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Apresentacéao

A pesquisa realizada no presente trabalho se baseia no estudo e caracterizagao
do extrato etandlico das folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek e suas
fragcbes organicas. Verificamos a atividade antioxidante, antiglicante, inibitéria
enzimatica, capacidade de inibir a peroxidacao lipidica de tecido hepatico e da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), analisamos a capacidade das nossas
amostras em inibir a oxidagao da LDL e verificamos a capacidade antimicrobiana
também.

Estudos com produtos naturais devem ser realizados para determinar a real
capacidade bioloégica dos compostos ativos contidos nas plantas. Essa pesquisa

tem como base investigar o que as folhas da “espinheira-santa” tem a oferecer.

No Capitulo |, o leitor ira se deparar com o referencial tedrico do tema desta

pesquisa, onde serdo apresentados 0s motivos dessa pesquisa.

No Capitulo Il, introducdo, material € métodos, resultados e discussédo da

pesquisa serdo apresentados.



CAPITULOI -
1. Fundamentacgao Teorica

Espécies reativas de oxigénio (ROS) € um termo que abrange espécies
derivadas de O2 que sdo mais reativas que o Oz (Murphy et al., 2022), tais como:
anion superoxido (0O2*), perdxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH®).
Existem também as espécies reativas de nitrogénio (ERN'’s), onde podemos citar
algumas como o Oxido nitrico (NO®) e anion peroxinitrito (ONOO -). Todas essas
moléculas possuem meia-vida distinta, variando de nanosegundos até
milisegundos (Frijhoff et al., 2015). Se colocarmos em uma escala de capacidade
de oxidacdo, em primeiro lugar estaria o radical hidroxila (OH®) sendo o mais
danoso, seguido por (O2*) e depois por (H202) (G. Yang et al., 1993). Em baixas
concentragdes, as ERQO’s exercem efeitos regulatérios nas fungbes celulares, isso
inclui diferenciacdo, migracao e sobrevivéncia (N T Moldogazieva et al., 2018),
porém, em altas concentragdes, essas espécies podem danificar acidos graxos,
acidos nucleicos € podem levar a peroxidagao lipidica, além disso, podem atuar
na sinalizagéo celular para estimular processo inflamatério e apoptose (Schieber
& Chandel, 2014a; Sies et al., 2022).

O conceito de antioxidante se baseia em uma substancia que elimina
diretamente as ROS ou atua indiretamente em sistemas que tem por objetivo
eliminar as ROS, as fungbes antioxidantes atuam para reduzir o estresse
oxidativo (Pisoschi & Pop, 2015). Organismos aerdbicos desenvolveram um
sistema antioxidante enzimatico capaz de neutralizar os radicais livres, as
principais moléculas sdo: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutation
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). A SOD realiza a reagdo de
dismutacdo do O2 em H202, que posterior, catalisada pela GPx ou Catalase, é
convertida em H20 e O2 (Ighodaro & Akinloye, 2018). As substancias
antioxidantes n&o enzimaticas envolvem proteinas como ferritina, transferrina e
albumina, que por sua vez sao capazes de ligar ions metalicos nas ROS

impedindo sua formagéo, além disso, existem também compostos capazes de



capturar os radicais livres e neutraliza-los através da doacdo de elétrons,
podemos citar os compostos: vitamina E, vitamina C, carotenoides, zinco, cobre,

selénio e polifendis (Witkowska, 2018).

O estresse oxidativo em sistemas biologicos € um processo que se
caracteriza por um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e a
capacidade do organismo em neutralizar essas espécies reativas através de
antioxidantes enddégenos e exdégenos, fazendo com que macromoléculas sejam
quimicamente modificadas, como por exemplo 0s acidos nucleicos, proteinas e
lipideos (Schieber & Chandel, 2014). Este mecanismo tem sido associado a
varias patologias (Sies, 2015). Uma das consequéncias do estresse oxidativo € o
processo de peroxidacdo lipidica, que consiste no dano nos lipideos de
membrana iniciado por agentes oxidantes, principalmente o perdxido de
hidrogénio, o anion superdxido e os radicais hidroxila (Ramana et al., 2017). Esse
processo possui consequéncias como: alteracdo na conformacdo estrutural e
dindmica das membranas celulares, alterando a funcéo vital das proteinas de
membrana e seu rompimento pode causar um aumento ainda maior na geragao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), favorecendo o desenvolvimento e
surgimento de algumas doengas, tais como: a diabetes mellitus, doencas

neurodegenerativas, cancer e inflamacéo sistémica (Gaschler et al., 2018).

Um mecanismo consequente do estresse oxidativo se baseia nas reagoes
de glicoxidagcdo, que consiste na formagdo de compostos altamente reativos
(aldeidos eletrofilicos, e seus derivados), que por sua vez interagem com grupos
amino livres nas proteinas e essa ligacido causa modificagbes estruturais e
funcionais na proteina, formando assim os produtos finais de glicacdo avancada
(Advanced glycation end products - AGE’s) (Vistoli et al., 2013). Esse processo
causa danos celulares, prejudica a fungédo da célula e pode desencadear o inicio
da via da apoptose (Nurbubu T Moldogazieva et al., 2019). As consequéncias dos
AGE'’s para a saude podem ser severas, desde o surgimento até o agravamento

de doencgas (Perez Gutierrez & Velazquez, 2020; Zhou et al., 2020).



O acumulo de ROS consequente da hiperglicemia em individuos diabéticos
pode provocar o aumento de AGE’s (Ferreira et al., 2010). Uma forma de diminuir
0 aumento da producéo de AGE’s € controlando os niveis glicémicos do individuo
através da inibicdo das enzimas de hidrélise de carboidratos, a-amilase e a-
glicosidase (Kumar et al., 2011). Inibindo as hidrolases glicosidicas, indiretamente

a producgéo de AGE’s pode ser diminuida (Rao & Mohan, 2017).

Na doenca de Alzheimer, o estresse oxidativo esta relacionado com o inicio
da doenca, onde as espécies reativas de oxigénio causam dano as mitocodndrias,
esses danos provocam alteragdes na producdo energética e estrutura
mitocondrial, além disso, o estresse oxidativo causa a geracdo de aldeido 4-
hidroxinonenal (HNE), um aldeido neurotdxico que é detectado nos estagios
iniciais na doenga de Alzheimer (Misrani et al., 2021; Sayre et al., 1997). Estudos
da década de 1990 relataram as modificacbes encontradas na enzima beta
amiloide (AB) na doenca de Alzheimer, onde as mesmas se encontravam de
maneira agregada no cérebro, logo, esse acumulo de células pode ser toxico para
a célula, pois podem permeabilizar as membranas celulares e iniciar eventos que
levam a morte celular (Glabe, 2006). O estresse oxidativo esta ligado a esse
evento devido ao acumulo de ions metalicos como zinco, ferro e cobre serem
moduladores dessa agregacdo e ja terem sido encontrados nas placas de Ap
(Cheignon et al., 2017; Lovell et al., 1998).

Outra doenga que esta correlacionada com o estresse oxidativo é a
aterosclerose. A molécula chave dessa doenca € a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (X. Yang et al., 2017). Durante o estresse oxidativo, a LDL é
modificada para LDL oxidada (Ox-LDL) e as ERQ’s induzem a oxidagéo lipidica,
promovendo modificacbes na conformacédo da LDL, fazendo com que sua
densidade aumente e ocorra a degradagdo da unica molécula de ApoB
encontrada em sua estrutura (Role et al., 1992). A aterosclerose se baseia no
acumulo de Ox-LDL na matriz extracelular das células epiteliais das artérias.

Nesse acumulo, mondcitos sdo recrutados e migram para a regido afetada, onde



serdo diferenciados em macrofagos para fagocitar a Ox-LDL e seu colesterol.
Esse processo de fagocitose gera células espumosas na artéria afetada. As
placas ateroscleroticas sdo as células que restaram desse processo, tecido
cicatricial e células espumosas. Essas placas podem levar ao acidente vascular
cerebral (AVC) ou infarto (Nelson & Cox, 2013).

A principal funcdo de um composto antioxidante € neutralizar um processo
oxidativo, através da estabilizagdo do ROS, podendo entdo retardar ou impedir
processos degenerativos (Gulcin, 2020), assim 0s agentes antioxidantes podem
reduzir o estresse oxidativo (Godi¢ et al., 2020). Atualmente os principais
antioxidantes exdgenos s&o: vitamina C, vitamina E e compostos fendlicos
(Willett, 2006). Existem alguns tipos de mecanismos pelos quais 0os compostos
antioxidantes atuam, sdo eles: esgotamento do oxigénio molecular, remoc¢éo de
ions metalicos pro-oxidantes e sequestro de ROS (Martysiak-Zurowska & Wenta,
2012). Moléculas antioxidantes podem ser encontradas principalmente em
plantas, que tem sido a base da medicina tradicional em todo o mundo
(Matkowski, 2008). Existe um leque enorme de plantas que possuem em sua
composicdo moléculas antioxidantes, como, terpernos, taninos, flavonoides,
catequinas e proantocianidinas (Francenia Santos-Sanchez et al, 2019,
Krishnaiah et al., 2011).

Produtos naturais tém promovido um papel importante na descoberta de
medicamentos para diversas doencas, como problemas cardiovasculares,
doencgas infecciosas e inflamacdo. Os compostos naturais provindos das plantas
sdo divididos em diversas classes: alcaloides, flavonoides, acidos fendlicos,
terpenos, saponinas e taninos (Lin et al., 2020). Os compostos bioativos dessas
classes vao atuar inibindo atividades enzimaticas, inibindo formagao de produtos
avancados de glicacdo proteica e podem atuar também como agentes
antioxidantes (Atanasov et al., 2015; Barba-Ostria et al., 2022; Harvey et al,,
2015). Uma pesquisa realizada pro Justino et al., (2018) mostrou a capacidade

antioxidante, antidiabética, potencial inibitorio enzimatico frente a alfa amilase e



alfa glicosidase e inibicdo da peroxidacao lipidica da Annona muricata. Outra
pesquisa realizada por Franco et al., (2018) mostrou a capacidade antioxidante e
antiglicante de diferentes produtos naturais, foram eles: Arctium lappa, Bauhinia
forficata, Camellia sinensis, Momordica charantia, Rosmarinus officinalis e
Syzygium cumini. Existem trabalhos também que isolam compostos ativos de
plantas com potencial biologico, que foi o caso da pesquisa realizada por Pereira
et al., (2017), onde a estefalagina, isolada da casca da fruta de Annona crassiflora
foi capaz de inibir a lipase pancreatica, podendo atuar como um agente anti-
obesidade. Um estudo realizado por Karak (2019) mostrou que os flavonoides
quercetina e luteolina podem atuar como agentes anti-inflamatérios, afetando o
sistema enzimatico que envolve o processo inflamatério, ja outra pesquisa
realizada por Lima Junior et al., (2021) mostrou os efeitos benéficos da
Anacardium humile, planta que possui uma alta concentracdo de compostos
fendlicos como kaempferol, acido galico, quercetina e (epi)catequina, compostos

que se provaram excelentes no combate ao estresse oxidativo.

