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A exposicao solar estd relacionada com problemas cutaneos e com o fotoenvelhecimento. Sao
utilizados produtos que contém compostos sintéticos. Estes podem ser téxicos, sendo um
problema global. Desta forma, tém-se utilizado compostos naturais como meio de protecao. Este
trabalho pretende determinar a atividade antioxidante, o potencial de fotoprotecao e a
capacidade protetora dos extratos aquoso e metandlico de Medicago marina. Realizou-se a
capacidade antioxidante (ABTS, compostos fendlicos totais, H>0,), FRAP, fator de prote¢ao solar
e coeficiente de absorcao. O extrato metandlico foi o que demonstrou maior capacidade para
reter o radical ABTS (13,77 + 1,36 mgGAE/mg). No teor de compostos fendlicos totais, o extrato
aquoso e metandlico apresentaram baixos valores (14,62 + 0,16 mg GAE/g e 8,98 + 0,08 mg
GAE/q, respectivamente). No ensaio de perdxido de hidrogénio e FRAP, o extrato aquoso
demonstrou ser ligeiramente superior (10,18 + 1,10 pug/mL e 1539,04 + 0,085 uM Trolox/mg,
respetivamente). No ensaio de FPS e capacidade de absorcao, o extrato aquoso apresentou
melhores resultados (98,17 + 434 e 383,73 + 2,57, respetivamente). Na determinacdo de
viabilidade celular, o extrato aquoso mostrou valores superiores. Amhos os extratos tém
capacidade antioxidante baixa, boa capacidade de absorcao UV e de protecao solar, como baixa

citotoxicidade.

Palavras-chave: Medicago marina, capacidade antioxidante; fator de protecao solar; protecao

cutanea



Abstract

Sun exposure is related to skin problems and photoaging. Products containing synthetic
compounds are used. These can be toxic, being a global problem. Therefore, natural compounds
have been used as a means of protection. This study aims to determine the antioxidant activity,
photoprotection potential and cytotoxic capacity of the aqueous and methanolic extracts of the
Medicago marina plant. The antioxidant capacity (ABTS, total phenolic compounds, H202), FRAP,
sun protection factor and absorption coefficient were measured. The methanolic extract
demonstrated the greatest capacity to retain the ABTS radical (13.77 + 1.36 mgGAE/mag). In the
total phenolic compound content, the aqueous and methanolic extracts presented low values
(14.62 £ 0.16 mg GAE/g and 8.98 + 0.08 mg GAE/qg, respectively). In the hydrogen peroxide and
FRAP assays, the agueous extract was slightly superior (10.18 +1.10 ug/mL and 1539.04 + 0.085
uM Trolox/mg, respectively). In the SPF and absorption capacity assays, the aqueous extract
showed better results (98.17 + 4.34 and 383.73 + 2.57, respectively). In the cytotoxicity assay,
the aqueous extract showed higher values. Both extracts have low antioxidant capacity, good UV

absorption and sun protection capacity, as well as low cytotoxicity.

Keywords: Medicago marina; antioxidant capacity; sun protection factor; skin protection
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1. Introducao
11. Pele

A pele é considerada o 6rgao mais externo do corpo humano e age como uma barreira
fisica contra danos do meio ambiente, nomeadamente microrganismos, raios UV, agentes
patogénicos e tdxicos, mas também contra agressdes mecanicas (Marionnet et al,, 2014). Outra
das suas funcdes é manter a temperatura corporal estavel, como também permite sentir o que
nos rodeia, pelas diferentes terminacdes nervosas presentes (Swaney & Kalan, 2021).

A pele divide-se em trés principais estruturas: a epiderme, a derme e a hipoderme. A
camada superior, mais externa, a epiderme, é composta na sua maioria por queratindcitos,
formando um epitélio escamoso de forma estratificada. Estas células tém como principal funcao
a producao de queratina, mas também tém um papel crucial na cascata metabdlica de producao
de vitamina D (D'Orazio et al., 2013). Nesta camada, tambhém se encontram os melandcitos, que
sao responsaveis pela producao de melanina, as células de Langerhans, com capacidade para
transporte de antigénios, permitindo, assim, uma resposta imunoldgica e as células de Merkel,
que estao intimamente ligadas com as terminacdes nervosas, sendo as recetoras do toque
(Marionnet et al., 2014).

A camada intermédia, a derme, é constituida por tecido conjuntivo fibroso e elastico,
dando flexibilidade a pele. E composta por fibroblastos, que estdo envolvidos na producéo de
proteinas como colagénio e elastina, que conferem estrutura. Também estao presentes, nesta
camada, as glandulas sudoriparas, foliculos pilosos e vasos sanguineos e células que participam
no sistema imunoldgico, como mastdcitos e macréfagos (Marionnet et al., 2014).

Por dltimo, a hipoderme é essencialmente composta por gordura, armazenada nos
adipdcitos, responsavel pelo isolamento e armazenamento de energia (Marionnet et al., 2014)

(Figura?).
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Figura 1- Camadas da pele e seus constituintes adaptado de (Chambers & Vukmanovic-Stejic, 2020)
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A cor da pele esta diretamente relacionada com a presenca de diversos pigmentos
biolégicos que tém como principal funcao defender a pele contra a radiagao solar. Mesmo com
algumas biomoléculas com coloragao, como as hemoproteinas ou os carotenoides, que conferem
igualmente cor a pele, a que predomina e a que tem o papel principal, € a melanina (Solano, 2020).
Esta é produzida nos melandcitos, que possuem melanossomas, responsaveis por sintetizar e
armazenar a melanina. Os melanossomas sao posteriormente transferidos para os
gueratindcitos, as células mais abundantes na epiderme (Solano, 2020). Para que ocorra uma
resposta fisioldgica da pele aradiacdo solar, esta esta dependente da producao, distribuicao, tipo
e quantidade de melanina que é sintetizada nos melandcitos e posteriormente transferida para
os queratindcitos (Solano, 2020). E no citosol dos queratindcitos que os melanossomas formam
uma barreira, oferecendo, assim, fotoprotecao.

A melanogénese €, assim, a via bioquimica que sintetiza a melanina. Esta via inicia-se
com o aminodcido L-tirosina, sendo que a tirosinase é a enzima chave da sintetizacao da
melanina. Esta enzima catalisa duas reag6es em cadeia, sendo a hidroxilacao da L-tirosinaem L-
dopa e a oxidacao em cadeia deste em dopaquinona. A dopaquina, por sua vez, transforma-se
em ciclodopa, sendo que ambos sofrem uma reacdo de oxidagao para dopa e para dopacrémio
(Solano, 2020).



