencialmente as da posicao 5-6 da ligacao dupla, sao
vulnerdveis ao dano direto por parte da radiacao, e quando esta incide hd a quebra da ligacao, podendo
resultar na formacgao de interagdes covalentes anormais (Schuch et al.,, 2017) (Figura 1). Assim, a
radiacao UV consegue provocar danos de forma direta ou indiretamente no DNA e consequentemente

a mutagénese das células da pele.

Produgéac de vitamina D

Fotossensibilizadores
endogenos

=% 4
Dano do DNA
Oxidagdo de , \

) Peroxidagao
proteinas de lipidos
Proteinas
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dano de DNA

Bloqueio da
reparacdo de DNA

Figura 1- Danos causados na pele devido a radiacao solar (imagem adaptada de Schuch et al., 2017).

Embora a radiacao UVA esteja mais associada ao método de dano indireto, este tipo de radiacao
nao é completamente indcuo no dano direto, assim como, a radiacao UVB também consegue atingir a
camada intermédia da pele e provocar danos indiretos. Estes efeitos justificam-se devido ao espectro

de comprimento de onda que cada tipo de radiacao pode adquirir (Schuch et al., 2017; Xiao et al., 2018).



As lesoes induzidas direta ou indiretamente pela radiacao solar, tal como dito anteriormente, estao
essencialmente associadas ao melanoma (tipo mais agressivo de cancro da pele) e ao
fotoenvelhecimento. No entanto, nao se cingem apenas estes problemas, estando ainda associadas a

queimaduras solares e problemas oculares (Amaro-Ortiz et al., 2014) (Figura 2).
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Figura 2 - Penetracao da radiacao solar na pele e os seus danos (imagem adaptada de Amaro-Ortiz et al., 2014).

Assim, face aos problemas que aradiacao provoca aquando a pele estd exposta excessivamente, é
necessdrio utilizar formas de protecao. O organismo apresenta trés sistemas de protecao: o
espessamento da camada cérnea, o suor e amelanina. No entanto, esses sistemas nao sao suficientes,
visto que apresentam limitagdes, dado a exposi¢ao excessiva a que os individuos se colocam. Para tal,
recorre-se a protetores solares. Estes sao utilizados para proteger e minimizar os danos a que a pele
esta exposta e existem dois tipos de protetores solares: os protetores inorganicos (também
denominados filtros fisicos) e os filtros quimicos. Os protetores solares inorganicos sao inertes e
incluem os 6xidos metalicos, sendo o diéxido de titanio e o dxido de zinco os mais utilizados, e que
geralmente refletem a radiacao solar. Contudo, apresentam um efeito protetor de pequena extensao
devido a sua absorcao pela pele. No que diz respeito aos filtros quimicos, estes sao compostos
organicos e geralmente protegem a pele absorvendo a radiagao e emitindo-a sob a forma de calor ou
fosforescéncia. Este tipo de filtros abrange um maior grupo de compostos, tais como: dcido p-
aminobenzadico e seus derivados, derivados do dcido cinamico, salicilatos, benzofenonas, derivados da
canfora, derivados do dibenzoilmetano e antranilatos. No entanto, este tipo de filtros também

apresenta limitacoes. Apesar de serem encontrados em muitos produtos de cuidado pessoal, eles tém



sido considerados como contaminantes emergentes com possiveis efeitos deletérios a longo prazo
(Ao et al, 2018; Nunes et al., 2018). Idealmente, os protetores solares nao devem ser toxicos,
sistemicamente absorvidos e causar reacoes alérgicas. Contudo, existem preocupacoes acerca da sua
seguranca, nomeadamente, os efeitos adversos, como fototoxicidade e ocorréncia de reagoes
alérgicas (Cefali et al., 2019). Comoindicador da eficacia destes protetores em bloquear aradiacao UVB,

é utilizado o fator de protecao solar (FPS).
1.1. Fototipos de pele

A pele é um 6rgao multifuncional, que tem a capacidade de se adaptar as variagdes de ambiente e
as necessidades do organismo, cobrindo-o na sua totalidade (Ribeiro, 2010).

A coloracao da pele depende de diversos fatores, mas principalmente da producao de melanina.
Trata-se de um cromoforo, que da pigmentacao a pele e ao cabelo e é produzida pelos melandcitos, os
quais se localizam na camada basal da epiderme. Este cromdforo pode ser de trés tipos: eumelanina
(cor castanha escura), feomelanina (cor vermelha) e a tricocromo (cor amarela) (Ribeiro, 2010).

A coloracao da pele nao esta diretamente associada ao nimero de melandcitos, mas sim a atividade
destes, uma vez que independentemente da etnia, o nimero médio destas células é de 1500 por mm2
Por outro lado, a atividade dos melandcitos é estimulada pela radiacao solar e simultaneamente, o
aumento da producao de melanina tem como objetivo a protecao da pele, refletindo a radiacao solar e
promovendo a absorcao dos RS produzidos no citoplasma dos queratindcitos. No caso da feomelanina,
comaincidénciadaradiacao UV, esta sofre degradacao e diminui a capacidade de absorver RS, levando
a alteracdes no DNA (Ribeiro, 2010).

Numa perspetiva genérica e hioquimica, a producao de melanina consiste na oxidacao da tirosina
em 3 4-dihidroxifenilalanina (DOPA), que consequentemente é oxidada em dopaquinona, sendo
ambas as reac6es catalisadas pela enzima tirosinase. A atividade da tirosinase, assim como a
melanina, aumenta com a incidéncia da radiacao UV. Desse modo, a hipdfise produz a hormona
estimulante dos melandcitos (MSH), com a capacidade de provocar alteracdes na morfologia dos
melandcitos e aumentar a sintese de tirosinase. Esta hormona liga-se a recetores de melanocortina 1
(MC1R) na membrana dos melandcitos e estimula o aumento do monofosfato de adenosina ciclica
(AMPc), por sua vez, aumenta a producao de tirosinase e a captagao de tirosina (Ribeiro, 2010)

(Figura3).
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Figura 3 - Resposta cutanea a radiagao UV (imagem adaptada de Lo & Fisher, 2014)

A conversao da tirosina em DOPA é decisiva neste processo da melanogénese, considerando que
as reacoes seguintes ocorrem de maneira fisioldgica espontanea. Uma vez obtida a dopaquinona, esta
podera reagir com oxigénio ou enxofre (cisteina). Quando a reacao ocorre com oxigénio, da-se uma
ciclizacao interna da molécula resultando num dopacromo que, por conseguinte, podera sofrer dois
tipos de reacdes, ambas espontaneas e nofinal, forma-se a eumelanina. Caso areacao da dopaquinona
ocorra com a cisteina, originam-se cisteinildopas, que sao oxidadas a metabdlitos benzotiazina

formando no final a feomelanina (Ribeiro, 2010) (Figura 4).
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Figura 4 - Sintese das melaninas (Ribeiro, 2010)

No interior dos melandcitos, existem organelos denominados por melanossomas, 0s quais contém
a tirosinase. Os melanossomas com melanina, dependendo do tamanho ou da forma, sao transferidos

para os queratindcitos e degradados pelos fagolisossomas, eliminando posteriormente a melanina na



superficie cutanea e na derme. Este processo estd relacionado diretamente com a intensidade da
pigmentacao da pele (Ribeiro, 2010).

A pele pode ser classificada em fototipos seqgundo Fitzpatrick (Tabela 1). A escala de Fitzpatrick é
uma escala semi-quantitativa composta por seis fototipos que descrevem a cor da pele, a quantidade
de melanina, a resposta inflamatdria a radiacao solar e o risco de cancro. Adicionalmente, existe um
método quantitativo, a dose eritematosa minima (DEM), para determinar a quantidade de radiacao UV
(particularmente UVB) necessaria para provocar eritema e edema. Assim, quanto mais clara a pele,

mais fdcil é a radiacao causar inflamacao cutanea (D’'Orazio et al., 2013).

Tabela 1- Escala de Fitzpatrick, pigmentacao da pele e risco da radiagao UV (adaptada de D'Orazio et al., 2013).

Fototipo . Melanina Resposta cutanea a R Risco de
: ) Fenétipo o R DEM
Fitzpatrick Epidérmica  radiagao cancro
A pele ndo exposta é branca e brilhante Queima sempre
I Olhos azuis/verdes +/- Descama . 15-30 bt
Frequentemente com sardas Nunca bronzeia

Norte da Europa/Britanico

A pele ndo exposta é branca Queima facilmente
Olhos azuis, cor de avela ou castanhos Descama

1] i ] + . 25-40 4+
Cabelo ruivo, loiro ou castanho Bronzeia minimamente

Europeu ou Escandinavo

A pele ndo exposta é clara Queima moderadamente
Olhos escuros Capacidade média de
n + P 30-50 +HE
Cabelo escuro bronzeamento
Europa central ou sul
A pele ndo exposta é castanha clara
Olhos escuros ueima pouco
I\ +++ Q . p . 40-60 +
Cabelo escuro Bronzeia facilmente
Mediterraneo, Asidtico ou Latino
A pele ndo exposta é castanha
Olhos escuros Raramente queima
Vv Cabelo escuro ++++ Bronzeia facilmente e 60-90 +
indio oriental, Americano nativo, substencialmente
latino ou Africano
A pele ndo exposta é escura Quase nunca queima
Olhos escuros Bronzeia facilmente e
v A ' 90-150 +/-
Cabelo escuro de formaintensa

Ascendéncia americana ou Aborigene

* (m]/cm?)