O uso de plantas na medicina popular € relatado ha varios anos, e
atualmente, com a descoberta cientifica da ampla variedade de biomoléculas
ativas nesses produtos naturais, o desenvolvimento de novas pesquisas tem o
objetivo principal de elucidar o seu real potencial bioldgico (Cium et al., 2020;

Kopustinskiene et al., 2020).

O género Maytenus possui aproximadamente 300 espécies e cerca de 50
dessas espécies sdo encontradas em diversas regides do Brasil, incluindo
Floresta Amazénica, Mata Atlantica, caatinga, cerrado e campos rupestres
(Groppo et al., 2014), porém também pode ser encontrada nos paises vizinhos
Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia. A Maytenus ilicifolia é uma planta
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conhecida popularmente como “espinheira-santa”, “cancorosa’, “espinho de Deus”
ou “cancrosa’, e é caracterizada como uma arvore de pequeno porte, podendo
chegar até 5 metros de altura, e suas folhas ramificadas é a parte mais utilizada

pelo homem, através do cha por infusdo, onde o primeiro relato do uso popular de



espinheira-santa €& datado de 1958, \utilizada para conter disturbios
gastrointestinais (Karyna et al., 2022). Uma das espécies bastante estudada € a
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, da familia Celastraceae, tal espécie esta
listada como fitoterapico capaz de combater a Ulcera gastrica e sintomas de
dispepsia, na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME)
(Meirelles, 2022). Além disso, outros estudos mostram que ela possui diversas
atividades biolégicas, como capacidade antioxidante e atividade anti-inflamatéria
(Chiapetti et al.,, 2019; Jorge et al, 2004). Todas essas atividades s&o
determinadas pela alta variedade de classes de compostos nas folhas dessa
espécie, tais como: terpendides, alcaloides, flavonoides, fendis e taninos (L.
Zhang et al.,, 2020), onde podemos encontrar kaempferol, quercetina e

epicatequina (Leite et al., 2010; Sannomiya et al., 1998; Vilegas et al., 1999).

A realizacdo de pesquisas envolvendo a Maytenus ilicifolia vem se
tornando cada vez mais popular (Meirelles, 2022). Um estudo dirigido por Paulino
et al., (2019) mostrou o poder da espinheira-santa frente ao combate de ulcera e
disturbios gastricos, outro estudo, conduzido por de Moura et al., (2021) mostrou
a capacidade do extrato de Maytenus ilicifolia em promover a cicatrizagédo de
feridas e aumentar a atividade de pré metaloproteinase (MMP9) e MMP9 devido a
presenca de compostos fendlicos e taninos na planta. Um trabalho realizado por
Marins et al. (2021) mostrou o efeito da espinheira-santa sobre o metabolismo da
glicose em ratos hiperglicémicos, onde os extratos obtidos da folha de espinheira-
santa foram eficazes na reducdo da glicemia em ratos, além disso, o extrato atuou
como agente antioxidante no figado desses animais (Marins et al., 2021). A
atividade antimicrobiana da Maytenus ilicifolia foi documentada na pesquisa feita
por Paula et al., (2021), onde a planta foi submetida ao teste de combate a H.
pylori (bactéria responsavel pela gastrite e ulcera que se aloja na mucosa
estomacal) e os resultados obtidos foram que a espinheira-santa pode ser
utilizada como medida profilatica da infeccéo por H. pylory, pois os compostos
contidos na folha impedem que a bactéria adere as células da mucosa estomacal,

atuando assim como agente protetora. Todos esses resultados justificam a



realizacdo dos estudos que vem sendo publicados na literatura, porém, novas
pesquisas devem ser realizadas para elucidar todas as vias de utilizagdo dessa

planta.



CAPITULO Il

Compostos bioativos antioxidantes de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek inibem
a peroxidacao lipidica e oxidacdo da LDL e glicacdo do colageno frente ao
metilglioxal



RESUMO
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, mais conhecida pelos nomes populares
Espinheira-Santa, Cancerosa ou Cancorosa € comumente utilizada no Brasil para
tratar disturbios gastrointestinais. Este presente estudo teve como objetivo
principal analisar in vitro e ex vivo o extrato etandlico da folha de Maytenus
ilicifolia (EE-Mi) e suas fra¢des organicas hexano (FH-Mi), diclorometano (FDM-
Mi), acetato de etila (FAE-Mi), n-butanol (FB-Mi) e residuo hidrometandlico (FHM-
Mi) e submeter essas amostras para analise da capacidade antioxidante,
antiglicante, capacidade de inibicdo enzimatica, capacidade de protecdo da
peroxidacéo lipidica e capacidade de protegdo da oxidacdo da LDL (/low density
lipoprotein). Em todos os experimentos, as fracdes FAE-Mi e FB-Mi apresentaram
os melhores resultados, a partir dessa conclusdo, essas fragbes foram
primordialmente analisadas em HPLC-ESI-MS/MS, onde foi possivel identificar
compostos com capacidade antioxidante, capacidade para inibicdo enzimatica e
inibicdo de peroxidacéo lipidica, tais como: acido malico, catequina e derivados de
catequina, quercetina e kaempferol. No ensaio da capacidade de reducgéo do ferro
(FRAP), todas as amostras, com excessado da FHM-Mi, apresentaram valores
entre 752 ~ 953 umol Trolox eq.eg™, similares ao controle positivo quercetina (987
mmol Trolox eg.eg™), no método do sequestro do radical peroxil (ORAC), as
fracbes n&o apresentaram diferenca estatistica quando comparado com o controle
positivo, quercetina (2279 umol Trolox eq.eg™) variando os valores de 2332 ~2509
umol Trolox eq.eg?' e no sequestro do radical DPPH as amostras foram
submetidas ao calculo de ECso, onde a amostra com melhor resultado foi a FAEMi
(2,42 pg/mL). Em todos os modelos de glicagdo (BSA/frutose, BSA/metilglioxal,
Arginina/metilglioxal e Colageno/metilglioxal), as amostras apresentaram potencial
antiglicante, com excessao da FHMMi. As fracbes FAE-Mi (25 pg/mL) e FB-Mi (46
Mg/mL) foram capazes de inibir 50% da glicacdo do colageno frente ao
metilglioxal, em comparacdo com o controle positivo. As amostras EE-Mi, FAE-Mi
e FB-Mi apresentaram atividade inibitoria enzimatica da a-amilase, expressando

baixos valores de ECso (2,42, 7,95 e 23,83 upg/mL), em comparagdo com o

10



controle positivo. No modelo ex vivo de indugdo de peroxidacdo lipidica, foi
observado que o EE-Mi (0,11 nmol MDA/mg Proteinas), FAE-Mi (0,10 nmol
MDA/mg Proteinas), FB-Mi (0,09 nmol MDA/mg Proteinas) e a quercetina (0,08
nmol MDA/mg Proteinas) apresentaram capacidade inibitéria da peroxidagao
lipidica em comparacdo com o tecido hepatico oxidado (0,36 nmol MDA/mg
Proteinas). Com excesséo da fracdo hidrometandlica (FHM-Mi), todas as outras
fracbes foram eficazes na inibicdo da oxidagdo da LDL, onde os resultados
variaram de 0,76 até 3,45 no calculo da area sob a curva (AUC) em comparagéo
com a LDL oxidada (15,27) e a LDL sem tratamento (1,30 AUC). Todas as
amostras, com excessdo da FHM-Mi, apresentaram valores acima de 50% de
inibicdo da glicagdo da LDL foram capazes de proteger a LDL frente a
peroxidacéo lipidica (100% de inibicdo). Os resultados obtidos neste trabalho séo
coerentes com a capacidade medicinal da planta, uma vez que a mesma possuli
uma alta concentragdo de flavonoides, compostos fenolicos e taninos
condensados. Em conclusdo, o extrato etandlico de Maytenus ilicifolia e suas
fragcbes organicas apresentaram um alto potencial bioldgico, resultados que
favorecem a continuag&o do trabalho em modelo in vivo, para elucidar de maneira

mais especifica 0s mecanismos de acéo da Maytenus ilicifolia.

Palavras-chave: Maytennus ilicifolia, antiglicagéo, LDL
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Abstract

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, better known by the popular names
‘Espinheira-santa”, “Cancerosa’ or “Cancorosa” is commonly used in Brazil to
treat gastrointestinal disorders. The main objective of this study was to analyze in
vitro and ex vivo the ethanol extract of the maytenus ilicifolia leaf (EE-Mi) and its
organic fractions hexane (FH-Mi), dichloromethane (FDM-Mi), ethyl acetate (FAE-
Mi), n-butanol (FB-Mi) and hydromethane residue (FHM-Mi) and submit these
samples for analysis of antioxidant capacity, antiglicant, enzymatic inhibition
capacity, lipid peroxidation protection capacity and low density lipoprotein (LDL)
oxidation protection capacity. In all experiments, the FAE-Mi and FB-Mi fractions
showed the best results, from this conclusion, these fractions were primarily
analyzed in HPLC-ESI-MS/MS, where it was possible to identify compounds with
antioxidant capacity, capacity for enzymatic inhibition and inhibition of lipid
peroxidation, such as: malic acid, catechin and catechin, quercetin and kaempferol
derivatives. In the iron reduction capacity (FRAP) assay, all samples, with the
exception of FHM-Mi, presented values between 752 ~ 953 umol Trolox eqg.eg™,
similar to the positive control quercetin (987 mmol Trolox eq.eg™), in the peroxil
radical sequestration method (ORAC), the fractions showed no statistical
difference when compared with the positive control, quercetin (2279 umol Trolox
eq.eg’) varying the values of 2332 ~2509 umol Trolox eg.eg” and in the
scavenger of the DPPH radical the samples were submitted to the ECso
calculation, where the sample with the best result was FAEMi (2.42 ug/mL). In all
glycation models (BSA/fructose, BSA/methylglioxal, Arginine/methylglioxal and
Collagen/methylglioxal), the samples presented antiglicant potential, with the
exception of FHM-Mi. The FAE-Mi (25 pg/mL) and FB-Mi (46 ug/mL) fractions
were able to inhibit 50% of collagen glycation against methylglioxal compared to
positive control. The EE-Mi, FAE-Mi and FB-Mi samples showed enzymatic
inhibitory activity of a-amylase, expressing low Values of ECso (2.42, 7.95 and
23.83 pg/mL), compared with the positive control. In the ex vivo lipid peroxidation
induction model, it was observed that EE-Mi (0.11 nmol MDA/mg Proteins), FAE-
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Mi (0.10 nmol MDA/mg Proteins), FB-Mi (0.09 n molmol MDA/mg Proteins) and
quercetin (0.08 nmol MDA/mg Proteins) showed inhibitory capacity of lipid
peroxidation compared to oxidized liver tissue (0.36 nmol MDA/mg Proteins). With
the exception of the hydromethane fraction (FHM-Mi), all other fractions were
effective in inhibiting LDL oxidation, where the results ranged from 0.76 to 3.45 in
the calculation of the area under the curve (AUC) compared to oxidized LDL
(15.27) and untreated LDL (1.30 AUC). All samples, with the exception of FHM-Mi,
presented values above 50% of LDL glycation inhibition were able to protect LDL
against lipid peroxidation (100% inhibition). The results obtained in this work are
consistent with the medicinal capacity of the plant, since it has a high
concentration of flavonoids, phenolic compounds and condensed tannins. In
conclusion, the ethanolextract of Maytenus ilicifolia and its organic fractions
presented a high biological potential, results that favor the continuation of the work
in an in vivo model, to elucidate more specifically the mechanisms of action of