Entretanto, a dopa € incorporada na via novamente através da tirosinase, sendo que o
dopacrémio mantém a sua via, tendo como resultado a formacao de eumelanina. Quanto a
dopaquinona esta pode ser integrada com compostos que contenham tiol, nomeadamente a L-

cisteina livre ou a glutationa, de forma a formar a feomelanina (Solano, 2020) (Figura 2).
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Figura 2 - Via esquemdtica da eumelanogénese e feomelanogénese adaptado de (Solano,
2020)

Desta forma, ha dois tipos de melanina presentes na pele humana, a eumelanina e a
feomelanina, sendo que as suas propor¢oes sao o que vao ditar a etnia e o fototipo cutaneo.
Quanto a eumelanina, esta tem coloracao escura, castanho a preto, sendo capaz de ter efeito
mais fotoprotetor, enquanto que a feomelanina confere cor vermelho ou amarelo, sendo
predominante em fendtipos baixos, de cabelo loiro ou ruivo, podendo esta estimular a
peroxidacao lipidica, apds a exposicao aos raios UV, aumentando a quantidade de espécies ROS
disponiveis e, por consequéncia, levar areacoes indesejaveis, nomeadamente de sinais fisicos de
fotoenvelhecimento ou, em casos mais graves, a carcinogénese, processo que transforma uma
célula estdvel numa célula cancerigena (Napolitano et al., 2014; Solano, 2020).

A escala de Fitzpatrick é uma escala designada por semi-quantitativa que compreende
seis fototipos diferentes capaz descrever a cor da pele, o nivel de melanina, a resposta cutanea

aoraios UV, a dose eritematosa minima (DEM) e o risco de cancro (Tabela 1).



Tabela1- Escala de Fitzpatrick, pigmentacdo da pele e risco da radiacdo ultravioleta (adaptada de D'Orazio et al., 2013).

Fototipo Melanina  Resposta cutanea DEM Risco de
. . Cor de pele o o
Fitzpatrick epidérmica aradiacao (ml/cm?  cancro
A pele nao exposta é branca
brilhante )
) Queima sempre
I Olhos azuis/verdes +/- N . 15-30 4+
Nao bronzeia
Frequentemente com sardas
Norte da Europa/Britanico
A pele nao exposta é branca
Olhos azuis, cor de avela ou Queima facilmente
] castanhos + Bronzeia com 25-40 +++/++++
Cabelo ruivo, loiro ou castanho dificuldade
Europeu ou Escandinavo
- , Queima
A pele nao exposta é clara
moderadamente
]} Olhos e cabelo escuros ++ . 30-50 +++
Bronzeia
Europa central ou sul
gradualmente
A pele ndo exposta é castanho-clara Raramente queima
v Olhos e cabelos escuros +++ Bronzeia com 40-60 ++
Mediterraneo, asidtico ou latino alguma facilidade
A pele ndo exposta é castanha
Quase nunca
Olhos e cabelos escuros )
Vv . ) ) ++++ queima 60-90 +
Indio oriental, americano nativo, ) )
) ) Bronzeia facilmente
latino ou africano
3 ] Nunca queima
A pele nao exposta é escura ] )
Bronzeia com muita
Olhos e cabelo escuros -
Vi o ) e+ facilidade 90-150
Ascendéncia americana ou
; Altamente
aborigene )
pigmentada

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

cancro

A DEM é um método quantitativo que permite perceber a quantidade de UV que é

necessaria para induzir queimaduras solares entre 24h a 48h apds a exposicao solar,

nomeadamente provocar eritema e o edema. Desta forma, quanto mais clara for a pele, os raios

UV tém mais facilidade em causar inflamacao cutanea e por consequente, a DEM ,nestes tipos de

pele, é mais baixa (D'Orazio et al., 2013).




1.2. Radiacao Solar

0 envelhecimento cutaneo é causado por diversos fatores, sejam eles internos ou
externos. A radiacao ultravioleta (UV), vinda naturalmente do sol, é o fator externo que tem maior
influéncia no envelhecimento cutaneo (Gromkowska-Kepka et al., 2021). A radiacdo UV é dividida
em trés diferentes tipos: radiacao UVA, que no espetro se localiza entre os 320-400 nm de
comprimento de onda; radiacao UVB, com comprimentos de onda compreendidos entre 280-
320 nm; radiagao UVC, que se situa entre 0s 100-280nm. Tendo em conta que a radiagao UVC é
na sua maioria absorvida pela camada de ozono, as radiacoes UVA e UVB sao as que atingem a
superficie da Terra, sendo, portanto, as que tém capacidade de danificar a pele (Amaro-Ortiz et
al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3 - Profundidade da penetracdo de radiacdo ultravioleta
na pele e os seus danos, adaptado de (Amaro-Ortiz et al, 2014)

Apesar dos cuidados necessarios com a exposicao solar, esta traz consigo efeitos que
sao benéficos para a salde, quando feita de forma controlada, nomeadamente a sintese de
vitamina D, crucial para musculos e 0ssos, assim como auxilia a prevencao e tratamento de
doencas da pele, como psoriase e eczema (Van Der Rhee et al., 2016). Para além de sintomas
fisicos, a exposicao solar tem também beneficios a nivel psicolégico. Um estudo realizado com
luz artificial que se assemelhava as definicdes da luz externa pretendeu avaliar a melhoria dos

sintomas depressivos de pacientes com acidente vascular cerebral (AVC). A utilizacdo de

5



fototerapia melhorou diferentes sintomas depressivos, regulou as emoc6es, diminuiu a
gravidade do AVC, assim como aumentou os niveis de vitamina D (Wang & Chen, 2020).

Segundo o estudo de Queirds & Freitas, 2019 percebe-se que a exposicao solar despoleta
reacoes que desencadeiam em diversas moléculas essenciais para diferentes d6rgaos,
nomeadamente na formacao de calcitriol, que é a forma mais ativa de vitamina D, forma esta que
é a responsdvel pela maioria dos efeitos provenientes da exposicao solar (Queirds & Freitas,
2019). 0 aumento dos niveis de vitamina D promove também uma absorcao de célcio, que é
essencial para a manutencao da densidade dssea e, por consequéncia, diminui hipéteses de
desenvolver osteoporose, assim como artrite reumatoide (Lips & Van Schoor, 2011).

Para além dos beneficios enumerados e ja bem estudados, foram realizados estudos que
suportam a ideia de que a exposicao solar e os niveis mais altos de vitamina D tém beneficios
paradiversas doencas nomeadamente no cancro damama, do coldn, ovarios e prostata, doencas
cardiovasculares, como hipertensao e diabetes mellitus tipo 2 (Caraba et al., 2017) , assim como
em doencas do foro neuroldgico, como na esclerose multipla, na deméncia e a nivel de psiquiatria
(Queirds & Freitas, 2019). E importante referir que estes estudos, embora demonstrem o
beneficio da exposicao solar, nao deixam de referir a importancia que a exposicao deve ser
realizada de forma controlada e com a devida protecao necessaria (Queirés & Freitas, 2019).

Como referido anteriormente, a radiacao UVC nao atinge a superficie da Terra, logo nao
confere perigo para a superficie da pele. Ja as UVA sao fracas a nivel mutagénico, mas tém alta
capacidade de penetracao na nossa pele, atingindo a derme. As UVB, absorvidas pela epiderme,
sao altamente mutagénicas, que podem interferir de forma direta no Acido Desoxirribonucleico,
denominado por DNA, resultando em dano do mesmo (Gu et al., 2020).