- menor quantidade de melanina / menor risco de cancro; +++++ maior quantidade de melanina/maior risco de cancro

A uma pele escura esta associada um maior nimero de melanossomas, com um tamanho superior
e individualizados, comparativamente a uma pele clara. Contudo, a exposicao a radiacao solar provoca

0 aumento do tamanho dos melanossomas e a sua distribuicao na epiderme (Ribeiro, 2010).



1.2. CancrodaPele

A radiacao solar ao incidir na pele pode provocar alteracoes na molécula de DNA, levando assim ao
aparecimento de células anormais. Assim, as células ao replicarem-se irao formar clones atipicos e
caso este processo nao seja travado continuarao a proliferar acabando por formar um tumor (Corréa,
2012).

1.2.1. Epidemiologia

A incidéncia de cancro da pele nas ultimas décadas tem aumentado. Anualmente, a nivel global
ocorrem entre 2 e 3 milh6es de casos de cancro da pele do tipo carcinoma e cerca de 132 000 do tipo
melanoma. Cerca de um em cada trés cancros diagnosticados corresponde a cancro da pele (WHO,
2017). Este cancro tem uma maior prevaléncia no sexo masculino e em individuos de raca branca.
Geralmente, a doenca é diagnosticada em individuos com idade compreendida entre os 65 e os 74
anos, sendo a idade média de diagndstico os 65 anos. A maior taxa de mortalidade ocorre, tambhém,
entre 0s 65 e 0s 74 anos, sendo a idade média dos dbitos 71anos (National Cancer Institute, 2018).

Em Portugal, estima-se que o aparecimento de novos casos de carcinomas seja mais de 100.000
por ano. No caso do melanoma, a estimativa de incidéncia é de 1000 novos casos por ano (Associacao

Portuguesa de Cancro Cutaneo, 2012).
1.2.2. Tipos de Cancro

O cancro da pele pode ser dividido em tés tipos principais, dependendo das caracteristicas de
exposicao e dafrequéncia de queimaduras solares, o carcinoma basocelular, o carcinoma espinocelular
e o melanoma (Ribeiro, 2010).

O carcinoma basocelular é o mais comum e tem origem na camada mais profunda da epiderme.
Apresenta um crescimento lento e as lesdes aparecem nas areas mais expostas, como a cabecae o
pescoco. Arecorréncia do carcinoma basocelular é frequente devido a destruicao local do tecido e 0 seu
surgimento esta relacionado com a exposicao acumulativa da pele a radiacao UV. Apesar de ser o mais
comum, este tipo de cancro raramente metastiza (Ribeiro, 2010).

No caso do carcinoma espinocelular, € mais agressivo que o anterior e pode metastizar para os
ganglios linfaticos e atingir outros 6rgaos. Tem origem na camada média da epiderme e geralmente
aparece nas areas expostas a radiacao. Contudo, pode desenvolver-se em qualquer regiao da pele. A
exposicao cumulativa a radiagao solar ao longo da vida é apontada como o precedente deste tipo de
cancro (Ribeiro, 2010).

0 melanoma é o tipo mais agressivo de cancro da pele, tem tendéncia a metastizar precocemente e

origem na transformacao maligna dos melandcitos. Neste caso, o aparecimento pode iniciar-se como



um pequeno tumor cutaneo pigmentado sobre a pele ou a partir de nevos pigmentados pré-existentes.
Este tipo de cancro estd associado a uma exposicao excessiva e breve a radiacao UV e a um historico
de queimaduras solares. Contudo, este ltimo é o menos frequente, correspondendo acerca de 10% dos

casos (Ribeiro, 2010).
1.2.3. Fatores de Risco

Segundo a Associacao Portuguesa de Cancro Cutaneo (APCC), o principal risco para o aparecimento
do cancro da pele é a exposicao solar. No entanto, existem outros fatores de risco, tais como, o nimero
e distribuicao de nevos, suscetibilidade genética, a idade e o nimero de queimaduras solares
(Associacao Portuguesa de Cancro Cutaneo, 2012).

Os nevos sao tumores melanociticos benignos e podem ser adquiridos ou congénitos. O desenrolar
dos anos, faz com que o aparecimento de nevos aumente, assim como, quanto maior a suscetibilidade
genética. O aumento do nimero de queimaduras solares, faz com que a aparecimento de nevos
atipicos e de lesdes pré-malignas tambhém aumente (Carvalho, 2012).

Deste modo, é importante avaliar as lesdes pigmentadas e fazer o rastreio de melanoma para que a
detecao de anomalias seja realizada num estado precoce. Assim, utiliza-se a regra ABCDE, nao s6 pela
comunidade médica, mas também de modo a que seja possivel um autorrastreio. A regra ABCDE
consta numa mnemdnica, no qual a letra “A” corresponde a assimetria do nevo, a letra “B" ao bordo
irregular, aletra “C" a evidéncia de vdrias cores, aletra “D" ao diametro, o qual nao deve superar os 5mm

e a letra "E” que diz respeito a evolucao das caracteristicas do nevo. Qualquer alteracao num dos

parametros podera ser indicativo de cancro (Cunha, 2012).
1.3. Fator de Protecao Solar

O FPS é um valor laboratorial utilizado nos protetores solares como representacao da protecao
destes contra as queimaduras solares, indicando quanto tempo um individuo pode ficar exposto a
radiacao UV usando um filtro solar sem desenvolver eritema. Contudo, este valor ndo pode ser
diretamente traduzido numa estimativa de protecao ou comportamento seguro. O FPS é calculado
através da DEM, ou seja, é a relacao entre a dose de energia UV necessaria para obter um eritema
minimo com um filtro solar e a dose de energia UV necessaria para obter um eritema minimo sem filtro.
Deste modo, quanto maior o FPS utilizado, maior sera o tempo a que a pele podera estar exposta a

radiacao solar (Ribeiro, 2010).



Equacdo 1- Calculo do Fator de Protecdo Solar segundo a dose eritematosa minima

FPS: Fator de Protecao Solar; DEMp: Dose eritematosa minima com protecao; DEMs /p: Dose eritematosa

minima sem protecao.

Existem metodologias /n vitroe in vivopara determinar o FPS. A metodologia /7 vitro é utilizada no
processo de desenvolvimento do protetor solar ou estudo da atividade biol6gica de compostos, e é
realizada antes dos testes /n vivo. No primeiro tipo de metodologia, sao realizados ensaios que tém por
base a andlise espectrofotométrica, sendo que o ensaio mais utilizado é a determinacao do FPS
segundo a equacao de Mansur et al., (1986). A equacao estabelece a relacdo entre o efeito
eritematogénico, a intensidade da radiacao e a absorvancia da amostra num determinado

comprimento de onda (Alves et al., 2009; Secco et al., 2019).

Equacdo 2 - Equacao de Mansur para a determinacao do fator de protecao solar

320

FPS = CF x Z EE(A) x I(A) x Abs(A)
290

CF:Fator de correcao; EE (A): Efeito erimatogénico no comprimento de onda A; I(A): intensidade da radiagao no

comprimento de onda A; Abs(A): absorvancia no comprimento de onda A.
Os ensaios /n7 vivo utilizam voluntdrios humanos que diferem em alguns aspetos e existem duas

metodologias utilizadas para a determinacao do FPS, o método norte americano seqgundo a Food and

Drug Administration (FDA) e o método europeu COLIPA ou Internacional (Ribeiro, 2010) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Metodologia /7 vivo sequndo a Food and Drug Administratione o método Europeu (adaptada de
Schalka et al., 2011 e Ribeiro, 2010).

