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Resumo

O vitiligo é uma doenca de carater autoimune, caracterizada pela despigmentacao da pele, ocasionada pela perda de
melandcitos. Sabe-se que a sensibilidade celular ao estresse oxidativo possui atribuicdes determinantes na degradacao
dos melandcitos. Visando reduzir os efeitos colaterais e otimizar o tratamento, terapias alternativas tém sido incorpora-
das, como utilizacao de plantas medicinais. A pesquisa empreendida propds-se a realizar a anélise do teor de fendis totais
e avaliar atividades antioxidantes da espécie Brosimum gaudichaudii, para mostrar sua possivel eficiéncia no combate
ao estresse oxidativo. A andlise de fendis totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteau e a avaliacdo da atividade
antioxidante, através do monitoramento do consumo do radical livre DPPH. A pesquisa demonstrou que a concentragao
de compostos fendlicos e a de atividade antioxidante da espécie analisada possui valor consideravel baseando-se em
outras analises da mesma espécie, entretanto inferior se comparado com outros géneros, o que indica que a espécie tem
atuacdo importante contra os processos oxidativos que desencadeiam o vitiligo, podendo ser uma importante aliada em
seu tratamento.
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Abstract

Vitiligo is a disease of an autoimmune nature, characterized by depigmentation of the skin, caused by loss of melanocy-
tes. It is known that the cellular sensitivity to oxidative stress has attributions determinants of melanocyte degradation.
Aiming to reduce side effects and optimize treatment, alternative therapies have been incorporated, such as the use of
medicinal plants. The research undertaken, propose to perform the analysis of the total phenol content and antioxidant
activities of the species Brosimum gaudichaudii, drawing a parallel in its efficiency in the treatment in oxidative stress. The
analysis of total phenols was performed by the Folin-Ciocalteau method and the evaluation of the antioxidant activity
through monitoring of free radical DPPH consumption. The research showed that the concentration of phenolic com-
pounds and the curve of antioxidant activity of the analyzed species has considerable value based on the analyzes of
the same species, however inferior when compared with other genera, demonstrating that the species has an important
action against the oxidative processes that they trigger vitiligo, and may be an important ally in their treatment.
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INTRODUCAO

Doencas autoimunes ocorrem quando o sistema imu-
noldgico ataca érgdos, tecidos ou células préprias,
desencadeando um funcionamento inadequado ou
provocando a destruicdo celular (PINTO et al., 2015).

O vitiligo é uma doenca de carater autoimune, ca-
racterizado pela despigmentacao da pele ocasiona-
da pela perda de melandcitos, células responsaveis
pela producdo da melanina, que acomete cerca de
1% da populacdao mundial e 0,5% de brasileiros. Sua
manifestacdo clinica depende do nivel de desenvol-
vimento podendo apresentar manchas simétricas,
com bordas bem definidas, ou até mesmo com uma
distribuicao assimétrica (TOH et al., 2018).

Embora a etiologia especifica da patologia seja des-
conhecida, sabe-se que o disturbio é multifatorial e
culmina na perda da capacidade pigmentante dos
melanécitos. Dentre estes fatores, é conhecido que
a sensibilidade celular ao estresse oxidativo possui
atribuicdes determinantes na degradacao dos mela-
nécitos (QUI et al., 2014).

Pode-se entender estresse oxidativo como uma per-
turbacao ao equilibrio entre as formas reativas do oxi-
génio geradas no metabolismo e o sistema de defesa
antioxidante do organismo. No processo de estresse
oxidativo em pacientes sem a patologia, ocorre a dis-
sociacao do fator de transcricdao Nrf2 (fator nuclear
eritroide) localizado no citoplasma, das estruturas
ECH tipo Kelch (keap1) e sua translocacao e acimulo
no nucleo formando um complexo conjuntamente
com o ARE presente em diversos genes antioxidan-
tes e desintoxicantes, formando sinalizadores que
por sua vez ativam enzimas de fase |l como catalases,
hemeoxinase-1 (HO-1) e superéxido desmutase que
atuam contra o efeito oxidante. Foi demonstrado que
pacientes com vitiligo apresentam prejuizos no pro-
cesso de sinalizacdo celular Nfr 2-ARE o que promove
hipersensibilidade em insultos oxidativos bem como
demonstram menor expressao de (HO-1) e transloca-

¢ao comprometida de Nrf-2 ao citosol. Comprovando
arelacao entre o estresse oxidativo e a destruicao dos
melandcitos (JIAN et al., 2014).