Um individuo tem diversos fatores externos que determinam a sua exposicao solar, sendo
que em termos geogrdficos, a latitude, altitude, ambiente envolvente e urbanizacao vao
determinar a intensidade dos raios UV. Em altitudes superiores, em que a luz solar consegue
atingir mais facilmente a superficie terreste, a exposicao UV é maior, sendo os riscos igualmente
superiores. 0 mesmo acontece com profissées que sejam realizadas em altas altitudes, como
pilotos de aviao. Em termos de latitude, os raios UV atingem a sua forca mdxima na zona do
Equador por atingir a superficie da terra de forma mais direta. Quando comparamos as etnias, 0s
caucasianos sao mais sensiveis do que as pessoas de tonalidade mais escura, pois possuem

menor quantidade de melanina (Amaro-Ortiz et al., 2014).



Os raios UVA sao os que obrigam a um maior cuidado e protecao, pois sao os raios que
conseguem penetrar mais profundamente na pele, atingindo a derme. No seu caminho, estes
raios podem afetar a grande maioria das células cutaneas, nomeadamente queratindcitos,
melandcitos e fibroblastos. Neste percurso realizado pelos raios UVA, as células sao induzidas a
responder, por processos oxidativos, nomeadamente pela producao de espécies reativas de

oxigénio (ROS) e hidrogénio (Skarupova et al., 2020).

1.3. Fotoprotecao e fator de protecao solar

0 termo fotoprotecao, refere-se essencialmente a protecao da pele contra os danos que
a exposicao solar traz como consequéncias. Os protetores solares sao o que o préprio nome
indica, produtos com protecao solar, produtos estes que possuem na sua composicao filtros
solares e sao das formas mais eficazes de protecao, quando colocados corretamente e conforme
as recomendacoes. A avaliacao da eficacia dos produtos com protecao solar, no espaco Europeu,
é feita de acordo com as normas da Associacao Europeia dos Cosméticos e Perfumaria (COLIPA).
Um valor referéncia que permite analisar se determinado protetor solar tem ou nao um bom
desempenho € o indice de fator de protecao solar (FPS). Este indice indica a capacidade que
determinado produto tem para proteger a pele in vivo contra as consequéncias da exposicao
solar,nomeadamente das queimaduras solares (Le Digabel et al. 2023). Este indice é meramente
indicativo, pois ele corresponde a uma razao numeérica entre a DEM da pela que esta protegida
pelo protetor solar, que foi aplicado na quantidade de 2mg/cm? e a DEM da pele nao protegida,

conforme descrito na equacao 1(Schalka et al., 2011).

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

sem protecao.
Equacao 1- Cdlculo do Fator de Protecao Solar sequndo a dose eritematosa minima

Contudo, a realizacdo destes testes tem uma duracao longa e custos elevados. Desta
forma, tem-se tentado, ao longo dos anos, desenvolver técnicas in vitro que consigam fazer uma

avaliacao da fotoprotecao contra diferentes danos. Este método seria diferenciador no momento



de avaliar a eficdcia de diversas formulacoes de filtros solares que possuem FPS semelhante
(Hermund et al., 2022).

Neste sentido, uma equagcdao matematica foi desenvolvida por Mansur et al. (1986) para
substituir um método in vitro, utilizando, desta forma, a espectrofotometria UV e a equacao

apresentada de sequida (equacao 2):

320
FPS = CF Z EE (1) x I(A) x Abs (1)
290

CF: Fator de correcdo; EE: Efeito erimatogénico no comprimento de onda X; 1(2): comprimento de onda »; Abs(a):

absorvancia no comprimento de onda A.
Equacdo 2 - Equacdo de Mansur para a determinacdo do fator de protecdo solar (Hermund et al, 2022)

1.4. Stress oxidativo e antioxidantes

Existem atomos ou moléculas que possuem um eletrao desemparelhado, que sao por
norma bastante reativos e instaveis. Estes denominam-se por radicais livres, podendo ser ainda
divididos em radicais livre tendo por base o oxigénio ou tendo por base o azoto. Durante o
processo metabdlico do oxigénio, formam-se ROS. J& as espécies reativas de azoto (RNS)
derivam do mondxido de azoto e da via da pentose-fosfato (NADPH) e da sintese do oxido nitrico.
Estas espécies podem gerar a peroxidacao lipidica, que, consequentemente, ird causar danos no
DNA. Contudo, o corpo, no seu estado saudavel, é capaz de eliminar estas ROS/RNS até um certo
ponto, podendo estas ndao determinar uma ameacadireta ao organismo. As ROS sao parte natural
da via aerdbica, sendo responsdveis pela defesa do organismo, por exemplo. Contudo, quando
ha um desequilibrio entre ROS/RNS, a célula deixa de ter defesa e pode sofrer danos

consideraveis. A este processo, intitula-se por stress oxidativo(Li et al., 2015) (Figura 4).
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Figura 4 -Alteracdes que o stress oxidativo promove no organismo. Adaptado de (Tan & Norhaizan, 2019)

Este desequilibrio pode levar a uma série de consequéncias, nomeadamente ao
envelhecimento, mas também a morte de diversas células e a disfuncao mitocondrial que, por sua
vez, podem dar origem a doencas cardiovasculares, mas também a osteoporose, doencas
neurodegenerativas, doencas enddcrinas, nomeadamente diabetes mellitus, mas também pode
levar a formacao de células cancerigenas (Tan & Norhaizan, 2019).

0 mesmo acontece com as plantas, tendo em conta que estas também estao expostas a
diversos stresses ambientais; elas possuem também o seu préprio mecanismo de resposta a
estes gatilhos (Van Breusegem & Remacle, 2023).

Tanto aradiacao UVA como a UVB podem conduzir a estes processos de formacao de ROS,
tendo em conta que ambos conseguem atingir a camada mais interna da epiderme. Contudo, é a
radiacao UVA que penetra de forma mais profunda e serd posteriormente absorvida pelos
diversos cromoforos presentes na pele, nomeadamente a melanina e os seus percursores. Apos
esta absor¢ao, os cromoforos vao induzir um estado foto excitado, conduzindo a uma producao
excessiva de ROS através de dois tipos de mecanismos (I e Il). 0 mecanismo do tipo | envolve uma
cadeia complexa de eventos que teminicio na transferéncia de energia de um fotossensibilizador
que se encontra nume estado triplo energeticamente, dando origem a diferentes ROS, como
radical hidroxilo (-OH) e o superdxido e perdxido de hidrogénio, 0z-, H.0:, respetivamente. J& o
mecanismo de tipo I, por sua vez, envolve uma transferéncia direta de energia do
fotossensibilizador (igualmente no seu estado triplo de energia) para uma molécula de oxigénio,
sendo resultante deste uma formacgao de um oxigénio singleto ('0) e, consequentemente, uma

oxidacao de biomoléculas (Schuch et al., 2017) (Figura 5).
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de azoto, adaptado de (Cadet et al, 2015)

A evolucao forneceu diversos métodos capazes de prevenir a formacao dos danos
provenientes da exposicao solar, sendo pela reparacao ou remocao destes. Um exemplo disso
sao os antioxidantes, que sao moléculas com capacidade de inibir ou reduzir um processo de
oxidacao, formando uma protecao nas bhiomoléculas e nas estruturas celulares contra as
consequéncias das substancias promotoras de oxidacao (Schuch et al., 2017).