FDA (1999) Internacional (2006) CTFA, COLIPA e ICIA
Fonte de luz Simulador solar com lampada de arco xenénico Simulador solar com lampada de arco xendnico
. Maximo de 25 incluidos Maximo de 20 incluidos
Voluntérios - -
> 20 para dados validos 210 para dados vdlidos

Fototipos dos
voluntarios lalll lalll
(Fitzpatrick)

Regido de Aplicagdo Regiao dorsal inferior Regiao dorsal inferior
42+0.2
Padrao FPS 4,47 1,279 12,7+12
155+15
Quantidade de 2 2
2mg/cm?ou 2L /cm? 2mg/cm? +2,5%
Aplicagdo 9/ W/ o/ 5%
Periodo de espera > 15 minutos 15 a 30 minutos
Fator entre
estdgios simples FPS<8:0,64X;0,80X; 0,90X; 1X; 1,10X; 1,25X; 1,56X FPS>25:12%
(aumentodaintensidade 8 <FPS <15:0,69X; 0,83X; 0,91X; 1X; 1,09X; 1,20X; 1,44 X
deradiagaona FPS>15:0,76X; 0,87X; 0,93X; 1X; 1,07X; 1,15X; 1,32X
determinacdo da DEM)
Leitura da DEM 22 a 24 horas 16 a 24 horas
Determinacao do Valor do FPS médio do grupo-1C95% Valor do FPS médio do grupo

FPS final

s o - 1C 95% dentro do intervalo +17% do FPS médio
Critério Estatistico

de aceitagdo

A determinacao do valor foi padronizada para os protetores solares a um nivel de aplicacao de
2mg/cm?. Todavia, o nivel aplicado pelos individuos €é bastante inferior o que faz com que o FPS real

seja inferior ao FPS apresentado na rotulagem (Ribeiro, 2010)..
1.4. Agentes antioxidantes

De modo a contornar as limitagdes dos protetores solares, varios compostos naturais tém sido
utilizados como modo de protecao. Os antioxidantes sao substancias que inibem ou bloqueiam os
processos oxidativos através de diversos métodos, impedindo o aparecimento de doencas (Corréa,
2012).

O tipo de oxidacao mais comum é a oxidacao lipidica. Este processo nao pode ser evitado ou
bloqueado completamente. Contudo, pode ser diminuido de modo a obter estabilidade. Posto isto, o
conhecimento de moléculas antioxidantes capazes de retardar estes processos é importante para

manter a integridade cutanea (Corréa, 2012).

n



Os antioxidantes podem ser classificados como naturais ou sintéticos, consoante a sua origem.
Inerente a necessidade de se obter uma protecao mais efetiva e econdmica, foram desenvolvidos os
antioxidantes sintéticos, sendo os mais utilizados o butilhidroxitolueno (BHT), o butilhidroxianisol
(BHA), 0 galato de propilo e o tert-butilhidroquinona (TBHQ). Todavia, estes antioxidantes apresentam
limitacdes. Devido a sua alta volatilidade, o BHT nao pode ser exposto a temperaturas altas; no caso do
BHA, este é associado a uma alta instabilidade. O galato de propilo tem como desvantagem a producao
de compostos coloridos na presenca de i6es metalicos. Na presenca de algumas proteinas e sais de
s6dio o TBHQ é capaz de formar complexos (Corréa, 2012). Além das desvantagens que cada
antioxidante sintético apresenta, a toxicidade tem sido apresentada como um problema comum,
tornando-os prejudiciais a saude. Como alternativa aos antioxidantes sintéticos, os antioxidantes
naturais tém sido alvo de estudo, pois estao associados a um efeito benéfico superior (Del Ré et al.,
2012; Priyanka et al., 2018).

Na natureza, a radiacao UV induz a acumulacao de flavondides e outros compostos fendlicos nas
plantas, para que estas os utilizem como protecao contra os danos provocados pela radiacao. Estes
compostos para além da capacidade absortiva perante a radiacao UV, atuam também como
antioxidantes e agentes anti-inflamatdrios, fornecendo assim uma protecdo adicional. Além dos
compostos fendlicos, os organosulfurados e os terpendides estao, tamhém, associados a capacidade
antioxidante. Este tipo de compostos neutraliza RS, tem a capacidade de quelar metais e bloquear a
acao de espécies reativas. Assim, devido a variada atividade bioldgica e menos efeitos adversos
provocados no organismo, as substancias naturais tém sido alvo de atencao quanto a protecao solar

nos Ultimos anos (Nunes et al., 2018; Priyanka et al., 2018).
1.5. Plantas Medicinais e Protecao Solar

As plantas tém capacidade de sintetizar metabolitos secunddrios. Essa capacidade é ainda mais
comum nas plantas selvagens, uma vez que desenvolvem mecanismos de sobrevivéncia e adaptacao
para competir com outras e contornar as adverténcias do meio em que se desenvolvem (Rodrigues et
al.,2009).

Uma vez que a exposicao a radiacao € influenciada pela altitude, plantas que crescem em
ecossistemas com altitudes elevadas, tendem a estar expostas a altos niveis de radiacao solar e a
baixas temperaturas. Como forma de protecao, estas plantas produzem compostos para se
defenderem contra o stress oxidativo e de forma a absorverem a radiacao UV. Os grupos de
compostos mais comuns neste tipo de plantas sao os polifendis e os terpenos (Puertas-Mejia et al.
2018).

Os polifendis pertencem ao grupo de compostos fendlicos. No entanto, sao designados deste modo

devido a sua estrutura (Cheynier, 2012). Este tipo de compostos inclui outras subclasses como é o caso
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dos flavondides e taninos. De um modo generalizado, este grupo de compostos apresenta capacidade
antioxidante e consequentemente um potencial na prevencdo de doencas relacionadas com a
producao de radicais oxidativos livres (Georgé et al., 2005). Os flavondides, por sua vez, tém como
principal funcao a protecao dos tecidos das plantas contra a radiacao UV, tornando-se num grupo
importante quanto a protecao solar. Este tipo de compostos apresenta capacidade quelante de ides
metdlicos e capacidade de eliminar radicais livres (Cheynier, 2012; Kwon et al., 2019).

Os terpendides sao o grupo de compostos naturais mais numeroso e estruturalmente diverso
encontrado nas plantas. Este grupo de compostos estd associado a vdrias atividades bioldgicas, ao
aroma da planta e apresenta subclasses como é o caso dos diterpendides e dos triterpendides
(Ludwiczuk et al., 2017). Os diterpendides compreendem um grupo de compostos quimicamente
heterogéneo e sdo uma classe importante de metabolitos secundarios, estando associados a atividade
antimicrobiana (ex: capacidade antifingica). Contudo, ainda nao hd evidéncias cientificas suficientes
dessa capacidade nos dermatdfitos que os seres humanos apresentam (Ludwiczuk et al., 2017;
Pasdaran & Hamedi, 2017). Os triterpendides sao descritos como anti-inflamatdrios, antivirais e
antimicrobianos (Rios, 2010).

Devido as substancias quimicas ativas presentes nas plantas, estas produzem um determinado
efeito hioldgico, e por isso, sao utilizadas na medicina e na dermocosmética. Assim, plantas com
capacidade antioxidante e capacidade de absorcdo da radiacdo solar sao alvo de estudo, com o objetivo
de utilizar os compostos naturais presentes nestas como filtros solares (Puertas-Mejia et al., 2018).

De salientar que a concentracao de compostos pode variar nas plantas, incluindo na mesma
espécie, devendo-se tal a fase vegetativa que a planta se encontra no processo de colheita e a
producao de mecanismos que estas produzem contra as adversidades do meio em crescem
(Goncalves et al., 2018).

Portugal apresenta uma flora diversificada, rica em plantas endémicas e autdctones, sendo
importante aproveitar o potencial natural existente e, por isso, as plantas utilizadas no estudo crescem

em territdrio continental.
1.5.1. Pterospartum tridentatum

Pterospartum tridentatum (L.) Willk. (um sinénimo de Genista tridentata L) pertence a familia
Fabaceae e é habitualmente conhecido por “carqueja” ou “carqueija”. Esta planta cresce em areas
montanhosas ou em terrenos abandonados com solos dcidos e atinge aproximadamente os 100cm de
altura. Visualmente, apresenta flores amarelas, ramos alternados e caules coridceos (Grosso et al.,
2007; Coelho et al., 2011) (Figura 5).

Trata-se de uma planta comum na Peninsula Ibérica e no Norte de Africa devido as condicdes

termo-Mediterranicas. Em Portugal, é bastante comum no Norte e Centro (Coelho et al., 2011; Roriz et
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al., 2014). Tradicionalmente, é utilizada para varios disttirbios como a diabetes tipo Il, doencas do trato
digestivo, a hipertensao, pneumonia, bronquite, dores de cabeca, gripe, problemas de figado, de rins e
de bexiga (Coelho et al., 2011).

0 extrato aquoso da planta P. tridentatum contém terpendides, alcaldides e compostos fendlicos,
incluindo flavondides (Coelho et al., 2011). Para além disso, foram identificados compostos como,
taxifolina, miricetina, ginestina, ginesteina e derivados de ginesteina no extrato metandlico (70% V/V)
da planta. Estes compostos estao associados a atividade anti-radical (Aires et al., 2016). O extrato
aquoso daflor do P. tridentatum, demonstrou efeito protetor, a concentragdes = 0.3 mg/mL, em células
endoteliais contra lesdes oxidativas induzidas por H.0 (Vitor et al., 2004).

Por sua vez, Coelho et al., (2011) avaliaram o teor de compostos fendlicos totais (TFT) no extrato
aquoso da planta P. tridentatum e a sua atividade antioxidante. Para tal, colheram a planta de trés
localizacoes diferentes e durante duas fases vegetativas distintas (periodo de dorméncia e periodo de
floracao). Os resultados obtidos indicaram que a planta no periodo de dorméncia apresentava um maior
TFT, mas por sua vez, os resultados relativos a capacidade antioxidante foram semelhantes em ambas

as fases vegetativas.