Em pacientes com vitiligo quando comparados com
pacientes saudaveis pode observar que os niveis sé-
rios de hemeoxigenase-1 (HO-1) eram inversamente
proporcionais aos niveis de IL-2. Visto que a (HO-1)
por meio da producao de mondxido de carbono su-
prime a proliferacdo de células T através da inibicao
de IL-2 (QUI et al., 2014).

Os tratamentos para o vitiligo estdo relacionados ao
uso de anti-inflamatdrios esteroidais e imunossupres-
sores com o intuito de reduzir os sintomas e controlar
a resposta autoimune. No entanto, estes tratamentos
causam inumeros efeitos colaterais ao organismo do
paciente, desta forma outros tém sido incorporados
paralelamente, a fim de aumentar o desempenho
farmacoldgico, e até mesmo substitui-lo por manejos
com reducdo de respostas indesejadas. Frente a este
cenario, as pesquisas por alternativas com utilizacao
de plantas medicinais apresentou crescimento consi-
deravel, gerando menor custo e uma aceitabilidade
favoravel por parte dos usuarios (PINTO et al.,, 2015).

Os compostos fenodlicos sdo um grupo de antioxi-
dantes encontrado em diversas plantas que ajudam
a combater os radicais livres com suas propriedades
quimicas de doar hidrogénio ou elétrons e também
em razao de seus radicais intermedidrios estaveis
(SOUSA et al.,, 2008). Dessa forma, plantas medicinais
com um consideravel teor de fendis podem agir no
retardamento da degradacdo dos melandcitos cau-
sada pelo estresse oxidativo, sendo uma alternativa
promissora para o tratamento da enfermidade.

Sendo assim, é de fundamental importancia pro-
mover estudos sobre os fendis e suas propriedades
antioxidantes uma vez que sao facilmente encontra-
dos na natureza e sdo acessiveis as pessoas em geral.
Além disso, as propriedades antioxidantes dos com-
postos fendlicos que ajudam a combater os radicais
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livres podem atuar ndo somente no tratamento para
o vitiligo mas também na atenuacdo de diversas ou-
tras doencas que possivelmente estdo relacionadas
as formas reativas do oxigénio.

O uso de plantas medicinais na recuperacao da saude
tem evoluido, passando das formas mais simplérias
de tratamento local, utilizada na pré-histéria até as
formas com maior sofisticacao industrial na atuali-
dade. A planta medicinal, colhida e usada adequa-
damente, diferencia-se somente do medicamento
industrializado fabricado com a substancia isolada,
pela embalagem e por substancias corantes, encor-
pantes, aromatizantes, flavorizantes, e conservantes
que estao em conjunto com o principio ativo. Asso-
ciada a presenca do principio ativo, para que seja
corretamente selecionada a espécie vegetal sdo ne-
cessarias algumas caracteristicas desejaveis das plan-
tas medicinais, como, sua eficacia, baixo risco de uso,
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (LO-
RENZI, MATOS, 2004).

Brosimum gaudichaudii, ¢ um arbusto pertencente a
familia Moraceae, comumente encontrada no cerra-
do, popularmente chamada por mama-cadela, con-
duru, maminha-de-cachorra, inharé, algodaozinho,
mamica-de-cadela, amoreira-do-mato e apé, apre-
senta uma ampla importancia na medicina popular e
no ambito industrial. A casca da raiz e do caule é uti-
lizada no tratamento do vitiligo, onde o psoraleno e
o bergapteno, ambos furanocumarinas, apresentam
a acao farmacoldgica em conjunto com seus efeitos
antioxidantes (LIMA et al., 2014).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o teor
de fendis totais e os efeitos da atividade antioxidante
de Brosimum gaudichaudii.

METODOLOGIA

A mama-cadela (Brosimum gaudichaudii) in natura
com casca e madura foi colhida na safra de 2018, no
més novembro, por um produtor local da cidade de

Uberlandia/MG e transportada para o Laboratério de
Bromatologia da Faculdade e Saude Ibituruna (FASI),
onde foram lavadas em agua corrente e deixadas
para secar sob folhas de papel toalha para retirada do
excesso de agua.

Para o preparo do extrato, foram pesadas 500 g de
cascas secas. A maceracdo foi realizada pela extracdo
em 500 mL de etanol por 7 dias, em temperatura am-
biente. Logo apds, os extratos foram filtrados em pa-
pel-filtro. As aliquotas dos extratos etanodlicos foram
rotaevaporados sob pressdo reduzida a 50 + 1,0 °C
em rotaevaporador rotativo, obtendo-se os extratos
brutos concentrados. Em seguida, os extratos brutos
foram dissolvidos em solucao etilica 70%, para serem
utilizados nos ensaios de atividade antioxidante.