A oxidacao é uma reacao quimica que resulta na producao de radicais livres, tendo por
consequéncia uma série de reacdes em cadeia, que se traduz em dano nas células. O acido
ascorbico, ou vitamina C, € um exemplo de antioxidante. Numa perspetiva de manter o equilibrio
oxidativo, tanto plantas como animais possuem sistemas com alguma complexidade de
antioxidantes endégenos nomeadamente a glutationa e algumas enzimas como a catélase (CAT)
e superdxido dismutase (SOD), que sao produzidos intrinsecamente ou entdo os antioxidantes
que sao obtidos através da alimentacao, nomeadamente a vitamina C e a vitamina E,
denominados por antioxidantes exdgenos (Salehi et al., 2018) (Figura 6).

Os diversos sistemas antioxidantes, sejam eles enzimaticos ou nao enzimaticos, ajudam
naregulacao do equilibrio entre ROS e os antioxidantes, assim como aquele que é possivel obter
através da alimentacao. Um dos mecanismos responsaveis pela eliminacao de ROS é o
enzimatico, nomeadamente através de SOD, CAT ou ascorbato peroxidase (APX). A outra via é a
via ndao enzimatica, nomeadamente os compostos fendlicos, vitamina C e E, entre outros

(Skarupova et al.,, 2020).
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Esta regulacao permite diminuir o stress oxidativo, assim como reduzir o risco de
desenvolvimento de diversas doencas, como cancro, doencas cardiovasculares e o proprio

envelhecimento (Salehi et al., 2018).
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Figura 6 - Classificacdo enzimdtica e ndo enzimadtica de antioxidantes, adaptado de (Flora, 2009)

1.5. Medicago marina

Medicago marina L., € uma planta pertencente a familia Fabaceae cujo seu habitat se
distribui pelas dunas, nas areias maritimas (Figura 7). Esta planta distribui-se pela regido
Mediterranea, nomeadamente na costa da Peninsula Ibérica, llhas Baleares assim como na costa
do Mar Negro e das Canarias (Flora-on [ Flora de Portugal Interactiva, n.d.).

E um planta rasteira, com profundas raizes, em que as suas folhas estdo cobertas por
pelagem esbranquicada, sendo que estes pelos tém a funcao de permitir a planta evitar a perda
de dgua (Tava et al,, 2020). Em Espanha, a medicina popular utiliza uma decoccao desta planta

para usos diuréticos, assim como célculos renais (Flamini et al., 2003).

1"



Figura 7 — Medicago marina - Paulo Ventura Aradjo (Flora-on | Flora de Portugal Interactiva, n.d)

Flamini et al., (2003), verificaram a existéncia de dois dleos essenciais que continham, na
sua composicao, uma grande quantidade de compostos carbonilicos assim como se conseguiu
distinguir 54 compostos diferentes, desde sesquiterpernos, monoterpenos, entre outros
compostos terpénicos. Verificou-se, também, no mesmo estudo, que as amostras recolhidas na
fase vegetativa e as amostras recolhidas na fase de floracao da planta expressam diferentes
constituintes. No estado de floracao, os principais constituintes encontrados foram substancias
nao terpénicas, como o eugenol e o decanal e hexahidrofarnesilacetona, enquanto que na fase
vegetativa predominou (E)- S -ionona, decanal e octenol (1-octen-3-ol) (Flamini et al. 2003).

J4 no estudo de Tava et al., (2020) em que foi utilizada a associacdo de métodos
espectrométricos, cromatograficos e espectroscépicos, nomeadamente Cromatografia Liquida
por Alta Pressao (HPLC), cromatografia de camada fina e cromatografia gasosa com
espectrometria de massa, foi possivel analisar a composicao saponinica das folhas e raizes de
M.marina. Constatou-se entao que esta espécie continha na sua composicao uma combinacao
de derivados bidesmosidicos com alto peso molecular, com até seis aclcares ligados entre si,
tendo ja estudos prévios que as suas atividades hioldgicas variam entre atividade citotdxica,
antibidtica e anti-inflamatdria. Um dos compostos com maior representatividade foi o dcido
medicagénico com 73.8% da totalidade de agliconas detetadas (Tava et al., 2020).

Para a analise da atividade antioxidante, um estudo realizado por Paun et al. (2024),
demonstrou que a alfafa, Medicago sativa, da mesma familia e género que M.marina, apresentou
forte atividade antioxidante, através de ensaios de DPPH e de quelacdo de ferro (Paun et al,,

2024). Sao poucos os estudos sobre o género Medicago., e a planta M. marina ainda se encontra
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pouco estudada. Sao, assim, necessarios mais estudos que avaliem a sua composicao

fitoquimica e atividades bioldgicas, o que justifica a pertinéncia do trabalho realizado.
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2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar a capacidade antioxidante, fotoprotetora e de

protecao cutanea, de M. marina.

Sendo os objetivos especificos:

e Determinar o teor dos compostos fendlicos nos extratos aquoso e metandlico de M.
marina

e Avaliaraatividade antioxidante de extratos aquoso e metandlico de M. marinaatravés de
ensaios como FRAP, ABTS e peréxido de hidrogénio.

e Determinar o potencial de fator de protecao solar dos extratos aquoso e metandlico de M.
marina.

e Avaliar o potencial de protecao cutanea numa linhagem celular de queratindcitos
humanos (HaCat) de extratos aquoso e metandlico de M. marina através do ensaio de

MTT.
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3. Métodos
Trata-se de um estudo experimental, realizado no Laboratdrio Associado para a Quimica
Verde (REQUIMTE/LAQV). Foram realizados ensaios/metodologias gold standard para avaliar

0s parametros em estudo.
3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram fornecidos pelo REQUIMTE/LAQV.

Os reagente utilizados foram o Minimum Essential Medium Eagle (MEM), o brometo de 3-
(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio (MTT), o 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenztiazolina-
6-sulfénico (ABTS), o acido ascérbico, dcido cloridrico (HCI) (Sigma-Aldrich, Alemanha); o sulfato
de ferro (FeS04), o 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), o reagente de Folin-Ciocalteu, o 4cido
galhico, e o carbonato de sédio (VWR Life Science, Ohio, USA); sulféxido de dimetilo (DMSO) e o
persulfato de potdssio (K>5:0g) (VWR Chemicals™ (Radnor, EUA))

3.2. Material vegetal e preparacao de extratos

A plantafoi colhida em Esmoriz (Ovar, Portugal), em junho de 2019, tendo sido identificada
por um perito da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto. A identificacao foi feita com
base na literatura ja descrita e por comparacao com outras amostras. Uma amostra da planta
encontra-se depositada no herbdrio da mesma instituicao, a qual foi atribuido um nimero de
voucher. Esta planta foi secadurante 72 horas em estufa a 402C, sendo hermeticamente fechada
e acondicionada ao abrigo da luz e da humidade. Foi posteriormente reduzida a p6, num moinho,
por 30 segundos. Os extratos foram realizados de acordo com protocolos previamente
estabelecidos, tendo sido posteriormente liofilizados e o p6é armazenado a -20°C até ao
momento da sua utilizacao no trabalho. Estes extratos foram previamente realizados no

REQUIMTE/LAQV.
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3.3. Avaliacao da atividade antioxidante
3.3.1. Determinacao dos compostos fendlicos totais

A determinacao dos compostos fendlicos totais foi realizada espectrofotometricamente
de acordo com o procedimento de Folin-Ciocalteu (Singleton et al,1965) com ligeiras
modificacoes (Alves et al., 2010).