Figura 5 -Planta Pterospartum tridentatum (Sociedade Portuguesa de Botanica, 2012h).

1.5.2. Melilotus indicus

A planta Melilotus indicus (L.) All. pertence a familia Fabaceae e é comum em vérios paises da Asia
e Europa, incluindo Portugal. Varias espécies do género Melilotus tém demonstrado atividade
antibacteriana, anticoagulante, anti-inflamatéria, antioxidante e laxante (Stefanovi¢ et al., 2015). O
género contém cerca de 25 espécies, que utilizadas em grandes quantidades, sao consideradas
venenosas (Abd El-Hafeez et al., 2018; Ahmed et al., 2012) (Figura 6). A planta M. indicus é uma planta
anual, pequena (50 cm), com flores de cor amarelo claro. Tradicionalmente, é utilizada como
antioxidante, analgésica e inseticida em doencas inflamatdrias, no tratamento da psoriase, feridas e
gastrites (Saleem et al., 2020).

Estudos realizados ao nivel fitoquimico demonstraram a presenca de compostos terpendides,

esterdis, flavonoides glicosideos e cumarinas no M. indicus. Deste modo, a planta é apresentada com
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capacidade antioxidante, anti-inflamatdria e elevada capacidade citotéxica em células cancerigenas
(Abd El-Hafeez et al., 2018; Saleem et al., 2020). No entanto sao ainda escassos os estudos que
avaliam as atividades bioldgicas da planta.

Por sua vez, Ahmed et al., (2012) avaliaram o TFT, o teor de flavondides e a atividade antioxidante
num extrato metandlico e nas suas sub-fracoes. Para tal, colheram a planta em duas fases vegetativas
distintas (periodo de floracao e periodo de frutificacdo) e utilizaram as partes aéreas durante o
processo extrativo. Os resultados, demonstraram que a planta apresentava um maior TFT, maior teor
de flavondides e melhores valores para a capacidade antioxidante no periodo de frutificacao. Como
conclusao, os autores defendem a necessidade de avaliar a fase vegetativa em que a planta se
encontra aquando a colheita, de modo a que esta tenha uma maior concentracdao compostos

antioxidantes.

Figura 6 - Planta Melilotus indicus (Sociedade Portuguesa de Botanica, 2012a)

Sendo as plantas uma fonte ilimitada de moléculas bioativas e com estruturas quimicas muito
diversificadas é importante o estudo do potencial de protecao solar de fontes vegetais, de forma a
tornar possivel a utilizacdo das mesmas para combater/minimizar os problemas associados a
exposicao solar excessiva. Ademais, aumenta-se o conhecimento das plantas existentes em Portugal,

visto que os estudos cientificos acerca das mesmas sao ainda escassos.
1.6. Objetivos do Estudo

0O trabalho apresenta como principais objetivos:

e Identificar os principais grupos de compostos bioativos presentes nas espécies vegetais
Pterospartum tridentatum e Melilotus indicus, recorrendo a um screeningfitoquimico;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante de extratos de
Pterospartum tridentatum e Melilotus indicus, recorrendo ao ensaio do radical DPPH e da
quelacao do ferro;

e Determinar a capacidade de absorcao ultravioleta e o fator de protecao solar de extratos de

Pterospartum tridentatum e Melilotus indicus.
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2. Métodos
2.1. Reagentes

0 metanol, etanol, acido sulftrico e cloroférmio foram fornecidos pela Fisher Chemical (St. Louis,
EUA). O cloreto férrico, carbonato de sddio, reagente Folin-Ciocalteu, sulfato de ferro (ll)
heptahidratado, reagente de Dragendorff, sulféxido de dimetilo (DMSO) e &cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) foram obtidos pela VWR Chemicals™ (Radnor, EUA). A quercetina, 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH), acido galico e ferrozina foram fornecido pela SIGMA-Aldrich® (St. Louis, EUA). O
acetato de chumbo (1) tri-hidratado foi fornecido pela Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). Por fim, o

acetato de cobre foi obtido pela Dr. Paul Lohmann® (Emmerthal, Alemanha).
2.2. Material Vegetal e Preparacao dos Extratos

As espécies vegetais utilizadas no estudo (M. indicuse P. tridentatum) foram obtidas nos meses de
junho e julho de 2019, em Esmoriz (Ovar, Portugal) e Valongo (Porto, Portugal), respetivamente. As
plantas foram depois identificadas por especialistas da Faculdade de Ciéncias da Universidade do
Porto com base na literatura e por comparacao com outras amostras de herbadrio. Apds a identificacao
botanica, as plantas foram limpas e secas em estufa, por 48h, a 40°C, para posterior preparagao dos
extratos (aquoso e metandlico).

O processo de extracao da espécie P. tridentatumbaseou-se no método descrito por Kenny et al.,
(2014) com pequenas alteracdes. Os extratos foram preparados por maceracao de 15 g das partes
aéreas secas e contundidas com 150 mL de dgua ou metanol 80% (V/V) (extrato aquoso e metandlico,
respetivamente), com agitacao, protegidos da luz, durante 3h, a temperatura ambiente.

0 processo de extracao da espécie M. indicusfoi realizado sequndo o descrito por Stefanovic¢ et al.,
(2015) com algumas adaptacoes. Os extratos foram preparados por maceracao de 15g das partes
aéreas secas e contundidas com 75 mL de dgua destilada ou metanol 80% (V/V) (extrato aquoso e
metandlico, respetivamente), durante 24h, protegidos da luz e a temperatura ambiente.

No final, todas as solugdes foram filtradas (papel de filtro n® 1 Whatman), concentradas em
evaporador rotativo (VWR, 1kaRV8) (extratos metandlicos) e liofilizadas (extratos aquosos e
metandlicos) (LABCONCO FreeZone series). As amostras obtidas foram armazenadas a -80 'C para

andlises posteriores.
2.3. Screening Fitoquimico

O screening fitoquimico foi realizado para identificacao dos compostos fendlicos, flavondides,

polifendis, diterpendides, terpendides, taninos, triterpendides e alcaldides.
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2.3.1. Compostos Fenélicos

Pipetou-se 2,5 mL de extrato para um tubo de ensaio e adicionou-se 5-10 gotas de cloreto férrico
(5%) para a identificacao de compostos fendlicos. O aparecimento de uma colocacao azul escuraindica
G ¢

a presenca deste grupo de compostos (Kushwaha, 2019).
2.3.2. Polifenéis

Para a identificacao dos polifendis, pipetou-se 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu e 400 pL de
solucao de carbonato de sddio, e 100 pL de extrato. Por fim, incubou-se a temperatura ambiente
durante 2h (Georgé et al., 2005). O aparecimento de uma coloracao azul escura identifica a presenca

de polifendis.
2.3.3. Flavonéides

Adicionou-se algumas gotas de acetato de chumbo (5%) (ndo ultrapassando os 2 mL) a 2,5 mL de
extrato (Joshi et al., 2013). A presenca de flavondides é identificada através da formacao de um

precipitado de cor branco-amarelado.
2.3.4. Taninos

Para determinar a presenca de taninos adicionou-se 5-10 gotas de cloreto férrico (1%), a 2,5mL de
extrato. A presenca de taninos é identificada através do aparecimento de uma coloracao verde-

acastanhada (Aziz, 2015).
2.3.5. Diterpendides

Na identificacao de diterpendides, adicionou-se 4-10 gotas de acetato de cobre (5%) a 1 mL de
extrato. A presenca destes compostos é confirmada pelo aparecimento de uma coloracao verde-

esmeralda (Yadav et al., 2017).
2.3.6. Terpendides e Triterpendides

Para a identificacao de terpendides, a 1 mL de cloroférmio adicionou-se 3 mL de extrato.
Lentamente, adicionou-se algumas gotas de acido sulftrico (até um maximo de 1,5 mL). Aformacao de
um anel vermelho-acastanhado é indicativo da presenca de terpendides e a formacao de uma camada

de cor amarela indica a presenca de triterpendides (Joshi et al., 2013).
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2.3.7. Alcaldides

Para aidentificacao de alcaléides, acrescentou-se 2 gotas do reagente de Dragendroff a2,5 mL de
extrato. A presenca de alcaldides pode ser confirmada pelo aparecimento de um precipitado vermelho

(Aziz, 2015; Joshi et al., 2013).
2.4. Ensaios para determinacdo do potencial antioxidante
2.4.1. Ensaiodoradical DPPH