Maytenus ilicifolia.

Palavras-chave: Maytennus ilicifolia, antiglycation, LDL
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1. Introdugao

Espécies reativas de oxigénio (ROS) é um termo que abrange espécies
derivadas de O2 que sdo mais reativas que o Oz (Murphy et al., 2022), tais como:
anion superoxido (02*), perdxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH®). O
conceito de antioxidante se baseia em uma substancia que elimina diretamente as
ROS ou atua indiretamente em sistemas que tem por objetivo eliminar as ROS, as
funcbes antioxidantes atuam para reduzir 0 estresse oxidativo, atualmente os
principais antioxidantes exogenos s&o: vitamina C, vitamina E e compostos
fendlicos (Pisoschi & Pop, 2015; Willett, 2006).

O estresse oxidativo em sistemas biologicos € um processo que se
caracteriza por um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e a
capacidade do organismo em neutralizar essas espécies reativas através de
antioxidantes enddégenos e exogenos, fazendo com que macromoléculas sejam
prejudicadas, como por exemplo, 0s acidos nucleicos, proteinas e lipideos
(Schieber & Chandel, 2014). Produtos naturais tém promovido um papel

importante na reducao do estresse oxidativo.

Os compostos naturais provindos das plantas s&o divididos em diversas
classes: alcaloides, flavonoides, acidos fendlicos, terpenos, saponinas € taninos
(Lin et al., 2020). Os compostos bioativos dessas classes podem atuar inibindo
atividades enzimaticas, inibindo formacdo de produtos avancados de glicacao
proteica e podem atuar também como agentes antioxidantes (Atanasov et al,,
2015; Barba-Ostria et al., 2022; Harvey et al., 2015).

O uso de plantas na medicina popular € relatado ha varios anos, e
atualmente, com a descoberta cientifica da ampla variedade de biomoléculas
ativas nesses produtos naturais, o desenvolvimento de novas pesquisas tem o
objetivo principal de elucidar o seu real potencial bioldgico (Cium et al., 2020;

Kopustinskiene et al., 2020).
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O género Maytenus possui aproximadamente 300 espécies e cerca de 50
dessas espécies sdo encontradas em diversas regides do Brasil, incluindo
Floresta Amazénica, Mata Atlantica, caatinga, cerrado e campos rupestres
(Groppo et al., 2014). A Maytenus ilicifolia é uma planta conhecida popularmente

” 13 ” 13

como “espinheira-santa”, “cancorosa”’, “espinho de Deus” ou “cancrosa’, e suas
folhas ramificadas é a parte mais utilizada pelo homem, através do cha por
infusdo, onde o primeiro relato do uso popular de espinheira-santa € datado de

1958, utilizada para conter disturbios gastrointestinais (Karyna et al., 2022).

Uma das espécies bastante estudada € a Maytenus ilicifolia Mart. ex
Reissek, da familia Celastraceae, tal espécie esta listada como fitoterapico capaz
de combater a Ulcera gastrica e sintomas de dispepsia, na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME). Além disso, outros estudos mostram que
ela possui diversas atividades biolégicas, como capacidade antioxidante e
atividade anti-inflamatéria (Chiapetti et al., 2019; Jorge et al., 2004). Todas essas
atividades sao determinadas pela alta variedade de classes de compostos nas
folhas dessa espécie, tais como: terpenodides, alcaloides, flavonoides, fendis e
taninos (L. Zhang et al., 2020), onde podemos encontrar kaempferol, quercetina e

epicatequina (Leite et al., 2010; Sannomiya et al., 1998; Vilegas et al., 1999).

A realizagcdo de pesquisas envolvendo a Maytenus ilicifolia vem se
tornando cada vez mais popular (Meirelles, 2022). Um estudo dirigido por Paulino
et al., (2019) mostrou o poder da espinheira-santa frente ao combate de ulcera e
disturbios gastricos, outro estudo, conduzido por de Moura et al., (2021) mostrou
a capacidade do extrato de Maytenus ilicifolia em promover a cicatrizagédo de
feridas e aumentar a atividade de pr6é metaloproteinase (MMP9) e MMP9 devido a
presenca de compostos fendlicos e taninos na planta. A atividade antimicrobiana
da Maytenus ilicifolia foi documentada na pesquisa feita por Paula et al., (2021),
onde a planta obteve sucesso frente ao combate da H. pylori. Todos esses

resultados justificam a realizagdo dos estudos que vem sendo publicados na
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literatura, porém, novas pesquisas devem ser realizadas para elucidar todas as

vias de utilizacao dessa planta.

Este trabalho consiste em investigar, através de ensaios in vifro e ex vivo, o
extrato etandlico de Maytenus ilicifolia e suas fragdes organicas, quanto ao seu
conteudo de fendis, flavonoides e taninos condensados totais, sua capacidade
antioxidante, capacidade de inibicdo enzimatica, potencial de inibicdo de glicacéo,
capacidade de inibicdo da oxidac&do da LDL, inibicdo da peroxidacdo lipidica de

tecido hepatico e da LDL e atividade antimicrobiana.

2. Material e métodos
2.1 Preparacdo do Extrato e fragcdes organicas das folhas de Maytenus

ilicifolia

Folhas secas de Maytenus ilicifolia foram compradas da empresa Santos
Flora Comércio de Ervas Ltda. (Maripord, Séo Paulo, Brasil), devidamente
registrada na ANVISA. Para obtengéo do extrato etandlico, 800 gramas de folhas
secas de Maytenus ilicifolia foram submetidas a maceracéo estatica em 4 litros de
etanol 98% de pureza (1:5 m/v) durante sete dias em temperatura ambiente e
protegida de luz. Ao final do sétimo dia, a solugao foi filtrada com filtro de papel
comum e o solvente remanescente foi removido por processo de rotaevaporacao
(Buchi Rotavapor R-215, Suica) a 40°C sob presséao controlada e reduzida. Apds
a rotaevaporagao, o extrato etandlico de M.ilicifolia foi submetido a liofilizag&o
(L101, Liotop, Brasil) para completa retirada de agua na amostra. Para obtenc¢éo
das fragbes organicas de M.ilicifolia, 4g de extrato etandlico de M.ilicifolia (EE-Mi)
foram diluidos em solug¢do hidrometandlica 90% (36 ml de metanol e 4 ml de agua
ultra pura). Apos essa diluicdo, a mistura foi submetida ao processo de
particionamento pelo método liquido-liquido, utilizando diferentes solventes
organicos selecionados. Os solventes foram adicionados com um volume fixo de

40 mL na seguinte ordem crescente de polaridade: hexano (FH-Mi),
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diclorometano (FDM-Mi), acetato de etila (FAE-Mi) e n-butanol (FB-Mi). A fracao
hidrometandlica (FHHM-Mi) representa o residuo final do processo de
particionamento, apds todas as adi¢des dos solventes orgéanicos. Os solventes
que restaram em cada etapa do processo de particionamento foram removidos
pelo processo de liofilizacdo (L101, Liotop, Brasil) e secagem. As amostras de
EE-Mi, FH-Mi, FDM-Mi, FAE-Mi, FB-Mi e FHM-Mi secas foram congeladas em -

20°C até sua utilizagdo nos experimentos.

2.2 Andlise por HPLC-ESI-MS/MS

As fragcbes de acetato de etila (FAE-Mi) e n-butandlica (FB-Mi) de Maytenus
ilicifolia foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia hifenado ao
espectrometro de massas (EM) com fonte de ionizagc&o por electrospray CLAE-
EM-IES, pois foram as fracbes mais ativas nos ensaios bioldgicos. As analises
foram realizadas no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e
Bioguimica da Universidade Federal de Uberlandia (IGEB-UFU) em um
cromatografo liquido (Agilent — Infinity 1260) acoplado a um espectrdmetro de
massas de alta resolugéo do tipo Q-TOF da marca Agilent® modelo 6520 B com
fonte de ionizag&o por electrospray (IES). Os solventes utilizados como eluentes
foram agua acidificada com &cido férmico a 0,1% v v' (A) e metanol (B), os
parametros para analise foram: 10% de B (0 minuto), 98% de B (0-10 minutos) e
98% (11-17 minutos). Os parametros de ionizagéo foram: presséo do nebulizador
de 20 psi, gas secante a 8L min-1 a uma temperatura de 220°C e no capilar foi
aplicado uma energia de 4,5 KV, para obtencdo dos espectros de massas
sequencial (EM/EM) foram aplicados valores de energia entre 5 e 30 eV a fim de
se obter espectros com melhor padrao de fragmentacdo para cada composto
presente. Os espectros obtidos foram comparados com bibliotecas online como o
Metlin e bancos de dados (Chemspider, Pubchem e Massbank) e com artigos
reportados para a identificacdo dos compostos presentes nas fracbes mais ativas.