Para a realizacao do procedimento, preparou-se diferentes concentracdes de dcido
galico (5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L), partindo da solucdo stock de Tmg/mL, que foram
utilizadas para tracar a reta calibracao. Foram preparadas duas solucoes de trabalho, a de
carbonato de sddio (NaC0s) a7,5% e o reagente de Folin numa proporcao de 1:10 (V/V). O ensaio
foi realizado com uma mistura de 250 pL dos extratos diluidos (0,5 mg/mL) com 1,25 mL do
reagente de Folin e 1 mL da solucao de carbonato de sddio. Apds isto, as misturas foram
incubadas durante 15 minutos a uma temperatura de 45°C e foram colocadas a temperatura
ambiente por mais 30 minutos. Por ltimo, as solucdes sao lidas a um absorvancia de 765nm e
tracou-se entao a reta de calibracao (r2=0,9986).

Os resultados obtidos foram expressos em miligramas por equivalentes de acido gdlico

(EAG) por grama de extrato seco.
3.3.2. Ensaios de Potencial Antioxidante da Reducao do Ferro (FRAP)

0 ensaio do FRAP baseou-se no método descrito por Censietal., (2021) e Ulloa et al., (2017).

Desta forma, o reagente FRAP foi preparado com 3 mL de cloreto de ferro Il (FeCls) (20
mM) + 30 mL de tampado acetato (0,3 M, pH 3,6) + 3 mL de uma solucao TPTZ (10 mM) em &cido
cloridrico (HCI) (40 mM). Posteriormente, misturou-se 80 L de amostra (0,25 mg/mL), de dgua
ultrapura (branco) ou de trolox (controlo-positivo) numa gama de concentracdes entre 25-900
mg/mL com 2,4 mL do reagente FRAP e foram incubados por 15 minutos a 37 °C e depois por 5
minutos, a temperatura ambiente. A absorvanciafoilidaa 593 nm usando um espectrofotémetro
uVv/ViIS.

O valor de FRAP foi determinado pela diferenca entre a absorvancia da amostra e a
absorvancia do branco. A capacidade redutora das amostras foi calculada tendo como base a
curva padrao de calibracao do trolox e os resultados foram expressos em umol de equivalentes

de trolox (TE)/g de amostra (umol TE/qg).
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3.3.3. Radical 2,2'-azino-bis (icido 3-etilbenztiazolina-6-sulfénico (ABTS)

0 ensaio de eliminacao do radical ABTS (2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenztiazolina-6-
sulfénico) realizou-se de acordo com o método descrito por (Liu et al, 2018; Re et al., 1999).

A solucao catiénica do radical ABTS foi preparada a partir de uma solucao ABTS (7 mM)
juntamente com uma solugao de persulfato de potassio (K>S:0s) (2,45 mM). Esta solucdo final foi
entdo incubada por 16 horas a uma temperatura de 372C.

Paraaandlise dos extratos, adicionaram-se 20 pL de extrato juntamente com a solucao de
acido ascdrbico e 180 pL da solucao de trabalho ABTS. Uma quantidade equivalente de PBS foi
utilizada como branco. As amostras foram preparadas em triplicado. Apds serem incubadas por
30 minutos, foi lida a absorvancia a 734nm no espectrofotémetro. Para realizacao do padrao,

utilizou-se o acido ascorbico. Calculou-se a percentagem de inibicao de ABTS através da férmula.

inibicao de ABTS (%) = (Absorvanciacontrole~ ADSOrvVanciaamostra/ AbSorvanciacontroo) x 100

3.3.4. Ensaio do péroxido de hidrogénio

A determinacao da capacidade de eliminacao do perdxido hidrogénio € determinada de
acordo com o método descrito por (Jayaprakasha et al,, 2004). Desta forma, foram preparadas
trés solucdes, a solucao tampao fosfato (0,2M e a pH 7,4), a solugao de perdxido de hidrogénio
(40 mM) e a solucao stock de extrato (1,5 mg/mL). Foram testadas diferentes concentracoes dos
extratos, aquoso e metandlico (de 1a 250 pg/mL) juntamente com a solucao de perdxido de
hidrogénio e da solucao tampao. As solucoes finais foram incubadas durante 10 minutos e findo
este tempo, leu-se a absorvancia das mesmas, a 230nm.

Calcula-se a capacidade de eliminacao do péroxido de hidrogénio a partir da sequinte

formula:

Eliminacao de H20: (%) = ((Absorvanciacontroi — AbSOrVaNCiaamosta)/( Absorvanciaconon) x 100

Utilizou-se como controlo positivo o acido ascérbico e determinou-se o ICso da

capacidade de eliminacao do perdxido de hidrogénio.
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3.4. Determinacao do potencial do fator de protecao solar

O ensaio de atividade fotoprotetora dos extratos foi realizado sequndo adaptacoes do
estudo de Priyanka (2018). Comecou-se por se preparar uma solucao stock de 10 mg/mL de cada
extrato, sequindo-se de diluicoes sucessivas de 50 pg/mL, até 250 pg/mL. Preparou-se
igualmente uma solucdo do controlo positivo, um protetor solar comercial com FPS 50* e
realizam-se igualmente dilui¢des sucessivas desde 50 pug/mL até 250 ug/mL.

Numa placa de 96 pocos, dividiu-se esta em pocos de teste, de controlo positivo e de
controlo negativo, em que se preencheu com 50 pL de amostra e 50 pL de solvente aquoso ou
alcodlico em cada poco de teste e de controlo positivo e 0s pocos negativos foram completados
com 100 plL.

Procedeu-se a leitura da placa, com leituras de 5 em 5nm, partindo de 290nm até aos
320nm. Através da equacao de Mansur (Schalka & Reis, 2011), recorrendo aos valores obtidos de
absorvancia e aos valores de fator de correcao ja tabelados, dos efeitos erimatogénico e da

intensidade da radiacao:
320
FPS = CF Z EE (1) x I(1) x Abs ()x FD
290

Equacédo 3 - Equacdo de Mansur para a determinacdo do fator de protecdo solar, (Hermund et al, 2022).

Em que CF corresponde ao fator de correcao (10); EE corresponde ao efeito erimatogénico
no comprimento de onda 2 ; i corresponde a intensidade da radiacao no comprimento de onda X;
Abs corresponde a absorvancia no comprimento de onda X e por ultimo FD que corresponde ao

fator de diluicao.