Determinacao de Fenois Totais

As amostras foram encaminhadas para o Laboratério
de Quimica Tecnolégica da Universidade Estadual de
Montes Claros (UNIMONTES), onde o teor de fendis
totais dos extratos foi analisado, utilizando acido ga-
lico como padrao pelo método de Folin-Ciocalteau
que, com modificacdes. A solucao etandica do extra-
to das cascas do caule (2,5 mg mL-1) foi preparada.
A cada tubo, misturou-se 250 yL de reagente de Fo-
lin-Ciocalteau (diluido em agua 1:1), 500 uL de solu-
cao saturada de Na,CO,, e 4 mL de agua destilada. As
solucdes foram incubadas no escuro a temperatura
ambiente durante 25 min. A absorvancia da amostra
foi lida frente ao branco a 725 nm usando um espec-
trofotébmetro (Biospectro, modelo SP220). O teor de
fenois totais (FT) dos extratos foi determinado por
comparagao com uma curva de calibracao de acido
galico, como um padrdo cuja concentracao de Abs =
0,0628 x (Conc Acido Gélico, ug mL-1) - 0,0521,r2 =
0,9973 e representadas como equivalentes de acido
galico por grama de extrato (mg EAG). As andlises fo-
ram realizadas em triplicata.

Determinacao da Atividade Antioxidante

Método do DPPH
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Primeiramente, foram preparados 50 mL de solucdo
estoque de DPPH em metanol na concentracao de 40
pg/mL, mantida sob refrigeracao e protegida da luz.
Foram feitas diluicbes de 35, 30, 25, 20, 15, 10,5 e 1
pg/mL. A curva de calibracdo foi construida a partir
dos valores da absorbancia a 515 nm de todas as so-
lucdes (1 a 40 pg/mL), medidas em cubetas de vidro
com percurso Optico de 1 cm e tendo como branco
o metanol. As medidas de absorbancia foram efetua-
das em triplicata e em intervalos de 1 min entre cada
leitura. A Equacdo da curva de calibracdo do DPPH foi
C =35,846A - 0,230, onde C corresponde a concen-
tracdo de DPPH no meio, A é a absorbancia medida
no comprimento de onda de 516 nm e o coeficiente
de correlacao R =0,9997.

Leitura das medidas de absorbancia nas amostras So-
lucdes dos extratos EtOH (500 pg/mL) e dos controles
positivos em metanol foram diluidas nas concentra-
¢6es de 250, 200, 150, 100, 50 e 25 pg/mL. As medidas
das absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL da
solucao da amostra ou do controle positivo e 2,7 mL
da solucao estoque de DPPH na concentragdo de 40
pg/mL) foram feitas a 515 nm, no 19, 5° e 10° min, a
cada 10 min até completar 1 h. A mistura de metanol
(2,7 mL) e solucao metandlica do extrato (0,3 mL) foi
utilizada como branco. A partir da equacao da curva
de calibragao e dos valores de absorbancia no tem-
po de 30 min para cada concentracao testada, foram
determinados os percentuais de DPPH remanescen-
tes (% DPPHREM), conforme a Equacao: %DPPHREM
= [DPPH]T=t /[DPPH]T=0x100 onde [DPPH]T=t cor-
responde a concentracao de DPPH no meio, apds
a reacdo com o extrato e [DPPH]T=0 é a concentra-
¢ao inicial de DPPH, ou seja, 40 mg/mL (100 pmol/
mL)12,13,21. A concentracdo eficiente, quantidade
de antioxidante necessaria para decrescer a concen-
tracao inicial de DPPH em 50% (CE50), foi determina-
da usando o programa Microcal Origin 7.5, a partir de
uma curva exponencial de primeira ordem, obtida
plotando-se na abscissa as concentra¢cdes da amostra

(Mg/mL) ou do controle positivo e na ordenada, a por-
centagem de DPPH remanescente (% DPPHREM) 13.
Os valores de absorbancia em todas as concentragdes
testadas, no tempo de 30 min, foram também con-
vertidos em porcentagem de atividade antioxidante
(AA), determinada pela Equacao: %AA={[Abscon-
trole—(Absamostra-Absbranco)]x100}/Abscontrole
onde Abscontrole é a absorbancia inicial da solucao
metandlica de DPPH e Absamostra é a absorbancia
da mistura reacional (DPPH+amostra)22,23.