Para a identificacdo foi levado em consideracao o erro em ppm dos valores de
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raz&o massa carga (m/z) obtidos em alta resolucdo, e o erro foi calculado pela
equacao 1, sendo aceitos erros entre 0 e £+ 5 ppm, os valores de massa exata
considerados na equacéo foram obtidos através do software MassHunter®, além
disso também foi levado em consideragdo o padrédo de fragmentacdo observado

nos espectros de massa sequencial com os encontrados na literatura.

massa experimental — massa exata 6
Eppm = x10

massa exata

Equacéo 1

2.3 Prospeccao fitoquimica

A prospeccao fitoquimica do extrato etandlico da Maytenus ilicifolia e de
suas fragbes orgénicas FH-Mi, FDM-Mi, FAE-Mi, FB-Mi e FHM-Mi: foram
realizadas através do método descritos por Zou et al., (2011), método utilizado
para determinagdo da concentracdo de fendis totais, flavonoides totais e taninos
condensados. A leitura foi feita em uma placa de 96 pogos a concentracédo de

1mg/mL para cada amostra, todas diluidas em etanol 98%.

2.3.1 Determinacao de fendis totais

Para determinacdo do conteudo de fendis totais foi utilizado o reagente
Folin-Ciocalteu, que por sua vez € reduzido na presenca de compostos fendlicos
(Galvéo et al., 2018). O extrato etandlico da Maytenus ilicifolia e suas fragdes
organicas diluidos em etanol 98% foram incubados na concentracéo de 1 mg/mL
em um volume de 10 pyL durante 6 minutos a 25°C com 20 pL Folin-Ciocalteu
10%. Posteriormente, foi adicionado carbonato de sdodio 7% (Na2CO3) e as
amostras testadas foram incubadas por um periodo de 2 horas a 25°C na

auséncia de luz. Apds a incubacgao, a absorbancia foi medida a 760 nm em uma
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leitora de microplacas (Versamax, Molecular Devices, EUA). Para determinar os
valores de fendis totais foi feita uma curva padrdo analitica de acido galico em
diluicdo seriada partindo de 2mg/mL. Os resultados obtidos foram expressos em

miligramas equivalentes de acido galico por grama (mg EAG/g).

2.3.2 Determinacgao de flavonoides totais —

Para determinar o conteudo de flavonoides totais nas amostras, foi feito um
método baseado na formacg&o de um complexo entre o ion aluminio (AlI3*) com os
grupos carbonila e hidroxila presente em flavondides (Popova et al.,, 2004). O
extrato etandlico da Maytenus ilicifolia e suas fragées organicas foram incubados
com uma soluc¢éo de nitrito de sédio 5% (NaNO2 5%) e agua ultra pura durante 6
minutos a 25°C, na auséncia de luz. Apds a incubagédo, foi adicionado cloreto de
aluminio (AICIs 10%) e o complexo foi novamente incubado por mais 6 minutos a
25°C. A absorbancia foi medida a 425 nm em uma leitora de microplacas
(Versamax, Molecular Devices, EUA). Para este ensaio foi realizada uma curva
padrao analitica de quercetina diluida de forma seriada, partindo de 2 mg/mL para
calcularmos o conteudo de flavonoides totais presente na amostra. Os resultados

foram expressos em miligramas equivalentes de quercetina por grama (mg EQ/Q).

2.3.3 Determinagao de taninos condensados totais

A determinacdo do conteudo total de taninos condensados foi realizada
através da formacdo de condensados da reacdo da vanilina (3-metoxi-4-
hidroxibenzaldeido) com taninos em acido cloridrico (HCI) (Popova et al., 2004). O
extrato etandlico da Maytenus ilicifolia e suas fragées organicas foram incubados
com vanilina 4% e HCI durante 15 minutos a 25°C. Apds a incubacgdo, a
absorbancia foi medida a 500 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA). Para

realizacdo dos calculos e obtencdo dos valores foi realizada uma curva padrao
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analitica a partir da diluicdo seriada da catequina, partindo de 2 mg/mL. Os
resultados obtidos foram expressos em miligramas equivalentes de catequina por

grama (mg EC/q).

2.4 Analise da capacidade antioxidante

Para determinacdo da capacidade antioxidante foram realizados trés
ensaios diferentes: FRAP, DPPH e ORAC. Em todos os ensaios as amostras
foram diluidas em etanol 98% e em cada método foram utilizadas diferentes
concentragbes. O Método de FRAP consiste na avaliagdo da capacidade da
amostra de reduzir moléculas de ferro, para esse ensaio as amostras foram
diluidas a uma concentracdo de 285 ug/mL e os resultados foram expressos em
umol de trolox (eq.g"). No método de ORAC, que consiste na avaliacdo da
amostra em sequestrar o radical peroxil, as amostras foram diluidas a uma
concentracédo de 100 ug/mL e os resultados foram também expressos em umol de
trolox (eq.g"). Na metodologia de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) as amostras
sdo desafiadas a reduzir o radical DPPH a hidrazina, neste ensaio as amostras
foram testadas a uma concentracao inicial de 250 ug/mL e foi realizada uma
diluicdo seriada para determinacdo do ECso e 0s resultados s&o expressos em

porcentagem de capacidade antioxidante.

2.4.1 Método da capacidade de redugao do Ferro — FRAP

A metodologia de FRAP consiste na medida da capacidade de determinado
composto em reduzir o Fe3* a Fe?*, que por sua vez forma um complexo com o
reagente 2,4,6-tri-(2 piridril)-s-triazida (TPTZ), resultando em um complexo de
Fe2* + TPTZ de coloragdo azul intensa (Antolovich et al., 2002). As amostras
foram incubadas com o reagente FRAP (tampao acetato de sédio 300mM pH 3,6,

2,4 ,6-tri-(2 piridril)-s-triazida (TPTZ) e cloreto férrico 20mM na proporgao de 10:1:1
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respectivamente), em microplaca de 96 po¢os durante 6 minutos a 37°C para que
ocorra a reacéo. Apos esse tempo, a absorbancia dos poc¢os foi medida a 593nm
em uma leitora de microplacas (Versamax, Molecular Devices, EUA). Para
confianga, analise e calculo dos resultados, foi feito uma curva padréo de Trolox.
A quercetina foi utilizada como controle positivo. Os resultados foram expressos

em umol de trolox (eq.g™).

2.4.2 Método do sequestro do radical peroxil - ORAC

E um método utilizado para quantificar a capacidade antioxidante das
amostras através da reducdo da taxa de decaimento da fluorescéncia devido a
oxidacdo da fluoresceina (sonda fluorescente) na presenca de radicais peroxilas
gerados através da reacdo com o reagente Azobis (Diidrocloreto de 2,2-azobis (2-

metilpropionamidina)) (Litescu et al., 2014).

O extrato etandlico e as fragbes orgénicas de Maytenus ilicifolia foram
incubadas com Fluoresceina 0,085 mM e Azobis 153 mM, ambos reagentes
diluidos em tampé&o fosfato 75 mM, pH 7,4, em uma placa de 96 pocos. A
fluorescéncia foi medida a 485 nm de excitagdo € 528 nm de emiss&o durante 90
minutos a 37°C em uma leitora de microplacas (EnSpire, PerkinElmer, EUA). Uma
curva padrao analitica de trolox foi construida com finalidade de mensurar a
capacidade antioxidante das amostras no ensaio. Tampé&o fosfato foi utilizado

como controle negativo e a quercetina foi utilizada como controle positivo.

2.4.3 Método do sequestro do radical DPPH — DPPH

A metodologia do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) se baseia na medida
da capacidade antioxidante de uma determinada amostra em sequestrar o radical
estavel DPPH, reduzindo-o a hidrazina. Essa captura € feita por um antioxidante,

neutralizando o radical DPPH através de doagdo de atomos de hidrogénio.
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Quanto mais antioxidante a amostra, mais amarelo ficara a solu¢do, porém
quanto menos antioxidante a amostra, a coloracdo ficara com aspecto de cor

violeta, que caracteriza presenca do radical DPPH (Huang et al., 2005).

O extrato etandlico e as fragbes organicas de Maytenus ilicifolia foram
testadas a uma concentragao inicial de 250 ug/mL e foi realizada uma diluigcéao
seriada de 10 pontos até uma concentragao final de 0,48 ug/mL para estimar o
valor de ECso. Em uma placa de 96 pogos, as amostras foram incubadas com o
radical DPPH 60mM (diluido em metanol) durante um periodo de 30 minutos a
37°C na auséncia de luz e posteriormente a absorbancia foi medida a 517nm em
uma leitora de microplacas (Versamax, Molecular Devices, EUA). O calculo da
atividade antioxidante das amostras foi realizado baseado na seguinte equacéo

matematica:

DPPH (%) = X controle — X amostra 100
°) = "X controle — X branco

Equagéo 2

onde “X controle” se refere a absorbancia do DPPH diluido em metanol. “X
amostra” se refere a absorbancia do conjunto DPPH + amostra. “X branco” se
refere as amostras diluidas em metanol sem a presenca do DPPH (metanol +
amostras). Como controle negativo utilizamos o metanol e como controle positivo

foi utilizado a quercetina.

2.5 Andlise da inibigdo da formagdo de AGEs

Os métodos de avaliagdo de capacidade de inibicdo da formagéo de
produtos finais de glicagdo avancada (AGEs) se basearam na metodologia
descrita por Wang et al., (2011). Foram utilizados cinco modelos de inibigcado de

glicacdo:. BSA-Metilglioxal, BSA-Frutose, Arginina-Metilglioxal, Colageno-
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Metilglioxal e LDL-Metilglioxal. A utilizacdo de albumina de soro bovino (BSA),
colageno, arginina e lipoproteina de baixa densidade (LDL) permite avaliar os
estagios e alvos de algumas proteinas e aminoacidos que podem sofrer glicacdo.
O extrato etandlico e as fragbes organicas de Maytenus ilicifolia e a quercetina
(controle positivo) foram diluidas em etanol 98% de maneira seriada, partindo da
concentracdo de 625 ug/mL para determinacdo dos valores de ECso. A
porcentagem de inibicdo da glicacao foi calculada usando a seguinte equacéao

matematica:

X amostra — X branco

Inibigao (%) = 100 — ( x 100)

X controle — X branco
Equacéo 3

onde X controle representa o valor obtido da fluorescéncia na auséncia das
amostras/controle positivo, X amostra representa o valor obtido da fluorescéncia
na presenca das amostras/controle positivo e X branco é o valor obtido da
fluorescéncia na auséncia do agente que ira promover a glicacdo (frutose ou
metilglioxal) e das amostras/controle positivo. Como controle positivo foi utilizado
a quercetina e como controle negativo foi utilizado tampéo fosfato (200 mM,
pH7,4).