3.5. Determinacgao da capacidade de ahsorcao ultravioleta

O ensaio para determinacao da capacidade de absorcao UV foi realizado através da
adaptacao de métodos previamente descritos por Puertas-Mejia et al., (2018) e Priyanka et al.,
(2018). Deste modo, foi preparada uma solucao do extrato (Img/mL), com os solventes que
foram utilizados previamente no método de extracao. Recorreu-se a um leitor de microplacas,
efetuando leituras de 50 em 50 nm, a partir dos 200 nm até aos 450 nm. Preparou-se uma

amostra do controlo positivo, recorrendo a técnica descrita por Dutra et al. (2004), sendo que o
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controlo positivo utilizado neste ensaio foi um protetor solar comercial com um FPS 50*. A

equacao que nos indica o coeficiente de absorcao é:

CA=Abs/(mxv)

Em que Abs corresponde a absorvancia, m corresponde a massa em mg e v corresponde ao

volume em mL.
3.6. Ensaios de atividade celular

A linha celular de queratindcitos humano (HaCat) obteve-se da American Type Culture
Collection (ATCC) e cultivou-se em frascos de poliestireno de 25 cm? com meio MEM. Foi
posteriormente incorporada em placas de 96 pocos com uma densidade celular de 2,5 x 105

células por poco (100 pL/poco).
3.6.1. Avaliacao da viabilidade celular

Para este ensaio, cultivou-se células queratindcitos humanas (HaCat) em placas de 96
pocos e realizou-se o ensaio de viabilidade celular, através do ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT). Foi avaliada a toxicidade dos extratos da planta,
em que apos 48h de plagueamento das células HaCat, foram adicionados os extratos ao meio de
cultura (em que a concentragdes variaram de 1a 1000 pL/mL). Apds isto, a viabilidade celular foi
avaliada pelo método de MTT, 24h apds a insercao dos extratos. Os resultados foram
apresentados sob a forma de percentagem de viabilidade celular (quando comparado com a

viabilidade celular do controlo) (DellAnnunziata et al., 2022).
3.7. Anadlise estatistica

Os dados sao apresentados como valores médios+ desvio-padrao, no minimo, de trés ensaios
independentes. A andlise estatistica foi realizada através do teste ANOVA e do teste de
comparacao mdltipla de Dunnett, recorrendo ao programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, EUA), quando é passivel de utilizacao deste método. Consideram-se
que os valores de p < 0,05 sao estatisticamente significativos e calculou-se o ICso a partir das
curvas de dose-resposta que sao obtidas através dos graficos de percentagem de inibicao versus

as COI’]CEI’]tI’a(;EJES.
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4. Resultados e discussao

0 processo de extracao da planta, assim como a realizagao do screening fitoquimico e de
dois ensaios de atividade antioxidante (nomeadamente DPPH e o ensaio da ferrozina) foram
previamente realizados pelo grupo de investigacdo do REQUIMTE/LAQV, tendo apresentado
resultados que levaram a continuidade do estudo, com a avaliacao de mais parametros da

atividade antioxidante, a atividade fotoprotetora e ensaios de viabilidade celular em HaCat.
4.1.1. Atividade antioxidante

A avaliacao do potencial antioxidante da planta permite demarcar a capacidade que os
extratos da mesma tém em eliminar radicais livres e de quelar ides metalicos. Para tal
realizaram-se os ensaios de determinacao de compostos fendlicos totais, o ensaio do radical
ABTS, assim como o ensaio de perdxido de hidrogénio. Os resultados estao expressos na tabela
2.

Tabela 2 - Avaliacdo da atividade antioxidante

Medicago marina
Controlo
Extrato aquoso Extrato metanélico
positivo
Compostos Fendlicos Totais (mg
14,62 + 0,16* 8,981+0,08% =P
GAE/qg)
2,2'-azino-bis (dcido 3-
etilbenztiazolina-6-sulfénico) (ABTS) | 301,63 + 3,44* 13,77 £+136* 25,53+ 0,66%*
(ug/mL)
Peréxido de hidrogénio (ug/mL) 10,18 +1,10* 7.33+110* 137 +0,02**

# significativamente diferente em comparacao ao controlo (p < 0,05) ; controlos positivos: 2 dcido
ascorbico ; ° acido galico ; GAE: equivalentes de acido gdlico. Os resultados sao expressos em mg GAE por grama

de extrato seco.

Para o ensaio dos compostos fendlicos totais, denota-se que os resultados sao
significativamente diferentes do controlo (p < 0,05). Devido a escassez de estudos desta planta,
nomeadamente para este tipo de ensaio, nao existem dados para comparacao. Contudo, de

acordo com os resultados que foram obtidos neste ensaio, pode-se afirmar que nao existe
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grande riqueza em compostos fendlicos, pois sao valores muito baixos, tanto para o extrato
metandlico (8,98 mg GAE/g) como para o extrato aquoso (14,62 mg GAE/g).

De acordo com um estudo realizado com outra espécie do género Medicago e tendo estes
valores como termo de comparacao, seria de esperar que os resultados obtidos neste estudo
fossem superiores (Orak et al., 2021). Uma possivel causa para estes valores nao serem o0s
esperados pode dever-se a época de colheita da planta, esta tendo sido colhida em junho 2019,
pois de acordo com Orak et al., (2021), nas diferentes épocas em que se cortam as plantas, pode-
se obter diferentes valores de compostos fendlicos. Outra causa possivel podera ser a utilizacao
de diferentes solventes utilizados nestes estudos, com capacidades distintas de extracao de
compostos fendlicos.

Quanto ao ensaio do radical 2'-azino-bis (dcido 3-etilbenztiazolina-6-sulfdnico) (ABTS), os
resultados expressos sao comparados com o controlo positivo, que neste caso é o acido
ascarhico. Todos os extratos sao significativamente diferentes entre si (controlo face aquoso,
controlo face metandlico e metandlico face aquoso) com p < 0,05. De acordo com os resultados
obtidos, o extrato aquoso é o que apresenta uma menor capacidade de reter o radical ABTS
(301,63 + 3,44 mM &cido ascérbico eq./mg extrato) pois o seu IC50 > 100ug/mL. J& o extrato
metandlico apresentaum IC50 <50ug/mL (13,77 + 1,36 mM acido ascérbico eq./mg extrato). Lui
etal,, (2018), demonstrou que novas saponinas detetadas em estudo tinham um alto potencial de
reter o radical ABTS, enquanto outros compostos presentes na planta, como aluteinae7,3',4"'-
tri-hidroxiflavona, tinham IC50 > 100 pg/mL (Liu et al,, 2018). Desta forma e fazendo destes
dados comparativos com os dados em estudo, estes sao corroborados pelo estudo previamente
realizado.

Por ultimo, para o ensaio do perdxido de hidrogénio, os resultados expressos, quer do
extrato metandlico como do extrato aquoso sao significativamente diferentes do controlo
positivo, neste caso o dcido ascérbico (p<0,05). Contudo, os extratos nao sao significativamente
diferentes entre si. Tanto o extrato metandlico (7,33 + 1,10 ug/mL) como o extrato aquoso (10,18
+1,10 ug/mL) apresentam um ICso < 50 pg/mL, sendo considerados de alta capacidade parareter
o perdxido de hidrogénio.