A analise estatistica dos resultados apresentados
neste estudo corresponde a média de trés repeticdes
(n=3) + desvio padrao da média. Foram considerados
estatisticamente diferentes os resultados de ativida-
de antioxidante que apresentaram probabilidade de
ocorréncia da hipétese de nulidade menor que 5% (P
< 0,05). Os coeficientes de correlacao foram determi-
nados entre o conteudo de fendis totais e a concen-
tragao eficiente de cada extrato, CE50. Todas as ana-
lises foram realizadas usando o programa Microcal
Origin 7.5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O vitiligo é uma das principais doencas dermatolé-
gicas existentes, tendo varios fatores associados a
etiopatogenia da doenca. Desde hereditariedade a
imunidade e fatores ambientais. Estudos recentes
evidenciaram a relacao da doenca com o estresse
oxidativo em razdo dos radicais livres produzidos no
processo de sintese de melanina, com consequente
degradagao dos melandcitos, por uma irregularidade
no mecanismo de defesa antioxidante (ONGENAE et
al., 2003).

Sendo assim, trabalhar em aumentar a defesa antio-
xidante do organismo constitui um método promis-
sor para o tratamento da patologia.

Segundo MOSER et al., (2019) antioxidantes sdo subs-
tancias com a capacidade de retardar ou inibir a oxi-
dacao de lipidios dentre outras moléculas, evitando
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o inicio ou propagacdo das reagdes em cadeia de oxi-
dacdo. Esta atividade em compostos fendlicos ocorre
devido as suas atividades de 6xido-reducao, que de-
sempenham acdo na absorcéo, sequestro e neutrali-
zacao de radicais livres, formando produtos estaveis.

A atividade antioxidante da mama-cadela do presen-
te estudo foi de 26,46%, a mesma andlise demonstra-
da por LAND et al (2017). resultou no valor de 28,85 +
2,66. MOSER et al (2019). demonstraram que a ativi-
dade antioxidante na amora-preta foi de 29,52 + 3,86
g de amostra g-1 DPPH. Comparando com o estudo
de Costa et al. com a analise da uva Isabel precoce de
10219 g de amostra g-1 DPPH.

LIMA et al., (2014) relata em seu estudo a presenca de
efeitos antioxidantes na casca da raiz e do caule da
mama-cadela e devido esta atividade ela é utilizada
no tratamento do vitiligo.

CORDEIRO, (2018) relata que o extrato obtido a par-
tir dos tubérculos torrados de Alocasia macrorrhizos
apresentou atividade antioxidante demonstrando,
dessa forma, a efetividade promissora da referida
planta na op¢ao no tratamento do vitiligo.

Os compostos fendlicos comportam-se como antio-
xidantes tanto por sua habilidade em doar hidrogé-
nio ou elétrons, quanto por seus radicais intermedia-
rios estaveis, que impossibilitam a oxidagdo de varios
ingredientes do alimento, particularmente de 4cidos
graxos e de 6leos. Tendo assim, contribuicao na dieta
bem como na prevencao de enfermidades por meio
desta (SOUSA et al., 2008).

Os compostos fendlicos da mama-cadela do presen-
te estudo foram de 44,30 mg EAG/100 g, inferiores
aos estudos de LAND et al. (2017) 46,47 + 0,73 com a
mesma espécie.

Tabela 1. Fendis totais presentes na espécie analisada comparados aos valores obtidos em outros estudos.

Amostra analisada Fenois totais em mg EAG/100 g

Mama-cadela

44,30

Amostras analisadas em outros estudos Fenois totais em mg EAG/100 g

Mama-cadela
Jucara ndo sombreada
Jucara sombreada
Amora Preta
Goiaba
Mamao
Manga

Cascas da uva Isabel e Niagara

46,47 £0,73
6727 £140,3
12448 + 273,4

1,32+ 0,01
159,8
88,1
59,8
219,56 a 1.242

Tabela 2. Atividade antioxidante presente na amostra analisada comparada ao percentual obtido em outros estudos.

Mama-cadela

26,46

Amostras analisadas em outros estudos Atividade Antioxidante

Mama-cadela

Amora preta

28,85 + 2,66

29,52 + 3,86
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CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que a espécie anali-
sada possui valores consideraveis de fendis totais e
acdo antioxidante comparada com as demais pesqui-
sas neste segmento. Sendo essas substancias possi-
veis medidas para o melhoramento do quadro clinico
do paciente portador de vitiligo, visto que o estresse
oxidativo possui atribuicbes determinantes na de-
gradacao dos melandcitos e na despigmentacéo e os
efeitos antioxidantes podem atenuar esse estresse.
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