2.5.1 Modelo BSA-Metilglioxal

O extrato etandlico e as fragbes organicas de Maytenus ilicifolia e a
quercetina (controle positivo) foram diluidas em série partindo da concentragao de
625 pg/mL a fim de determinarmos o valor de ECso e foram incubadas com
albumina sérica bovina (BSA) 50 mg/mL e metilglioxal (MGO) 53,3 mM,
preparados em tampao fosfato 200 mM, pH 7,4 com azida sédica 0,02% durante
um periodo de 72 horas a 37°C na auséncia de luz (Wang et al., 2011). Apds o
periodo de incubacgéo, foi adicionada uma solu¢éo de acido tricloroacético (TCA)

20% e essa mistura foi centrifugada a 10.000xg por 10 minutos. O sobrenadante
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resultante da centrifugacédo foi descartado e o pellet foi ressuspendido com
tampao fosfato. A intensidade de fluorescéncia das amostras foi medida a 340 nm
de excitagdo e 380 nm de emissdo em uma leitora de microplacas (EnSpire,
PerkinElmer, EUA). Como controle negativo foi utilizado o etanol 98% e como
controle positivo foi utilizado a quercetina. Para realizar os calculos matematicos,

na amostra denominada “branca” o metilglioxal foi substituido por tampéao fosfato.

2.5.2 Modelo BSA-Frutose

O extrato etandlico e as fragcdes organicas de Maytenus ilicifolia e a
quercetina (controle positivo) foram diluidas em série partindo da concentragéo de
625 pg/mL a fim de determinarmos o valor de ECso e foram incubadas com
albumina sérica bovina (BSA) 50 mg/mL e frutose 1,25 M, preparados em tampéao
fosfato 200 mM, pH 7,4 com azida sddica 0,02% durante um periodo de 72 horas
a 37°C na auséncia de luz (Wang et al., 2011). Apos o periodo de incubacéo, foi
adicionada uma solugéo de acido tricloroacético (TCA) 20% e essa mistura foi
centrifugada a 10.000xg por 10 minutos. O sobrenadante resultante da
centrifugacao foi descartado e o pellet foi ressuspendido com tampao fosfato. A
intensidade de fluorescéncia das amostras foi medida a 350 nm de excitagdo e
420 nm de emiss&o em uma leitora de microplacas (EnSpire, PerkinElmer, EUA).
Como controle negativo foi utilizado o etanol 98% e como controle positivo foi
utilizado a quercetina. Para realizar os calculos matematicos, na amostra

denominada “branca” a frutose foi substituido por tampéo fosfato.

2.5.3 Modelo Arginina-Metilglioxal

O extrato etandlico e as fragcdes organicas de Maytenus ilicifolia e a
quercetina (controle positivo) foram diluidas em série partindo da concentragao de

625 pg/mL a fim de determinarmos o valor de ECso e foram incubadas com
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arginina 106,6 mM preparada em tampao fosfato 200 mM, pH 7,4 com azida
sodica 0,02% e metilglioxal (MGOQO) 53,3 mM durante um periodo de 72 horas a
37°C na auséncia de luz (Wang et al., 2011). A intensidade de fluorescéncia das
amostras foi medida a 340 nm de excitacdo e 380 nm de emissado em uma leitora
de microplacas (EnSpire, PerkinElmer, EUA). Como controle negativo foi utilizado
o etanol 98% e como controle positivo foi utilizado a quercetina. Para realizar os
calculos matematicos, na amostra denominada “branca” o metilglioxal foi

substituido por tampéao fosfato.

2.5.4 Modelo Colageno-Metilglioxal

O extrato etandlico e as fragcdes organicas de Maytenus ilicifolia e a
quercetina (controle positivo) foram diluidas em série partindo da concentragao de
625 pg/mL a fim de determinarmos o valor de ECso e foram incubadas com
colageno 30 pg/mL preparada em tampéo fosfato 100 mM, pH 7,4 com azida
sodica 0,02% e metilglioxal (MGO) 1 mM durante um periodo de 72 horas a 37°C
na auséncia de luz (Algahtani et al., 2021). A intensidade de fluorescéncia das
amostras foi medida a 340 nm de excitacdo e 380 nm de emissao em uma leitora
de microplacas (EnSpire, PerkinElmer, EUA). Como controle negativo foi utilizado
o etanol 98% e como controle positivo foi utilizado a quercetina. Para realizar os
calculos matematicos, na amostra denominada “branca” o metilglioxal foi

substituido por tampéao fosfato.

2.5.5 Modelo Lipoproteina de baixa densidade (LDL) -Metilglioxal

A LDL humana foi isolada e incubada na concentragdo de 190 ug/mL com
Metilglioxal (MGO) 1 mM, tampéo fosfato (100 mM, pH 7,4, e azida 0,02%) e o
EE-Mi, suas fragcdes organicas e quercetina durante 72 horas a 37°C na auséncia

de luz. A intensidade de fluorescéncia foi mensurada a 340nmex/380nmem
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(EnSpire, PerkinElmer, EUA). Etanol 98% foi utilizado como controle negativo. As

amostras foram testadas na concentracdo de 100 pg/mL.

2.6 Analise ex vivo em tecido hepatico

2.6.1 Processamento do tecido hepatico

A analise ex vivo do tecido hepatico foi feita adotando a metodologia de
indugdo e oxidacdo tecidual com Fe?*-ascorbato descrito por Justino et al., (2019).
Ratos da espécie Wistar foram obtidos do biotério central da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU) e possuiam de 6-8 semanas de vida (OFICIO N°
7/12022/CEUA/PROPP/REITO-UFU de 14 de julho de 2022). Os ratos foram
mantidos em condi¢des padrbes de temperatura, agua e alimento. Para analise
do tecido, os animais foram anestesiados e posteriormente eutanasiados por
deslocamento cervical e o figado removido foi armazenado em um ultra freezer a -
70°C até o momento dos ensaios. Para realizagdo do ensaio, as amostras de
figado foram homogeneizadas em tampéo fosfato-salino (PBS 1:10) e
centrifugadas a 3.000xg por 10 minutos a 4°C. Para os testes de oxidac&o ex vivo
0 sobrenadante obtido apds centrifugacéo foi incubado por 60 minutos a 37°C
com sulfato de ferro (FeS0O4) 0,1 mM e &cido ascérbico 0,1 mM para a formagéo
do Fe?-ascorbato (Tecido hepatico oxidado (THO), utilizado como controle
positivo). Nos micro tubos que continham THO, foi adicionado extrato etandlico e
as fragbes organicas de Maytenus ilicifolia e quercetina a 160 pg/mL, diluidas em
etanol 98%, a fim de determinar se as amostras conseguem inibir o dano
oxidativo. Uma amostra contendo apenas PBS foi utilizada como controle

negativo. A quercetina foi utilizada a titulo de comparagdo com as amostras.
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2.6.2 Inibicao da Peroxidagao Lipidica —

Este método avalia a capacidade da amostra em inibir a peroxidacéo
lipidica. O ensaio foi feito seguindo a metodologia de Justino et al., (2019). As
amostras foram incubadas junto com acido tricloroacético (TCA) 10% e &cido
tiobarbiturico (TBA) 0,67% durante 2 horas em banho-maria a 100°C. Apds a
incubacéo, foi adicionado 400 uL de butanol para extracdo do malondialdeido,
produto da peroxidacdo lipidica. Apds a adicdo do butanol, a mistura foi
centrifugada a 3.000xg por 10 minutos e a absorbancia foi medida a 532 nm
(Versamax, Molecular Devices, EUA). Os valores obtidos sdo representados

como nmol MDA/mg Proteina.

2.7 Isolamento, oxidagao, peroxidacdao e glicagdo da Lipoproteina de
Baixa Densidade (LDL)

2.7.1 lIsolamento da LDL

Amostras de sangue foram coletadas de voluntario humano saudavel e
nado-fumante em tubo vacutainer com EDTA 10% e centrifugados a 3000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C para obtencéo do plasma. Uma solugéo de brometo de
potassio (KBr) foi adicionado para ajustar a densidade do plasma para 1,21.
Aprotinina (5 pL/mL de plasma), benzamidina (2mM), PMSF (0,5 M), cloranfenicol
(20 pL/mL de plasma) e azida sédica (10 pL/mL de plasma) também foram
adicionados ao plasma. Posteriormente, o plasma foi centrifugado a 40000 rpm,
por 2 horas e 30 minutos a 4 °C para isolamento da LDL humana. O sobrenadante
correspondente a LDL foi coletado e a lipoproteina foi submetida a didlise em
solugéo de tampao fosfato (PBS) 20mM, pH 7,4 durante 24 horas com trocas de 6
em 6 horas. O material foi armazenado a 4°C, na auséncia de luz, até a data das

analises.
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2.7.2 Indugao da oxidacao e peroxidagcao da LDL

A oxidacédo da LDL foi induzida por CuSO4 5uM e processo foi monitorado
durante 2 horas com leituras de 2 em 2 minutos a 37°C em microplaca, a 234 nm
(EnSpire, PerkinElmer, EUA). O EE-Mi e suas fragcbes organicas foram avaliados
numa concentracdo de 1 uM e PBS foi utilizado como controle negativo.
Posteriormente, as amostras foram retiradas diretamente da placa e foi realizada
a quantificacdo da peroxidacéo lipidica de acordo com o método TBARS ja

descrito neste trabalho.

2.8 Analise da capacidade de inibicao enzimatica

Os ensaios de inibicdo das enzimas a-glicosidase, a-amilase,
butirilcolinesterase e acetilcolinesterase foram baseados na metodologia descrita
por Franco et al., (2018), onde ele analisa a capacidade de determinado
composto em inibir enzimas especificas através do consumo do substrato. O
extrato etandlico e as fragdes organicas de Maytenus ilicifolia e os controles
positivos (acarbose, rivastigmina e galantamina) foram diluidos em etanol 98%.
Para o ensaio de a-glicosidase utilizamos a concentracdo de 230 pg/mL e 550
Mg/mL para butirilcolinesterase e acetilcolinesterase. No método de inibicdo da a-
amilase, devido a alta atividade da Maytenus ilicifolia, foi realizada uma diluicdo
seriada das amostras em até 10 pontos, comegcando em 25 ug/mL, para
determinacéo do ECso. As porcentagens de inibicdo foram calculadas seguindo a
seguinte formula matematica:

X controle — X amostra

Inibicao (%) = ¥ controle x 100

Equacéo 4
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onde X controle indica a area sob a curva calculada usando a medida de
absorbancia obtida na auséncia dos compostos e X amostra indica a area sob a
curva calculada usando a medida de absorbancia obtida na presenca do extrato

etandlico, fragcdes organicas e controles positivos.