A capacidade que a planta M. marina possui para eliminar o péroxido de hidrogénio pode
ser atribuida a presenca dos compostos fendlicos na sua composicao, com a capacidade para
doar eletrdes H.0., de forma a poder neutralizar o radical hidroxilo (OH) e convertendo-o, desta

forma, em H.0 (Aldoghachi et al., 2021). Desta forma, o extrato aquoso em estudo é o que
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apresenta uma presenca superior em compostos fendlicos, de acordo com os resultados
previamente obtidos para o ensaio de DPPH e o ensaio da ferrozina que detetaram que o extrato
aquoso da planta possuia maior atividade antioxidante, devendo ser o que possui uma maior
capacidade parareter o H.0,, sendo que nao se verifica nestes resultados. Isto pode dever-se ao
facto de a planta conter diversos compostos nao detetados que possam interferir neste ensaio,
assim como a reprodutibilidade de ensaios ser de dificil carater, podendo os resultados serem

diferentes do esperado.
4.1.2. Ensaiosde FRAP

A realizacao do ensaio de FRAP permite detetar a capacidade das amostras em reduzir o
iao férrico. Desta forma, inicia-se pela curva de calibracao, com o controlo que neste caso é o

trolox, obtendo a sequinte curva (Figura 8):

Curva de calibracao em equivalentes de Trolox
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Figura 8 - Curva de calibracdo em equivalentes de Trolox

Apds obtencao da curva, extrapolaram-se os resultados obtidos no ensaio realizado,

obtendo os resultados em baixo descritos (tabela 3).

Tabela 3- Resultados ensaio Potencial Antioxidante da Reducdo do Ferro

Medicago marina
Extrato aquoso Extrato metandlico
Ensaio FRAP (uM Trolox/mg) 1539,04 + 0,085 837,6+0,053

Os resultados sdo expressos em equivalentes de trolox por grama de amostra (pmol TE/qg)

Ambos os extratos demonstram valores altos de capacidade de reduzir o ido férrico,
sendo o extrato aquoso aquele que demonstra um valor superior de 1539,04 + 0,085 uM

Trolox/mg, estando correlacionado com ensaios anteriores que demonstraram boa capacidade
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antioxidante do extrato aquoso. Contudo estes resultados nao tém termo comparativo pois nao
ha estudos que corroborem.

No estudo conduzido por (Orak et al., 2021), em que realizou o ensaio de FRAP para o
extrato metandlico de M. sativaL., verificou que estes podiam variar entre 389.90 umol Fe**/ge
791.02 umol Fe?*/g. Contudo, este tem como controlo positivo o sulfato ferroso, sendo que no

estudo em questao utilizou-se como controlo positivo o trolox.

4.2. Determinacao do potencial do fator de protecao solar

O FPS é uma medida laboratorial que auxilia no processo de avaliacao da capacidade que
um protetor solar possui de bloquear a radiacao UVB, contudo nao se pode dizer que este valor
indica de forma direta a protecao ou seguranca de um protetor solar (Priyanka S et al., 2018).

Comisto, foi realizado o ensaio para a determinacao do potencial do fator de protecao das
amostras em estudo, da planta M. marina, com leituras da placa de 5 em 5nm, partindo do ponto
de 290nm até aos 320nm (tabela 4), sendo este o espetro de radiacao UVB, que €, em geral, 0

comprimento de onda alvo dos protetores solares comerciais.

Tabela 4 - Determinag¢do do Fator de Prote¢do Solar

Medicago marina
Controlo positivo
Extrato aquoso Extrato metandlico
Fator de protecao solar 9817 +434 3920+0,71 108,57 +5,73

Controlo positivo — protetor solar comercial com FPS 50+.

Neste ensaio, 0 extrato aquoso e metandlico de M. marina sao significativamente
diferentes entre si, sendo também o extrato metandlico significativamente diferente do controlo
em estudo (p=<0,05).

Observando os resultados, conclui-se que o extrato aquoso é aquele que possui maior
FPS corroborando os resultados de ensaios realizados neste estudo, nomeadamente no
screening fitoquimico em que se verifica a presenca de flavondides e compostos fendlicos,
compostos com atividade fotoprotetora.

Os resultados apresentados demonstram um FPS superior a 15, o que segundo um

estudo realizado por (Mukherjee et al,, 2011) este demonstra que os extratos de plantas que
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detenham um FPS igual ou superior a 15, conferem uma protecao a pele contra as radiacoes UV.
Desta forma, os resultados concedem a planta em estudo um bom potencial fotoprotetor, sendo,
contudo, necessario proceder a mais estudos, nomeadamente in vivo, para que seja assegurada
a eficdcia e seguranca da utilizagao destes.

Neste ensaio, o valor do controlo positivo é superior aos extratos em estudo (p<0,05), pois
trata-se de um protetor solar comercial, ou seja, possui diversos filtros solares na sua
composicao, de forma a poder aumentar o seu FPS. Apesar disso, é de realcar o resultado do
extrato aquoso, que demonstra ser particularmente promissor a este nivel, podendo este extrato,
conter na sua composicao compostos com elevada absorcao de radiacao UV que nao foram

detetados em estudo.
4.3. Capacidade de absorcao Ultravioleta A

Utilizam-se protetores solares com a finalidade de proteger a pele contra os danos que as
radiac6es UV possam causar na pele. Para tal, estes tém de cumprir com diversos fins, como a
capacidade de absorcao, reflexao e espalhar a radiacao. A eficacia de um protetor solar deve ter
uma gama de absorcao ampla, que vai desde os 209 aos 400nm (Priyanka S et al., 2018).

Desta forma, a capacidade de absorcao de radiagao dos extratos comparativamente com
a de um protetor solar com FPS 50+ foi determinada através de um calculo do coeficiente de
absorcao. Os resultados estao expressos na tabela 5, demonstrando o comportamento dos

extratos.

Tabela 5 - Capacidade de absorcdo de radiacao ultravioleta

Medicago marina
Comprimentos de onda Controlo positivo
Extrato aquoso Extrato metandlico

200 SD SD SD

250 383,73+2,57 117,50+ 9,66 50,00+ 0,26
300 23533162 140,50 £1,00 175,77 £1,37
350 168,13 +1,85 102,50+ 0,50 140,50 £1,15
400 3293+162 23,83+0,76 230017
450 10,13 £1,62 12,83+0,76 0,23+0,06

SD: Sem Dados (ndo foi possivel a leitura da absorvancia neste comprimento de onda); controlo positivo — protetor

solar comercial com FPS 50+
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Os extratos da planta medicago marina tém resultados de absorcao significativamente
diferentes do controlo positivo. Contudo, os diferentes extratos apresentam uma maior
capacidade de absorcao relativamente ao controlo positivo em quase todos o0s ensaios, com
excecao do extrato metandlico nos comprimentos de onde de 300 e 350nm. Estes resultados
podem dever-se ao facto do protetor solar comercial ter por norma mais do que um filtro solar na
sua composicao, fazendo com que desta forma o FPS tenha mais potencial. Estes filtros podem
ser organicos ou inorganicos. Os filtros organicos aplicam-se para que haja absorcao da luz na
gama dos UV, sendo eles alguns exemplos octyl methoxycinnamate (OMC), benzofenona-3 (BP-
3) ou o octocrileno. Quanto aos filtros inorganicos, que dispersam e refletem os raios UV sao por
exemplo o dxido de zinco e didxido de titanio(Ruszkiewicz et al., 2017).