0 ensaio realizado foi adaptado do método descrito por Ahn et al. (2018). Diferentes concentracées
dos extratos foram testadas (extrato metandlico de P. tridentaturm: 50 ug/mL, 100 pg/mL, 250
ug/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL, 1250 ug/mL; extrato aquoso de P. tridentatum: 50 pg/mL, 100
ug/mL, 250 pg/mL, 500 ug/mL e 700 pg/mL; extrato metandlico e aquoso de M. indicus: 25 pg/mL,
50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pug/mL, 500 pg/mL e 1000 pg/mL). De sequida, as diferentes
concentracoes dos extratos adicionou-se a solucao de DPPH (90 uM) em etanol absoluto e a
percentagem do radical DPPH por reagir foi determinada a diferentes tempos, a um comprimento de
onda de 515 nm, medido num leitor de microplacas (Dynex Technologies MRX Il Microplate Reader). O
etanol absoluto foi utilizado como controlo negativo e a quercetina como controlo positivo. A
percentagem de inibicdo do radical DPPH calculou-se pela sequinte formula: % inibicao DPPH- = [(Ac -
As)/Ac] x100, em que Ac =absorvancia do controlo, e As =absorvancia da amostra. A capacidade

antioxidante foi expressa em ICso (concentracao necessaria para inibir 50% do radical DPPH).
2.4.2. Determinagao da Capacidade Quelante do Ferro

0 ensaio de determinacao da capacidade quelante do ferro foi realizado segundo o referido por
Canabady-Rochelle et al. (2015). Analisaram-se diferentes concentracdes dos extratos (25 ug/mL, 50
ug/mL, 100ug/mL, 250 ug/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL e 1500 ug/mL). Resumidamente
adicionou-se 50 pL de amostra a 50 pL de sulfato de ferro (0,122 mM) e 50 pL de ferrozina (0,6 mM).
Incubou-se a placa, protegida da luz e a temperatura ambiente, por 10 minutos. A leitura da absorvancia
foi feita em leitor de microplacas, a um comprimento de onda de 562 nm. O EDTA foi utilizado como
controlo positivo. A capacidade quelante do ferro, em percentagem (%) foi calculada através da
seguinte formula: [(Ac-As)/Ac] x 100, em que Ac é a absorvancia do controlo e As a absorvancia da
amostra. A capacidade antioxidante foi expressa em ICso (concentracdo necessdria para quelar 50%

do ferro).
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2.4.3. Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

Este ensaio foi adaptado dos métodos descritos por Xie et al. (2014) e Kupina et al. (2018). A
quantificacao do teor de compostos fendlicos totais (TPT) foi feita por espectrofotometria recorrendo
ao reagente de Folin-Ciocalteu. Para cada amostra a analisar, misturou-se 250 pL (0,5mg/mL) de
extrato com 1,25 mL de reagente Folin (1:10) e 2 mL de solucao de carbonato de sédio (Na-C0s) (7,5%),
incubando-se depois a placa durante 1h. Para o branco, misturou-se 250 ulL de dgua (extrato aquoso)
ou metanol 80:20 (V/V) (extrato metandlico) com 1,25 mL de reagente Folin (1:10) e 2 mL de solucao
de NazC0s (7,5%). A absorvancia foi medida usando um espectrofotémetro (Jenway 6300) a 765 nm.
A determinacao do TPT foi feita tendo por base a equacao da curva do dcido gdlico. Assim, o TPT foi
expresso em mg de equivalentes de acido gdlico (GAE) por cem gramas de extrato seco, através da
seguinte férmula: C = (c x V/m); em que C corresponde ao contetido de fendlicos totais (ug/g extrato
em GAE), c é a concentracao de dcido galico estabelecida pela curva de calibracao (ug/mL), V é o

volume de extrato em mL e m é a massa do extrato da planta em mg.
2.5. Ensaios de determinacao do potencial do fator de protecao solar
2.5.1. Determinacao da capacidade de absor¢ao ultravioleta

0 ensaio realizado foi adaptado dos métodos descritos por Puertas-Mejia et al. (2018) e Priyanka
et al. (2018). Para tal, preparou-se a solucao de extrato (1 mg/mL), com os solventes utilizados
previamente na técnica extrativa. O ensaio foi feito recorrendo a um leitor de microplacas (Synergy,
HTX), com leituras de 50 em 50nm, desde os 200 nm até os 450 nm. Utilizou-se um protetor solar
comercial com FPS 50+ como controlo positivo. A preparacao da amostra controlo (1 mg/mL) foi
realizada seqgundo o que estd descrito por Dutra et al. (2004). O coeficiente de absorcao foi calculado
segundo a equacgao: CA = Abs/(m x v); em que Abs corresponde a absorvancia, m é amassaemmge v

é volume emmL.
2.5.2. Determinacao do fator de protec¢ao solar

A determinacao do FPS foi realizada conforme o descrito por Oliveira et al.( 2019); Dutra et al.
(2004) e Priyanka et al. (2018) com ligeiras alteragoes. Para tal, preparou-se a solugao stock de extrato
(Img/mL) e de sequida diluicées de modo a obter as sequintes concentracées: 50 pug /mL,100 pg/ mL,
150 ug/mL e 250 pg/mL. O ensaio foi realizado num leitor de microplacas (Synergy, HTX), com leituras
de 5nmem5nm, desde 0s 290 nm até os 320 nm. O FPS foi calculado segundo a equagao de Mansur,
que estabelece a relacao entre o efeito eritematogénico, a intensidade da radiacao e a absorvancia da

amostra num determinado comprimento de onda: FPS = (CF x Y339 EE(A) x I (A)x Abs (A))x FD; em
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que : CF corresponde ao fator de correcao; EE (A) é o efeito erimatogénico no comprimento de onda A;
I (A) aintensidade da radiagao no comprimento de onda A; Abs (A) é absorvancia no comprimento de
onda A e FD é o fator de diluicao.

Neste ensaio, utilizou-se o0 mesmo controlo positivo que no ensaio anterior e a partir da
concentracao 1 mg/mL, diluiu-se até obtencao das concentracoes de 50 pg/mL, 100 pg/mL, 150
ug/mL, e 250 pg/mL para este estudo.

2.6. Anadlise Estatistica

Durante os procedimentos laboratoriais, para cada ensaio, foram realizados trés ensaios
independentes, estando os resultados apresentados sob a forma de média + desvio padrao. Para a
analise de dados, utilizou-se os softwares Microsoft Excel® 16 e GraphPad Prism® 8, com recurso ao

teste ANOVA (Fator tinico) a um nivel de significancia de 0,05.
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3. Resultados e Discussao
3.1. ScreeningFitoquimico

Atividades bioldgicas, como a capacidade antioxidante e o potencial de protecao solar, estao
associadas a diferentes grupos de compostos. Assim, foi efetuado o screeningfitoquimico aos extratos
das plantas P. tridentatume M. indicus de modo a identificar a presenca de grupos de compostos com
algum efeito benéfico, capacidade antioxidante e possivel efeito fotoprotetor (Priyanka et al., 2018;
Stefanovié¢ et al., 2015).

O screening foi realizado sequndo o método tradicional, tendo como objetivo a determinacao e
prospecao preliminar dos compostos através da aplicacao de testes de coloracao. Este método é
meramente qualitativo e demonstra algumas limitagdes, tais como, a mistura de solvente utilizada na
extracao poder nao ser a mais apropriada para alguns grupos de compostos, a especificidade de alguns
reagentes utilizados ser diferente e a intensa mistura de compostos ou a haixa concentracao dos
mesmos indicarem resultados falsos. Como vantagens apresenta-se o facto de ser considerado um
método rapido, de baixo custo e de facil execucao (Rodrigues et al., 2009).

Os resultados obtidos no screeningfitoquimico para cada um dos extratos estao apresentados na

(Tabela 3).

Tabela 3 - Screeningfitoquimico para ambos os extratos de cada planta

Grupo de compostos Pterospartum tridentatum Melilotus indicus
Ext. Metandlico Ext. Aquoso Ext. Metandlico Ext. Aquoso
Compostos Fendlicos + + + +
Polifendis - - - -
Flavonoides + + + +
Taninos + + + +
Terpendides - - + -
Diterpendides + + + +
Triterpendides - - - +
Alcaldides - + + +

+presenca; - auséncia

Existem evidéncias de terpendides, alcaldides e compostos fendlicos, incluindo flavonéides, no
extrato aquoso da planta P. tridentatum (Coelho et al., 2011) e a presenca de terpendides, esterdis,
flavondides glicosideos e cumarinas no extrato etandlico da planta M. indicus (Abd El-Hafeez et al.,

2018; Saleem et al., 2020), o que corrobora os resultados obtidos no presente estudo.
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Os resultados obtidos neste trabalho indicaram a presenca de compostos fendlicos, incluindo
flavongdides em ambos os extratos das plantas em estudo, o que vaide encontro ao referido por Ahmed
et al., 2012; Aires et al., 2016; Coelho et al., 2011. Os polifendis, que incluem os flavondides e taninos
apresentam capacidade antioxidante e potencial na prevencao de doencas relacionadas com a
producao de RS (Georgé et al. 2005). Os flavondides, por sua vez, tém como principal funcao a protecao
dos tecidos das plantas contra a radiacao UV, tornando-se num grupo importante quanto a protecao
solar (Cheynier, 2012; Kwon et al., 2019).

No caso dos taninos, todos os extratos indicaram a presenca dos mesmos. A presenca destes
compostos apenas se encontra documentada no extrato etandlico do M. indicus (Saleem et al., 2020).
Os taninos sao encontrados na maioria dos tecidos vegetais desde os estados de desenvolvimento
inicial. Este grupo de compostos possui capacidade antioxidante, de bronzeamento e tem como
principal funcao a protecao das plantas contra virus, fungos e animais herbivoros (Cheynier, 2012;
Gustavson, 1949).