2.8.1 Inibicado de a-glicosidase

Este método consiste em avaliar se a amostra € capaz de inibir a atividade
da enzima a-glicosidase, através da metodologia de Toma et al., (2014). O extrato
etandlico e as fragbes organicas de Maytenus ilicifolia foram incubadas com
glutationa reduzida 1,5 mM, diluida em tampéao fosfato 0,1 M, pH 6,8, e solugdo
enriquecida com a-glicosidase do pd cetbnico de ratos por 20 minutos a 37°C. A
a-glicosidase foi obtida por meio de homogeneizacdo de 100 mg de pd cetdnico
de intestino de rato em 3 mL de tampéo fosfato. Em seguida, o substrato p-
nitrofenil-alfa-D-glicopiranosideo (4 mM) foi adicionado e a absorbancia das
amostras foi medida a 405 nm durante 30 minutos (Versamax, Molecular Devices,
EUA). Etanol 98% foi utilizado como controle negativo e Acarbose foi utilizada

como controle positivo.

2.8.2 Inibigcao da a-amilase

Este método consiste em avaliar se a amostra é capaz de inibir a atividade
da enzima a-amilase. A saliva foi coletada de 10 voluntarios humanos saudaveis
pelo método de Navazesh, (1993) com algumas modificacées. As amostras do
sobrenadante de saliva foram dialisadas e fracionadas por cromatografia de troca
ibnica em resina Q-sefarose (Da Silva Santos et al., 2012). A fragdo enriquecida
de a-amilase foi diluida em tampao MES (2-tanossulfénico) 50 mM, pH 6.4. Para o
preparo do tampéo foi utilizado cloreto de sédio 300 mM, cloreto de calcio 5 mM e

tiocianato de potassio 140 mM diluidos em agua ultra pura. O extrato etandlico e
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as fragdes organicas de Maytenus ilicifolia e o controle positivo (acarbose) foram
incubados com a fragéo enriquecida de a-amilase por 30 minutos a 37°C. Logo
apoés a incubacdo, foi adicionado o substrato 2-cloro-4-nitrofenil-4-p-D
galactopiranosiimaltosideo (GalG2CNP) e a absorbancia das amostras foi medida
a 405 nm por 3 minutos em intervalos de 1 minuto (Versamax, Molecular Devices,

EUA). Como controle negativo foi utilizado o etanol.

2.8.3 Inibicao da butirilcolinesterase e acetilcolinesterase

A atividade inibitéria da butirilcolinesterase e acetilcolinesterase do extrato
etandlico de Maytenus ilicifolia e fragbes organicas (550 upg/mL) foi mensurada
seguindo os métodos de Ellman et al., (1961); Marston et al., (2002); Rhee et al.,
(2001) com modificacdes. Este método se baseia na capacidade da enzima em
hidrolisar os substratos acetiltiocolina ou butiriltiocolina para produzir tiocolina,
essa, por sua vez pode reagir com 55", ditiobis 2-nitrobenzdico (DTNB) para
formar 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato, que pode ser
detectados em 405 nm. Para o ensaio, foram feitos trés tampdes diferentes,
tamp&o A (Tris-HCI 50 mmol.L-'pH 8), tamp&o B (Tris-HCI 50 mmol.L-! contendo
albumina sérica bovina 0,1%) e tampéo C (Tris-HCI 50 mmol.L! contendo NaCl
0,70 molL' e MgCI26H20 0,02 mol.L"). Os substratos butiriltiocolina e
acetiltiocolina (3 mmol.L-1) foram diluidas em agua, DTNB (3 mmol.L") diluido em

tampéo C e as amostras a serem testadas foram diluidas em tampéao A.

Para realizacdo do ensaio foi utilizada uma placa de 96 pocos. Em cada
poco foi adicionado os seguintes reagentes: substrato, tamp&o B, DTNB e
amostra diluida em tampé&o A. Apds essa sequéncia, a enzima acetilcolinesterase
ou butirilcolinesterase a 0,2 U mL™" foi adicionada para promover a reacéo e a
absorbancia foi medida a 405 nm em uma leitora de microplacas (Versamax,

Molecular Devices, EUA) a cada 30 segundos durante 20 minutos a temperatura
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de 30°C. A porcentagem de inibigéo foi calculada utilizando a seguinte equagéo

matematica:

L X branco — X amostra
Inibicao (%) = Y Branco x 100

Equacéo 5

onde X branco representa o valor obtido da leitura sem amostra/controle positivo
(10% metanol diluido em tampé&o A) e X amostra representa o valor obtido na
presenca da amostra/controle positivo. As amostras utilizadas como controle

positivo foram galantamina e rivastigmina.

2.9 Analise da atividade antimicrobiana

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada em ftriplicata
utilizando uma placa de microdiluicdo de 96 pogos. O ensaio foi feito seguindo a
metodologia de CLSI do ano de 2007 e 2012. Para preparagdo das amostras, o
EE-Mi e fracbes organicas foram solubilizadas em 5% dimetilsulféxido (DMSO;
Merck, Darmstadt, HE, Germany), e diluidas em Brain Heart Infusion broth
(BHI;Difco) para o teste em bactérias aerdbias e caldo Shadler (Difco)
suplementado com hemina (5mg/mL, Sigma, St.Louis, MO, USA) e menadionina
(1mg/mL, Sigma) para as bactérias anaerdbicas. Apds a diluigdo, um total de
doze concentragbdes (0.195-400 pg/mL) das amostras foram testadas. A
concentragdo de bactérias de 5x10° coldénias por unidade (UFC/mL) foi
padronizada no experimento para bactérias aerobicas e 1x10° para bactérias
anaerodbicas. DMSO 5% e os microrganismos testados foram incubados isolados
para verificar a toxicidade do meio e foi confirmado que nessa concentracéo
houve crescimento bacteriano. Apds essa etapa, as placas contendo

microrganismos anaerobicos foram incubadas a 37°C durante 72 horas em uma
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estufa anaerdbica contendo 5-10% de Hz2, 10% de CO2 e 80-85% de N2 (Don
Whitley Scientific, Bradford, UK), e as bactéria aerdbicas foram incubadas a 37°C
em condi¢cbes aerdbicas padrbes. Apds a incubacio, 30 uL de solugdo aquosa
0,02% de resazurina (Sigma) foi adicionado em cada po¢o. Resazurina é um
composto oxiredutor, que permite analisar o crescimento bacteriano
imediatamente. A cor azul representa o0 nao proliferamento e a cor vermelha

representam o crescimento bacteriano.

210 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + desvio padrédo da média,
exceto para o calculo do ECso, em que os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média. A analise da variancia entre os grupos foi
realizada pelo teste One-Way ANOVA com pés teste de Tukey para comparagdes
multiplas. Valores de p < 0,05 foram considerados como significativos. Tanto as
analises estatisticas como a plotagem dos graficos foram realizadas com o

software GraphPad Prism 8.0.
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3. Resultados

3.1 Rendimento dos extratos e fragcoes de Maytenus ilicifolia

O rendimento obtido através do processo de extragdo e particionamento
das folhas de Maytenus ilicifolia s&o exibidos na figura abaixo. 800 gramas de
folnas rasuradas foram utilizadas para obtencdo de 32 gramas (4% de
aproveitamento) de extrato etandlico de Maytenus ilicifolia (EE-Mi).

Para obtencéo das fragbes organicas, foram utilizados 4 gramas de EE-Mi
e o rendimento total de cada frac&o foi: FH-Mi (3,17%), FDM-Mi (19,12%), FAE-Mi
(37,12%), FB-Mi (26,75%) e FHM-Mi (11,92%).

Folhas secas de ‘
Maytenus ilicifolia EE-Mi
0
800 gramas 32 gramas (4%)
( EE-Mi 1
L 4 gramas J
FDM-Mi FAE-Mi FB-Mi
0.76> & 1,485 g 1,070 g
(19,12%) (37,12%) (26.75%)
0157 FHM-Mi
s 0,477 g
o (11,92%)

Figura 1: Rendimento do processo de extracéo particionamento das folhas de Maytenus ilicifolia.
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3.2 Analise HPLC-ESI-MS/MS

Tabela 1: Compostos identificados através de comparacdo da literatura das fracdes acetato de
etila e n-butanol do extrato etanélico de Maytenus ilicifolia por HPLC-ESI-MS/MS (modo negativo).

tr [M - Massa | Erro Tons Formula Tentativa | Amostra Ref.
(min) H]” exata | (ppm) | fragmentos | molecular de
(m/z) identificacd
EM/EM 0
0,76 | 181,072 | 181,07 | 1,66 | 15¢V: 163, | CsH1406 Sorbitol FB-Mi (Lima
1 18 101, 89, 71, ctal.,
59,55 2022)
0,83 | 133,014 | 133,01 | 0,75 | 10¢V: 115, | CiHeOs Acido FAE- | (Fratem
3 42 71 malico Mi, FB- | aleet
Mi al.,
2015;
Gomez-
Romero
ctal.,
2010)
1,43 | 849,204 | 84920 | 1,06 | 25¢V: 831, | CusHssO017 |  (epi)afz- FAE- (Geet
3 36 723,697, (epi)cat- Mi, FB- al.,
679,577, (epi)cat | Mi 2016;
559, 425, Guet
407, 397, al.,
289, 287, 2003;
125 Olivaro
ctal.,
2022)
1,98 | 315,072 | 315,07 | 1,59 | 25¢V: 153, | CisHi60o Acido FB-Mi (Abu-
7 22 152, 109, protocatecu Reidah
108 1CO ctal.,
hexosideo 2015)
2,02 | 305,066 | 305,06 | 0,66 | 20eV:26l1, | CisHisO7 | (epi)galocat | FAE- (de
9 67 219, 167, equina Mi, FB- | Moura
165, 137, Mi ctal.,
125 2021;
de
Moura
Martins
ctal.,
2020;
Olivaro
ctal.,
2022)
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2,03 | 833,208 | 833,20 | —0,24 | 30eV: 561, | CssH016 | (epi)afz- FAE- (de
5 87 543,407, (epi)afz- Mi, FB- | Souza
289,273, (epi)cat | Mi ctal.,
125 2008;
Guet
al.,
2003;
Olivaro
ctal.,
2022)
2,60 | 593,130 | 593,13 | 1,35 | 20eV: 575, | CsoHz013 (epi)cat- FAE- (Ge et
9 01 467,441, (epi)gal Mi, FB- al.,
423, 407, Mi 2016;
305, 289, Olivaro
273,177, ctal.,
125 2022)
2,95 | 577,135 | 577,13 | 0,69 | 25¢€V: 559, | Cs0Hzs012 (epi)cat- FAE- (de
5 51 451, 425, (epi)cat Mi, FB- [ Souza
407, 289, Mi ctal.,
245, 161, 2008;
125 Olivaro
ctal.,
2022;
Sobeh
ctal.,
2018)
3,15 | 849,204 | 849,20 | 0,94 | 25¢V: 723, | CssHzsO17 | (epi)afz- | FAE-Mi | (Ge et
4 36 697, 679, (epi)cat- al.,
577, 561, (epi)cat 11 2016;
559, 543, Guet
407, 289, al.,
271, 125 2003;
Olivaro
ctal.,
2022)
865,198 | 865,19 0,0 25¢V: 847, | CusHss015 (epi)cat- | FAE-Mi | (Olivar
5 85 739, 713, (epi)cat- oectal,
695, 577, (epi)cat ou 2022)
575, 451, (epi)afz-
425,305, (epi)cat-
287, 245, (epi)gal
125
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3,31