Segundo estudos relatados por Schneider & Lim, (2019), verificou-se que os filtros
organicos tém como efeitos secunddrios a inibicao das hormonas, nomeadamente a
testosterona. Foi também analisada a taxa de absorcao sistémica destes compostos,
estimando-se que a absorcao de oxibenzona é de 1% a 2%, enquanto outros filtros organicos
estima-se que seja cerca de 10%. A oxibenzona, de entre os outros filtros, é a que tem a maior
percentagem de absorcao percutanea, tendo sido detetada na urina humana e leite materno.
Contudo, desde 1978 que nao sao reportados efeitos toxicos em humanos.

Varios estudos com extratos de plantas foram realizados com o intuito de avaliar a
capacidade protetora contra radiacoes solares que diferentes extratos (metandlicos e aquosos)
que diversas plantas possuem. Segundo o estudo de Priyanka S et al., (2018), em que foram
utilizados extratos aquosos e metandlicos das de Eucalyptus sp., nomeadamente as folhas,
Loranthus longiflorus, utilizando as folhas e flores e Datura metel , igualmente folhas e flores,
detetou-se que existe uma boa correlacao entra a presenca de compostos fendlicos das plantas
e a capacidade de absorcdo da radiacao solar, sugerindo que estes extratos podem ser
incorporados em formulacdes de protetores solares, de modo a potenciar o FPS dos mesmos.

Quanto aos resultados obtidos neste estudo, estes demonstram que os extratos
apresentam uma boa capacidade de absorcao da radiacao UV, dentro das absorvancias em
estudo, sendo que a maior capacidade de absorcao é detetada no comprimento de onde de 250
nm, salientando-se o extrato aquoso da planta M. marina. Isto corrobora os estudos
anteriormente apresentados, tendo em conta que o extrato aquoso da planta em estudo é o que
apresenta maior teor em flavonoides totais, estando este diretamente ligado a uma capacidade

antioxidante e de absorc¢ao de radiacao UV.
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4.4. Avaliacao da viabilidade celular

De forma a avaliar a viabilidade celular dos extratos (aquoso e metandlico) de M. marina,
recorreu-se ao ensaio de MTT, com o objetivo de observar o efeito que os diferentes extratos tém

nas células queratindcitos (HaCat). As concentragdes de extratos variaram entre 1 ug/mle 1000

ug/ml.
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Figura 9 - Citotoxicidade nas células HaCat dos diferentes extratos (metandlico e aquoso) da planta Medicago marina. Os
valores apresentam média + desvio padrdo, de trés ensaios independentes (n=3). Controlo — meio celular sem adicao de
extratos. *p < 0,05, " p< 0,005, " p< 0,005, ™ p<0,0001

Os diferentes extratos apresentam concentracées com viabilidade celular significativamente
diferente em relacao controlo (p < 0,05). Para o extrato metandlico foi possivel verificar que os
valores de viahilidade celular foram superiores a 50% nas concentracoes de 1- 250 pug/mL. O
ICso foi de 4432 + 989 pug/mL. Quanto ao extrato aquoso, verifica-se que em nenhuma das
concentragoes se verifica valores de viabilidade celular inferiores a 50% nao tendo sido possivel
calcular o valor de 1Cso, denotando que este extrato nao tem atividade citotdxica nas células em
estudo, demonstrando desta forma que o extrato aquoso tem um perfil de sequranca alargado e
que a sua aplicacao na pele nao trard danos de forma direta para as células.

De acordo com o American National Cancer Institute (NCI), as guidelines apontam que o
critério para que se considere um extrato com potencial de citotoxicidade, quando o ICso é inferior
a20 ug/mL (Hameed, 2012). Desta forma, verificou-se que nenhum dos extratos se enquadram

dentro dos valores das guidelines.
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Contudo, deve-se salientar o facto de que neste ensaio nao foram realizados estudos de
comparacao em diferentes tempos, nomeadamente de 48h e 72h, o que seria benéfico para que

fosse possivel obter conclusoes mais robustas.
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5. Conclusao

As plantas tém sido alvo de indmeros estudos nas diferentes dreas de medicina, pois
estas apresentam componentes bioativos que conferem atividades bioldgicas benéficas para
uso humano, nomeadamente atividade antioxidante, anti-inflamatdria, citotdxica, entre outros.

Desta forma, neste estudo foi determinado o teor de compostos fendlicos, a capacidade
antioxidante da planta através de diferentes ensaios, o fator de protecao solar e a capacidade de
absorcao UV dos extratos aquoso e metandlico de M. marina.

De acordo com ensaios previamente realizados, ambos os extratos apresentam baixo
teor de compostos fendlicos totais, quando comparado com estudos realizados em plantas da
mesma familia. Quanto ao ensaio do radical ABTS (2,2'-azino-his (acido 3-etilbenztiazolina-6-
sulfénico), o extrato metandlico possui uma alta atividade antioxidante, enquanto o extrato
aquoso possui baixa capacidade. No que concerne ao ensaio do perdxido de hidrogénio, ambos
os extratos apresentam um ICso < 50 ug/mL, sendo considerados com alta capacidade parareter
o0 perdxido de hidrogénio. Quanto ao ensaio de FRAP, este demonstrou que o extrato aquoso
possuia maior capacidade de reduzir o ido férrico, comparativamente ao extrato metandlico.
Estes resultados podem estar diretamente relacionados com o teor de compostos fendlicos
neles existentes, mas pode tambhém haver influéncia de outros compostos, nomeadamente dos
flavondides.

No que diz respeito aos ensaios de protecao solar e de absorcao UV, o extrato aquoso foi
o0 que demonstrou valores mais promissores, podendo este ser utilizado isolado ou conjugado
com filtros sintéticos, com a finalidade de potencializar o FPS.

Relativamente ao ensaio de viabilidade celular, para as células HaCat, ambos os extratos
demonstraram ter baixo potencial citotéxico nas células em estudo (apesar de mais marcado no
extrato metandlico, particularmente a partir da concentracao de 250 pg/mL), sendo desta forma
possivel aferir que estes possuem alta capacidade de protecao para estas células, em particular
nas concentracoes mais baixas.

Como perspetiva futura, destaca-se a necessidade de realizar ensaios que consigam
identificar de forma mais precisa os compostos presentes na planta, nomeadamente através de
HPLC. Refere-se igualmente uma necessidade de realizar ensaios de toxicidade cutanea,

nomeadamente com periodos de incubacao diferentes assim como realizar para outra linhagem
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celular,nomeadamente fibroblastos, de modo a perceber a possibilidade de incorporacao destes
extratos em cosméticos.

Embora Portugal apresente uma vasta flora, com atividades bioldgicas interessantes, os
estudos ainda sao escassos. Desta forma, pretendemos com este estudo, abrir novos caminhos
e interesses nesta area.

Para uma maior robustez de resultados, é necessdrio proceder a mais estudos,
nomeadamente para se detetar diferentes componentes que possuam atividades hioldgicas e

que sustentem os resultados obtidos.
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