Ahmed et al. (2012), mencionam, também, a presenca de taninos e de terpendides na planta. Nao é
mencionado, contudo, pelos autores, o tipo de solvente utilizado na extracao. Deste modo, pode
afirmar-se que o resultado obtido no extrato metandlico da planta M. indicus é expectdvel para os
compostos terpendides. Este extrato foi o inico a demonstrar a presenca deste grupo de compostos e
o extrato aquoso da planta M. indicus, por outro lado, foi o Unico que indicou a presenca de
triterpendides. A mistura de solventes utilizada na extracao pode nao ser a mais apropriada para alguns
grupos de compostos e a especificidade de alguns reagentes utilizados ser diferente, o que podera
justificar estes resultados (Rodrigues et al., 2009). Nao obstante, nenhuma referéncia hibliografica
acerca das plantas em estudo refere a presenca de triterpendides. A presenca de diterpendides e
polifendis, também nao é referenciada. Todavia, todos os extratos indicaram um resultado positivo
para o primeiro grupo de compostos e negativo para o seqgundo, respetivamente. A presenca de
diterpendides podera nao estar referenciada, visto que é uma subclasse dos terpenos. Assim, 0s
estudos poderao apenas averiguar a presenca do grupo de compostos mais generalizado.

No caso dos polifendis, é um grupo de compostos que apresenta como subclasses, tal como referido
anteriormente, os flavondides e taninos. Deste modo, visto que os resultados para estas subclasses
deram positivo, seria expectdvel que para o grupo de polifendis o resultado fosse semelhante. O
resultado negativo obtido podera ser justificado pela especificidade de alguns reagentes utilizados ser
diferente e aintensa mistura de compostos ou a baixa concentracao dos mesmos indicarem resultados
falsos (Rodrigues et al., 2009).

Os terpendides estao associados a varias atividades bioldgicas, ao aroma da planta e apresentam
subclasses como é o caso dos diterpendides e dos triterpendides (Ludwiczuk et al., 2017). Os

diterpendides compreendem um grupo de compostos quimicamente heterogéneo e estao associados
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a atividade antimicrobiana (ex: capacidade antiftingica) (Ludwiczuk et al., 2017; Pasdaran & Hamedi,
2017). Os triterpendides sao descritos como anti-inflamatdrios, antivirais e antimicrobianos (Rios,
2010). Os alcaldides estao associados a defesa quimica de um organismo e sao aplicados na medicina
como analgésicos, antiarritmicos, anti-hipertensivos, estimulantes e vasodilatadores (Soltani, 2016).
Para além destes grupos de compostos, todos os extratos a excecao do extrato metandlico de ~.
tridentatumobtiveram um resultado positivo para alcaldides. Contudo e sequndo Aires et al. (2016), era
expectdvel que o extrato metandlico desta planta também apresentasse um resultado positivo. A
discordancia neste resultado, pode dever-se a utilizacao de métodos fitoquimicos diferentes, visto que
o método utilizado pelos autores referidos acima é quantitativo e o método neste estudo é qualitativo.
Além disso, métodos qualitativos também poderao apresentar resultados diferentes consoante o

reagente de revelacao utilizado (Rodrigues et al., 2009).
3.2. Avaliacao do Potencial Antioxidante

A avaliacao do potencial antioxidante permite determinar a capacidade dos extratos em eliminar
radicais livres e determinar a capacidade de quelar i6es metalicos. Dessa forma, realizaram-se trés
ensaios: determinacao de TFT, determinacao da capacidade de eliminar radicais livres — DPPH e o
ensaio de determinacao da capacidade quelante do ferro (Nunes et al., 2018; Priyanka et al., 2018). Os

resultados destes ensaios estao apresentados na (Tabela 4).

Tabela 4 — Avaliacao do Potencial Antioxidante

. Pterospartum tridentatum Melilotus indicus "
Ensaios — — Controlo Positivo
Ext. Metandlico Ext. Aquoso Ext. Metandlico Ext. Aquoso
DPPH (pg/mL) 16989+9002 31033+2742b  29213+2881> 31627+2990° 185+0,18¢
Ferrozina(ug/mL) ~ 37875+2459¢  7701+358° 16048+518<  8315+636° 118+0,01¢

TFT (mgGAE/100g) 389,68 +4394% 61528+2128" 4512+4895%  38631+10,77¢ -

As médias com letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas ( p <0,05) entre cada amostra.

A determinacao do TFT é um dos métodos mais antigos de quantificacao de compostos fendlicos
numa amostra e atualmente € utilizado para medir a capacidade antioxidante de uma amostra.
Contudo, essa capacidade pode nao estar refletida na sua caracteristica de TFT (Tomei et al., 2005).
Neste ensaio, os compostos fendlicos presentes nas amostras sao oxidados, em meio basico,
formando 0%, que por sua vez, reage com o reagente Folin-Ciocalteu formando compostos com
hastante absorcao perto do comprimento de onda de 750nm (Tomei et al., 2005). Este ensaio tem por
base calcular a concentracao de compostos fendlicos no extrato através de equac6es ja predefinidas

(Kupina et al., 2018; Xie et al., 2014).
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O maior TFT foi encontrado no extrato aquoso da planta P. trindentatum, sendo este valor
significativamente maior, comparativamente com os restantes extratos (p<0,05). 0 TFT nos extratos
foiinferior ao referenciado noutros estudos (Ahmed et al., 2012; Coelho et al., 2011 Neves et al., 2020).

Ahmed et al., 2012, na extracao de M. indicus utilizaram como solvente metanol e subfracoes deste
em diferentes solventes. O TFT obtido no extrato metandlico bruto foi de 25 ugGAE/mg de extrato,
que corresponde a 2500 mgGAE/100g de extrato, no periodo de floracdo e de 45 ugGAE/mg,
correspondente a 4500 mgGAE/100g, no periodo de frutificacdo. Na subfracao aquosa obtiveram
valores de 29 ugGAE/mg de extrato no periodo de floracdo e de 30 pgGAE/mg de extrato no periodo
de floragao, o que corresponde a 2900 mgGAE/100g de extrato e 3000 mgGAE/100g de extrato,
respetivamente. No caso de P. tridentatum, Coelho et al. (2011), demonstraram que o extrato aquoso
apresenta um TFT superior a 270,7+70,80 mgGAE/g no periodo de floragao e superior a 331,7+35,05
mgGAE/g no periodo de dorméncia. Relativamente ao extrato hidroalcodlico de P. tridentatum, o TFT
apenas esta referenciado para extrato etandlico da flor com 200+8 mgGAE/qg extrato (Neves et al.,
2020).

Os resultados obtidos no presente estudo sao inferiores, o que podera dever-se a fase vegetativa
que as plantas se encontravam no processo de colheita e ao meio em que se encontravam durante o
seu desenvolvimento (Gongalves et al., 2018).

Os compostos fendlicos sao descritos com capacidade antioxidante, devido a sua estrutura quimica
ideal para doacao de eletroes e capacidade de quelar ides metalicos. O ensaio de determinacao de
eliminacao de radicais livres demonstra a capacidade dos extratos de P. tridentatum e M. indicus em
doar o hidrogénio e reduzir o DPPH. Este método tem por base a capacidade do DPPH em reagir com
doadores de hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes, o radical DPPH recebe o ido H*,
sendo entao reduzido. A reducao é facilmente detetada por espectroscopia, uma vez que o radical
inicialmente apresenta uma coloracao purpura e aquando reduzido passa a exibir uma coloracao
amarela. A capacidade da amostra em reduzir o radical € demonstrada pela percentagem de DPPH
restante no meio (Tomei et al., 2005). O ensaio da capacidade quelante do ferro indica o potencial dos
extratos em inibir a formacao do complexo Ferrozina-Fe?*. A formacao deste complexo, apresenta
uma cor rosa, cuja absorvancia pode ser determinada a um comprimento de onda de 562nm. Quanto
menor a absorvancia, maior o potencial antioxidante. 0 método determina a quantidade restante de
ioes ferro nao quelados na mistura de reagao (Harb et al., 2016).

Assim, Ahmed et al. (2012): Coelho et al. (2011) e Neves et al. (2020), nos seus resultados,
apresentam valores de TFT superiores aos extratos do presente estudo e, também, uma maior
capacidade antioxidante. A capacidade antioxidante, neste estudo, é apresentada através do ICso, ou

seja, a concentracao de extrato minima para que haja 50% de eliminacao de radicais livres, no caso do
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ensaio de DPPH, e a concentracao de extrato minima para que haja 50% de inibicao do complexo
Ferrozina-Fe?*, no ensaio de capacidade quelante do ferro (Stefanovic et al., 2015).