305,067
0

305,06

0,98

20¢eV: 287,
261, 219,
179, 167,
165, 137,
135,125

Cl 5H14O7

(epi)galocat
equina

FAE-
Mi, FB-

(de
Moura
ctal.,
2021;
de
Moura
Martins
ctal.,
2020;
Olivaro
ctal.,
2022)

289,071
9

289,07

0,35

>

20eV: 271,
245,203,
151, 137,
125, 123,

109

Cl 5H14O6

(epi)catequi
na

FAE-
Mi, FB-

(de
Moura
ctal.,
2021;
do
Nascim
ento et
al.,
2020;
Olivaro
ctal.,
2022)

3,51

561,1410

561,14

1,43

20 eV: 435,
407, 289,
271, 245,

125

C30H2601 1

(epi)afz-
(epi)cat |

FAE-
Mi, FB-

(de
Souza et
al.,
2008; Ge
etal,
2016;
Olivaro
etal,
2022)

3,56

833,2099

833,20
87

1,44

25eV: 707,
561, 543,
289,271,

125

C45H37016

(epi)afz-
(epi)afz-
(epi)cat 11

FAE-Mi

(de
Souza et
al.,
2008; Ge
etal,
2016;
Olivaro
etal,
2022)

3.70

577,1351

577.13
51

2,08

>

20eV: 451,
425,407,
289, 245,
161, 125

C30H25012

(epi)cat-
(epi)cat

FAE-
Mi, FB-

(Olivaro
etal,
2022;

Sobeh et

al.,
2018)

430

289,0723

289,07

1,73

20eV: 271,
245,203,
151, 137,

Cl 5H14O6

(epi)catequi
na

FAE-
Mi, FB-

(de
Moura et
al.,
2021; do

37




125, 123, Nascime
109 nto et
al.,
2020;
Olivaro
etal,
2022)
448 | 849,2044 | 849,20 0,94 25¢eV: 723, | C4sH37017 (epi)afz- FAE- (Ge et
36 697,679, (epi)cat_ Ml, FB- al.,
559, 433, (epi)cat 111 Mi 2016;
425, 407, Guetal.,
289,271, 2003;
125 Olivaro
etal,
2022)
450 | 545,1477 | 545,14 440 20eV: 419, | C3Ha5010 (epi)afz- FAE-Mi (Costa
53 273, 164, (epi)afz Silva et
125 al.,
2019; Ge
etal,
2016)
466 | 833.2081 | 83320 | —0.72 | 25eV:707. | CysH37016 | (epi)afz- FAE- (de
87 561, 543, (epi)afz- | Mi, FB- | Souzaet
435,289, (epr)cat III Mi al.,
271, 125 2008; Ge
etal,
2016;
Olivaro
etal,
2022)
485 | 273,0772 | 273,07 1,46 15eV: 255, CisHi:0s | afzelequina | FAE-Mi (Costa
68 229, 205, Silva et
187, 169, al.,
151,137, 2019)
125, 109, 87
5,25 | 755,2034 | 755,20 -0,79 30eV: 301, Cs3sH40020 | Quercetina FAE- (de
40 300 ramnosﬂ M1’ FB- Moura et
rutinosideo Mi al..
2021;
Olivaro
etal,
2022)
5,30 | 609,1474 | 609,14 2,13 30eV: 343, CxHs0016 | quercetina- FAE- (de
61 300, 271, robinosideo | Mi, FB- | Souzaet
178 I Mi al.,
2008;
Olivaro
etal,
2022;
Sakna et
al.,
2019)
5,61 | 561,1410 | 561,14 2,85 20eV: 435, | CsoHz011 (epi)afz- FAE-Mi (de
02 407, 289, (epi)cat 11 Souza et
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271, 245, al.,
125 2008; Ge
etal,
2016;
Olivaro
etal,
2022)
5,66 | 739,2094 | 739,20 0,41 20eV: 593, | C33Hz0010 Canferol FAE- (Sakna
91 575, 285, diramnosid | Mi, FB- | etal,
284,257, €o Mi 2019)
255 hexosideo
5,73 | 593,1527 | 593,15 2.53 30eV: 327, | Cy7H30015 Canferol FAE- (de
12 285,284, robinosideo | Mi, FB- | Souzaet
255,178 Mi al.,
2008;
Sakna et
al.,
2019)
6,02 | 609,1477 | 609,14 2,63 30eV: 301, | CxHs016 | Quercetina | FB-Mi (de
61 300,271, robinosideo Souza et
178 1 al.,
2008;
Olivaro
etal,
2022;
Sakna et
al.,
2019)
6,04 | 463,0890 | 463,08 1,72 30eV: 301, | CuH2012 | Quercetina FAE- (de
82 271,255, hexosideo | Mi, FB- | Souzaet
179, 151, Mi al.,
121 2008;
Olivaro
etal,
2022;
Sakna et
al.,
2019)
833,2083 | 833,20 | —0,48 | 25eV: 707, | C4sH33016 (epi)afz- FAE-Mi (de
87 561, 543, (epi)afz- Souza ct
435, 289, (epi)cat IV al.,
271,125 2008; Ge
etal,
2016;
Olivaro
etal,
2022)
6,34 | 447,0949 | 447,09 3,58 30eV: 327, | CaH201:1 | Canferol ou | FAE-Mi (Abu-
33 284, 285, luteolina Reidah
255,227, hexosideo etal.,
151 2015; de
Moura et
al.,
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2021)

6,43 | 563,1414 | 563,14 | 142 | 30eV:285, | CoHO14 | Canferol FAE- | (Hamed

06 284,255, ramnoside | Mi, FB- | etal,
227,179 o Mi 2016)
pentosideo

Os numeros em negrito indicam o pico-base. Nota:FAE-Mi: fracdo de acetato de etila, FB-
Mi: fracdo n-butanol, cat: catequina, afz: afzelequina, gal: galocatequina.

Em todos os ensaios deste presente estudo, as amostras que obtiveram
melhores resultados foram FAE-Mi e FB-Mi. Uma analise por HPLC-ESI-MS/MS
foi conduzida para identificar as moléculas bioativas presentes nessas fracdes
responsaveis pela atividade biologica apresentada. As moléculas foram
identificadas e interpretadas sobre o tempo de retencao, valores de erro, perfil de
padrdes de fragmentacédo, espectro de massa sequencial e informacdes retiradas

da literatura. A Tabela 1 apresenta as moléculas encontradas na FAE-Mi e FB-Mi.

Dentre as moléculas encontradas, podemos destacar algumas com
potencial antioxidante ja datado na literatura, como quercetina, kaempferol e

derivados glicosilados e derivados de catequina.

3.3 Prospecgdes fitoquimicas — Fendis totais, flavonoides e taninos

condensados

Os valores de referencia do conteudo de fendis totais, flavonoides e taninos
condensados presentes no extrato etandlico e fragdes organicas de Maytenus
ilicifolia sdo mostrados na tabela 2 abaixo. No conteudo de fendis totais, as
fracbes com menores valores de referencia foram FHM-Mi (50,71 £ 38,87 mg
EAG/g) e FDM-Mi (72,87 + 13,09 mg EAG/g), as demais fragbes apresentaram
valores acima de 100 mg EAG/g. No conteudo de flavonoides, as fragbes com
maiores valores de referéncia foram FAE-Mi (656,52 + 32,19 mg EQ/g) e FB-Mi
(439,38 £ 34,72 mg EQ/qg), e a fragdo com menor valor foi a FHM-Mi (60,61 + 6,14
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mg EQ/Q). Ja no ensaio de analise de taninos condensados, as fragbes com
maiores valores foram novamente FAE-Mi (2676,38 + 182,42 mg EC/g) e FB-Mi

(1014,86 + 61,47 mg EC/g) e as de menores valores foram FHM-Mi (67,02 + 1,98
mg EC/g) e FDM-Mi (152,55 + 3,96 mg EC/Q).

Tabela 2 — quantificagdo do conteido de fenéis totais, flavonoides e taninos condensados do
extrato etanolico de Maytenus ilicifolia e suas fracdes organicas.

Amostras

Fendis Totais (mg
EAG/g)

Flavonoides (mg
EQ/g)

Taninos condensados (mg
EC/g)

EE-Mi

187,33 + 11,50 &

351,40 £ 37,61 @€

797,53+£7,93°2

FH-Mi

115,51 + 17,05 &

270,33 +11,932

386,70 +21,81°

FDM-Mi

72,87 £13,09 @

260,35+ 16,63 @

152,55 + 3,96 ¥

FAE-Mi

299,82 +72,99°

656,52 +32,19°

2676,38 £ 182,42 ¢

FB-Mi

206,40 £ 9,91 2

439,38 + 34,72 ¢

1014,86 £ 61,47 2

FHM-Mi

50,71 £38,87 ¢

60,61 + 6,14 ¢

67,02 +1,98¢

Nota: EE-Mi: extrato etandlico, FH-Mi: fracio de hexano, FDM-Mi: fracdo de diclorometano, FAE-
Mi: fracdo de acetato de etila, FB-Mi: fracdo n-butanol, FHM-Mi: fracdo aquosa. Letras diferentes

indicam significAncia estatistica (p < 0,05).
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3.4 Analise da capacidade antioxidante
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Fig. 2. Analise da capacidade antioxidante do extrato etanolico e fragdes organicas da Maytenus
ilicifolia nos métodos de FRAP (A), ORAC (B) e DPPH (C). Os valores da média e desvio padréo
(¥) sdo expressos como pmol de trolox (eq.g-') nos dois métodos FRAP e ORAC e porcentagem
da capacidade antioxidante (%) no ensaio de DPPH. Valores de ECsp sd0 expressos como média
e erro padrdo da média (x). Nota: EE-Mi: extrato etanodlico, FH-Mi: fracdo de hexano, FDM-Mi:
fracdo de diclorometano, FAE-Mi: fracdo de acetato de etila, FB-Mi: fracdo n-butanol, FHM-Mi:
fragdo aquosa. Quercetina foi usada como controle positivo. Letras diferentes indicam significancia
estatistica (p < 0.05).