Em ambos os ensaios, eliminacao de radicais livres e capacidade quelante do ferro, verificou-se que
todos os extratos apresentaram uma diferenca significativa relativamente aos controlos positivos
utilizados, quercetina e EDTA, respetivamente. Porém, era previsto valores superiores
comparativamente ao controlo, visto que os extratos contém varios compostos, que causam sinergia
entre si e os controlos utilizados correspondem a um tnico composto. A sinergia entre os compostos
fendlicos faz com a capacidade antioxidante dependa da concentragao, da estrutura e da interagao
entre os compostos (Stefanovi¢ et al., 2015).

Ahmed et al. (2012); Coelho et al. (2011) e Neves et al. (2020), associam uma boa capacidade
antioxidante a um maior TFT. No ensaio de DPPH realizado neste estudo, o menor valor de ICso
(169,89+ 9,00 ug/mL) observado para o extrato metandlico de P. tridentatum, nao correspondeu ao
maior valor de TFT (389,68+43,94 mgGAE/100g). Pelo contrdrio, no ensaio da ferrozina, o menor
valor de ICso (77,01£3,58 ug/mL) observado para o extrato aquoso de P. tridentatum, correspondeu ao
maior valor de TFT (615,28+21,28 mgGAE/100g). Stefanovi¢ et al., (2015) demonstraram que a
capacidade de eliminacao de radicais livres, esta relacionada nao sé com o TFT, mas também com o
teor de flavondides e taninos. A presenca do maior TFT nao se reflete na obrigatoriedade de conter o
maior teor de flavondides e taninos. Stefanovic et al., (2015) observaram para o extrato aceténico um
TFT de 31,34+0,10 mgGAE/g e um teor de flavondides totais de 231,75+1,23 mg equivalentes de rutina
por grama de extrato (mg RUE/qg); e para o extrato etandlico um TFT de 75,77+0,42 mgGAE/g e um
teor de flavondides totais de 110,07+0,58 mgRUE/g. Deste modo, os resultados deste estudo poderao
corroborar que a capacidade de eliminagao nao esta apenas correlacionada com o TFT mas também
com outro tipo de compostos, como o teor de flavondides totais, como é mencionado por Stefanovi¢ et
al., (2015).

Segundo Kuete et al. (2010), extratos com bhoa capacidade antioxidante apresentam
ICs0<50p1g/mL, atividade moderada aum 50 <1Cso<100pg/mL e baixa atividade aum 1Cso>100g/mL.
Assim e comparando com o descrito pelos autores, todos os extratos neste trabalho apresentam uma
baixa capacidade de eliminacao de eliminacao do radical DPPH; os extratos aquosos demonstram uma
capacidade moderada na quelacao do ferro; e os extratos metandlicos uma baixa capacidade quelante.

Ahmed et al. (2012) apresentam resultados para a capacidade quelante do ferro e obtiveram, para o
extrato metandlico bruto de M. indicus, um ICso de 17,30pg/mL e para a subfracdo aquosa um ICso de
2,30ug/mL. Deste modo, os valores obtidos, no presente trabalho, para os extratos desta planta foram
superiores ao mencionado. Esta diferenca de resultados podera ser justificada pelo método extrativo
e os solventes utilizados serem diferentes; a fase vegetativa que a planta se encontrava no processo

de colheita; e a0 meio em cresceu (Gon(;alves et al., 2018; Stefanovi¢ et al,, 2015). Neste ensaio, 0s
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extratos aquosos apresentaram, sem diferencas significativas entre eles, o menor ICs
(77,01£3,58ug/mL para P. tridentatum e 8315+6,36ug/mL para M. indicus) isto é a melhor
capacidade de inibir o complexo Ferrozina-Fe?*. Stefanovic et al. (2015) correlacionam a capacidade
redutora com o TFT e com o teor de taninos. Deste modo, um extrato com um elevado TFT e um baixo
teor de taninos, nao demonstraram uma boa capacidade redutora. Tal como no ensaio de eliminacao
de radicais livres, o maior TFT nao reflete o maior teor de taninos. Stefanovi¢ et al. (2015) exibiram
resultados em que um extrato demonstra um TFT de 31,34+0,10mgGAE/g e um teor de taninos de
29,68+0,83mgGAE/g, e um outro extrato com um TFT de 50,33+0,27mgGAE/g e um teor de taninos
de 26,81+0,03mgGAE/qg.

Desta forma, a diferenca entre os extratos com melhor capacidade antioxidante e os extratos com
maior capacidade quelante, podera ser justificada, pelo facto dos ensaios estarem correlacionados a
grupo de compostos diferentes e de os mesmos terem mecanismos diferentes de atuacao (Stefanovi¢

etal., 2015).
3.3. Capacidade de Absorcao de radiagao Ultravioleta

Os protetores solares sao utilizados com o intuito de proteger a pele das radiac6es UV e essa funcao
é baseada na capacidade de absorver, refletir e espalhar a radiacao. Para que o protetor seja eficaz, o
produto tem que ter uma larga capacidade absortiva entre 0s 290nm e os 400nm (More et al., 2013).
Para tal, determinou-se a capacidade de absorcao de radiacao UV dos extratos e de um protetor solar
existente comercialmente com FPS +50, controlo positivo, através do cdlculo do coeficiente de
absorcao. Os resultados obtidos estao apresentados na (Tabela 5) e poderao indicar o desempenho

dos extratos no ensaio de determinacao do FPS.

Tabela5 - Capacidade de Absorc¢ao de radiagdo UV

Comprimento Pterospartum tridentatum Melilotus indicus -
- - Controlo Positivo
de onda Ext. Metanélico Ext. Aquoso Ext. Metandlico Ext. Aquoso

200 0,802 117 1,02¢ 0,864 0,95¢
250 SD SD SD SD SD

300 nnea 10,98 10,08° 8,17¢ 19,534
350 3582 441b 5,61¢ 5,124 14,82¢
400 0,722 165° 1,08¢ 1,00 ¢ 0,204
450 0,21 0,53® 0,32¢ 0,33¢ 0,044

As médias com letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (p <0,05) entre cada amostra.

SD:Sem Dados (ndo foi possivel a leitura da absorvancia neste comprimento de onda)

Os extratos em estudo demonstraram resultados de absorcao de radiacao UVA e UVB

significativamente diferentes de controlo positivo. Contudo, o controlo positivo apresenta menor
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coeficiente de absorcao que os extratos a partir do comprimento de onda de 400nm. Estes resultados
poderao ser justificados, visto que os protetores comerciais apresentam, geralmente, mais do que um
filtro solar de modo a potencializar o FPS, como é o caso da benzofenona-3 e o octil metoxicinamato,
e por vezes conjugam filtros quimicos e filtros fisicos, de modo a ampliar o espetro de protecao (Ribeiro,
2010; Ruszkiewicz et al., 2017). A benzofenona-3 é um filtro quimico de amplo espectro UV, aprovada
até uma concentracao maxima de 6% nos Estados Unidos da América (EUA). No entanto, quando um
protetor solar contém este composto a uma concentracao de 4% e é aplicado durante cinco dias
consecutivos, é detetado benzofenona-3 no sangue e na urina, podendo ainda, ser detetado no tecido
adiposo aquando concentracoes elevadas. O octil metoxicinamato é, também, um filtro UVB quimico,
aprovado como um ingrediente cosmético em concentracoes de 7,5-10% nos EUA e na Uniao Europeia
(UE). Contudo, em concentracoes de 10% é detetado no sangue e na urina. Por vezes, sao utilizados
concomitantemente filtros fisicos, como o dxido de zinco e o didxido de titanio, de forma a refletir a
radiacao UV. As nanoparticulas de dxido de zinco para além de serem utilizadas como filtro solar, sao
também utilizadas como bronzeadores. A aplicacao de um protetor com este tipo de filtro, durante
cinco dias, demonstrou um pequeno aumento de ides zinco no sangue e na urina. No caso das
nanoparticulas de didxido de titanio, estas podem ser utilizadas até uma concentracao de 25%.
Segundo a FDA, o didxido de titanio é considerado um composto sequro. Porém, quando é reduzido a
um tamanho nanométrico, as propriedades fisico-quimicas e a sua bioatividade sao diferentes
(Ruszkiewicz et al., 2017).

Dutra et al. (2004), determinaram o FPS de diferentes protetores solares comercializados e
verificou-se que, de um modo geral, os protetores solares comercializados continham benzofenona-3,
octil metoxicinamato e didxido zinco, existindo ainda protetores solares, que utilizam mais do que estes
trés filtros solares em simultaneo, de modo a potencializar o FPS.

Além disso, o protetor comercial apresenta uma capacidade de absorcao inferior a partir dos
400nm, uma vez que apenas sao produzidos com o intuito de proteger contra a radiacao UV e esta
somente compreende os comprimentos de onda de 200nm até os 400nm, o que faz com que o
comprimento de onda de 450nm esteja fora do espectro deste tipo de radiacao (Amaro-Ortiz et al.,
2014; Ribeiro, 2010).

Devido aos efeitos secundarios que os filtros solares sintéticos podem apresentar, os estudos com
extratos de plantas tém aumentado, tendo em conta a sua eficacia e a menos efeitos secunddrios
associados. As plantao sao, ademais, uma fonte variada de compostos, com potencial para a prevencao
e tratamento de disfuncdes causadas pelo excesso de RS (More et al., 2013).

Puertas-Mejia et al. (2018), avaliaram a capacidade de absorcao UV de extratos metandlicos de

diferentes partes (frutos e folhas) de Morella parvifolia e concluiram que os extratos apresentavam
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capacidade de fotoprotecao, sendo que o valor de coeficiente de absorcao mais elevado (4,0) verificou-
se no extrato metandlico de folhas, a um comprimento de onda de 290nm.

Por sua vez, Priyanka et al. (2018) determinaram a capacidade de absorcao UV e o FPS de extractos
metanolicos e aquosos de Datura metel, Loranthus longiflorus e Eucalyptus sp. tendo observado que
os extratos com uma boa capacidade de absorcao UV, exibindo maxima absorcao nos comprimentos
de onda de 200nm e 250nm, sendo que o extrato aquoso de L. /ongiflorus demonstrou o maior
coeficiente de absorcao (10).

Os resultados obtidos no presente estudo vao ao encontro ao que é referenciado por Puertas-Mejia
et al. (2018) e Priyanka et al. (2018). Os extratos apresentam, igualmente, uma boa capacidade de
ahsorcao de radiacao UV entre os 200nm e os 450nm, sendo que apresentaram a maior capacidade
absortiva no comprimento de onda de 300nm, salientando-se o extrato metandlico e o extrato aquoso
de P. tridentatum (1111 e 10,98), respetivamente. Tendo em conta os estudos de Cefali et al. (2019) e
Priyanka et al. (2018), que indicam que o teor de flavondides totais estd associado a uma boa
capacidade antioxidante e a uma boa capacidade absortiva de radiacao UV, podemos dizer que este
trabalho vai de encontro aos referidos autores, face a presenca destes compostos nos extratos

estudados.
3.4. Determinacgao do Fator de Protecao Solar

A determinacao do FPS permite avaliar a eficacia de um protetor solar contra a radiacao UV,
indicando quantas vezes o tempo de exposicao ao sol pode ser aumentado com a utilizacao do protetor
solar, sem o risco de causar eritema (Ribeiro, 2010).

O FPS foi calculado segundo a equagao de Mansur apos a leitura da absorvancia dos extratos, a
diferentes concentraces, entre 0s 290nm e os 320nm, com um intervalo de 5nm entre cada leitura
(Priyanka et al., 2018). Os resultados obtidos nas amostras em estudo estao apresentados na (Tabela

6).

Tabela 6 - Fator de Protecao Solar

Pterospartum tridentatum Melilotus indicus -
Controlo Positivo
Ext. Metanélico Ext. Aquoso Ext. Metandlico Ext. Aquoso
30,80+218¢ 20,15+317° 2259+283" 15,03 £1,80¢ 332,32 + 33 82¢

As médias com letras diferentes namesma linhaindicam diferencas significativas ( p <0,05) entre cada amostra.
Todos os extratos apresentam diferencas significativas relativamente ao controlo positivo. Isto

podera ter acontecido, uma vez que o controlo positivo é um protetor solar existente comercialmente,

e por isso conter mais do que um filtro solar em simultaneo, de modo a potencializar o FPS. Além disso,
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a determinagao da absorcao mdxima em extratos vegetais é mais dificil, por serem uma mistura
complexa de moléculas mais ou menos ativas (Violante et al., 2009).

Os extratos aferiram valores de FPS entre os 15 e os 30, com diferencas significativas entre eles (a
excecao do extrato aquoso de P. tridentatum e do extrato metandlico de M. indicus). O extrato aquoso
de M. indicusdemonstrou o resultado mais baixo (15,03+1,08) e o extrato metandlico de P. tridentatum
o valor mais elevado (30,80+2,18). De acordo com Mapoung et al. (2020), extratos de plantas com FPS
15 ou superior, oferecem protecao contra a radiacao UV. Assim, todos os extratos apresentam bons
resultados quanto ao potencial fotoprotetor e poderao ser utilizados para esse efeito. Extratos de
plantas também podem ser associados com filtros sintéticos de modo a potencializar o FPS, ja que
estao associados a menos efeitos adversos (Saewan & Jimtaisong, 2015; Violante et al., 2009).

Priyanka et al. (2018) mencionam que extratos com maior teor de flavondides e compostos
fendlicos demonstram um maior FPS, o que podera justificar estes resultados. Do mesmo modo, dado
que os resultados do ensaio da capacidade de eliminacao de radicais livres também se correlacionam
com 0s mesmos grupos de compostos, e dado que os valores em ambos os ensaios sao concordantes,
corrobora com o que é referido pelos autores Priyanka et al. (2018).

Porém, os ensaios realizados ao longo deste estudo apresentam limitacdes. Os ensaios de
avaliacao da capacidade antioxidante utilizados correspondem a métodos indiretos, isto é, ensaios
mediados pela transferéncia de eletrdes. Assim sendo, podera nao ser direta a transposicao para
informacao quantitativa. Outra limitacao deste tipo de métodos € a sua baixa reprodutibilidade, ja que
os resultados sao dependentes da concentracao de reagentes e do tempo de incubacdo. Quanto ao
ensaio de determinacao do TFT, é utilizado frequentemente para aferir a capacidade antioxidante de
extrato. Contudo, essa relacao pode nao estar refletida no TFT (Tomei et al., 2005). Nos ensaios para a
determinacao da capacidade absortiva da radiacdo UV e para a determinacao do FPS, a principal
desvantagem da utilizacao destes métodos em extratos de plantas é a dificuldade em aferir a
capacidade de absorcao maxima e o FPS maximo, uma vez que sao uma mistura complexa de
compostos (Violante et al, 2009). Quando se pretende aplicar estes métodos a produtos
comercializados, sao apresentadas limitagdes na determinacao do FPS, como por exemplo, o uso de
diferentes solventes em que os filtros solares sao dissolvidos, o tipo de emulsao, a concentracao e
combinacao do protetor. Excipientes ou filtros solares fisicos também podem interferir, visto que,
também podem produzir bandas de absor¢ao de radiacao UV interferindo com as do protetor. Isto pode
ocorrer quando as formulagdes dos protetores tém presente compostos como diéxido de titanio ou
oxido de zinco, filtros solares fisicos. Neste caso, os resultados obtidos na determinacao do FPS por

este método, nao correspondem ao FPS real (Dutra et al,, 2004; Santos et al., 1999).
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4. Conclusao

Neste estudo, foram identificados os grupos de compostos presentes em extratos de P.
tridentatum e M. indicus, assim como determinado o teor de compostos fendlicos, a capacidade
antioxidante, a capacidade de absorcao UV e o fator de protecao solar das mesmas.

Ambas as plantas demonstraram a presenca de compostos fendlicos, flavondides, taninos,
diterpendides e alcaldides. Além destes grupos de compostos, foi identificada a presenca de
terpendides e triterpendides em M. indicus.

Ambas as plantas apresentam um baixo TFT face a outros estudos. Em relacao a atividade
antioxidante, mais especificamente relacionada com capacidade radicalar (ensaio DPPH), os extratos
apresentam uma capacidade baixa, uma vez que tém um ICso superior a 100 ug/mL. No que diz
respeito a capacidade quelante de ferro, os extratos metandlicos também apresentam uma atividade
haixa, enquanto 0s aquosos possuem uma acao moderada (50<ICs,<100ug/mL). A atividade
antioxidante destes extratos poderd estar relacionada, tal como corroborado pela literatura, nao
apenas com TFT, mas também com a presenca de diversos compostos, como flavonaides e taninos.

Todos os extratos das plantas demonstram uma forte capacidade de absorcao UV e de protecado
solar, podendo assim ser utilizados para esse efeito ou serem conjugados com filtros sintéticos de
modo a potencializar o FPS. Do mesmo modo que com a atividade antioxidante, a capacidade de
absorcao UV e o FPS poderao estar correlacionados nao s ao TFT, mas também a presenca de
diversos compostos, entre estes os flavondides, presentes nos extratos.

Como perspetivas futuras, refere-se a necessidade de identificacao dos compostos presentes nos
extratos das plantas estudadas, por exemplo recorrendo a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, o
que permite correlacionar melhor as propriedades bioldgicas da planta com os compostos que dela
fazem parte. Poder-se-iam, também, realizar ensaios para determinacao de toxicidade cutanea, em
linhagens celulares de, por exemplo, queratindcitos e fibroblastos e de permeabilidade da pele /in vitro
com o intuito de utilizar estes extratos em cosméticos ou como aditivos em protetores solares.

Portugal apresenta uma flora diversificada, onde as plantas representam uma importante fonte de
compostos com atividade bioldgica e que poderao ser aplicados em vdrias dreas da saude. No entanto,
os estudos com espécies vegetativas de origem portuguesa sao escassos. Como tal, este estudo
poderd abrir portas nesse sentido, além de que aumenta o conhecimento sobre as duas plantas

existentes em territdrio nacional.
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