No método de FRAP (A), a FAE-Mi obteve a maior capacidade antioxidante
(954 +
quercetina (987.8 £

51,43 pmol trolox eqg.eg™), conseguindo ser similar ao controle positivo
10,15 umol trolox eqg.eg™’). EE-Mi (671.2 + 29.34) e FB-Mi
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(752 £ 34.83) obtiveram melhores valores em relagcéo a FH-Mi (524.6 + 20), FDM-
Mi(511.8 £ 50.96) e FHM-Mi (174.2 £+ 31.89).

Na metodologia do ORAC (B), todas as fragdes apresentaram capacidade
antioxidante frente a oxidagdo do radical peroxil, sendo que todos os valores
foram maiores que o controle positivo, porém sem significancia estatistica entre si.
A fracdo com maior valor bruto foi FAE-Mi (2510 = 67.98). Quercetina foi utilizada

como controle positivo (2279 + 18.45).

No ensaio de DPPH, o controle positivo quercetina e as amostras FAE-Mi e
EE-Mi obtiveram os menores valores de ECs0 (0.36 £ 0.13; 2.42 + 0.57; 566 £ 1.2
respectivamente). As fragbes FH-Mi, FDM-Mi e FHM-Mi obtiveram os maiores
valores de IC50 e consequentemente diferenca estatistica em relagéo ao controle
positivo.

3.5 Analise da inibigdo da formagéao de AGEs
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Fig. 3. Atividade de inibicdo da glicacdo do extrato etandlico e fracbes organicas da Maytenus
ilicifolia em modelo BSA/MGO (A), BSA/FRUTOSE (B), BSA/ARG (C) e COLAGENO/MGO (D). Os
valores da média e erro padrdo () sdo expressos como valores de ECso. Nota: EE-Mi: extrato
etandlico, FH-Mi: fracdo de hexano, FDM-Mi: fracdo de diclorometano, FAE-Mi: fracdo de acetato
de etila, FB-Mi: fracdo n-butanol, FHM-Mi: fracdo aquosa. Quercetina foi utilizada como controle
positivo em todos 0s modelos. N.A: N&o atividade. Letras diferentes indicam significAncia
estatistica (p < 0,05).

No modelo de BSA-MGO, nenhuma amostra conseguiu inibir a glicacao de
BSA ao mesmo nivel que o controle positivo quercetina (0,04 + 0,004), porém as
fracbes organicas que obtiveram os melhores valores de ECso e
consequentemente foram estatisticamente idénticas em relacdo a quercetina
foram FAE-Mi (0,16 = 0,02) e FH-Mi (0,35 £ 0,05). A fracdo com maior valor de
ECso foi FDM-Mi (0,44 £ 0,09) seguida da FB-Mi (0,43 + 0,10) e EE-Mi (0,42 +

0,15). A fracao aquosa nao obteve atividade.

No modelo de BSA-FRU, as fragcbes com melhor atividade antiglicante
frente a frutose foram FB-Mi (18,26 £ 2,04) e FHM-Mi (43,82 + 13,72), obtendo um
valor proximo ao do controle positivo quercetina (1,62 = 0,60), porem
estatisticamente diferentes. As amostras FDM-Mi e FAE-Mi n&o obtiveram

atividade antiglicante suficiente para realizacdo do ECso.

No modelo de ARG-MGO, as fracdes com menor valor de ECso e
consequentemente melhor atividade antiglicante foram FAE-Mi (0,21 + 0,03) e
FDM-Mi (0,41 + 0,16). As demais fracGes obtiveram valores similares (EE-Mi 0,52
+ 0,11; FH-Mi 0,56 = 0,13; FB-Mi 0,49 % 0,24), porém nenhuma capaz de inibir a
glicacdo tanto quanto o controle positivo quercetina (0,03 + 0,003). A fracdo FHM-

Mi ndo obteve resultado.

No modelo de COL-MGO, as fracbées FAE-Mi (0,010 + 0,002) e FB-Mi
(0,018 = 0,005) foram as que obtiveram menor valor de ECso, sendo capazes de
ter maior atividade antiglicante até mesmo em relagdo ao controle positivo
quercetina (0,034 + 0,008). As fragbes EE-Mi (0,056 £ 0,016) e FH-Mi (0,134 +
0,055) obtiveram maiores valores de ECso. As fracdes FDM-Mi e FHM-Mi néo

apresentaram atividade.
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3.6 Inibicao da Peroxidagao Lipidica
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Fig. 4. Analise da peroxidacao lipidica em figado de rato saudavel tratado com extrato etanolico e
fracOes orgéanicas da Maytenus ilicifolia. Os valores da média e desvio padrao () sdo expressos
como nmol MDA/mg de proteina. Nota: EE-Mi: extrato etanodlico, FH-Mi: fragdo de hexano, FDM-
Mi: fracdo de diclorometano, FAE-Mi: fragdo de acetato de etila, FB-Mi: fracdo n-butanol, FHM-Mi:
fracdo aquosa. Quercetina foi usada como controle positivo. Letras diferentes indicam significancia
estatistica (p < 0.05).

No método de medi¢do de malondialdeido (TBARS), o tecido hepatico que

H+

sofreu oxidagdo e peroxidacédo lipidica apresentou um valor de (THO 0,36
0,011), significativamente diferente e distante do tecido ndo oxidado (PBS 0,09 +
0,03), ambos utilizados como controle. O tecido hepatico oxidado que foi tratado
com as fragcdes organicas EE-Mi (0,11 + 0,005), FAE-Mi (0,10 + 0,003) e FB-Mi
(0,09 + 0,008) apresentaram baixa peroxidacdo lipidica em comparagcao com as
fracdes FHM-Mi (0,17 + 0,002), FH-Mi (0,39 + 0,024) e FDM-Mi (0,26 £ 0,008).
Quercetina (0,08 £ 0,001) foi utilizada como controle positivo e também inibiu a

peroxidacao lipidica.
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3.7 Analise da protecdo da oxidagao, glicagao e peroxidacgao lipidica da
LDL
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Fig. 5. Analise da oxidacao (A), peroxidacao lipidica (B) e inibigcdo da glicacdo (C) de LDL humana
tratada com extrato etandlico e fragbes organicas de Maytenus ilicifolia. Os valores da média e
desvio padrdo () sdo expressos como AUC — “drea under curve” para oxidacdo (A), umol MDA/
mg Proteinas para peroxidacéo lipidica (B) e porcentagem de inibicdo da glicacdo (C). Nota: EE-
Mi: extrato etanélico, FH-Mi: fracdo de hexano, FDM-Mi: fracdo de diclorometano, FAE-Mi: fracio
de acetato de etila, FB-Mi: fracdo n-butanol, FHM-Mi: fracdo aquosa. LDL: low-density lipoprotein
(lipoproteina de baixa densidade) e LDLox: low-density lipoprotein oxidated (lipoproteina de baixa
densidade oxidada). Quercetina foi usada como controle positivo. Letras diferentes indicam
significancia estatistica (p < 0.05).
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No método de inibicdo da oxidagdo da LDL, as fragdes organicas com
melhor potencial de inibicdo foram as fragcdes de EE-Mi (0,76 + 0,38), FH-Mi (1,50
+ 0,34) e FB-Mi (2,35 £ 0,58) estatisticamente semelhantes a LDL (1,30 £ 0,002).
As fracbes FDM-Mi, FAE-Mi e FHM-Mi obtiveram os respectivos valores: 3,45 +
0,75,3,49+£0,46 e 13,42 £ 0,74.

Surpreendentemente, no método de quantificagdo de malondialdeido
(TBARS), todas as amostras, incluindo o controle positivo, foram capazes de inibir
100% da peroxidacéo lipidica. A LDL oxidada obteve valor de 0,52 £ 0,02 umol
MDA/ mg Proteinas.

No ensaio de inibi¢do de glicagdo da LDL frente ao MGO, a fragdo FAE-Mi
(99,91 £ 0,12) obteve a melhor resposta e foi estatisticamente semelhante ao
controle positivo quercetina (100 + 0). As demais fracbes EE-Mi (85,19 £ 0,68),
FH-Mi (71,16 £ 0,12), FDM-Mi (47,01 £ 2,92) e FB-Mi (68,01 + 2,57) conseguiram
inibir a glicacdo porém com menor intensidade. A Fracdo FHM-Mi ndo obteve

nenhuma atividade inibitéria da glicagéo.

3.8 Analise da capacidade de inibicdao enzimatica
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Fig. 6. Atividade de inibicdo da a-glicosidase (A), a-amilase (B), butirilcolinesterase (C) e
acetilcolinesterase (D) do extrato etandlico e fracdes organicas da Maytenus ilicifolia. Os valores
da média e desvio padrio (x) sd0 expressos como porcentagem de inibicdo (%) das enzimas e
valores de ECso sdo expressos como média e erro padrdo da média (+).Nota: EE-Mi: extrato
etandlico, FH-Mi: fracdo de hexano, FDM-Mi: fracdo de diclorometano, FAE-Mi: fracdo de acetato

de etila, FB-Mi: fracdo n-butanol,

FHM-Mi: fracdo aquosa. Acarbose foi usada como controle

positivo nos ensaios de inibicdo da a-glicosidase e inibicdo da a-amilase. Galantamina e
Rivastigmina foram utilizadas como controle positivo nos ensaios de inbicdo da acetilcolinesterase
e butirilcolinesterase. N.A: Nao atividade. Letras diferentes indicam significAncia estatistica (p <

0.05).
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No método de inibicdo enzimatica da a-glicosidase (A) nenhuma fracdo
organica teve potencial de inibicdo acima do controle positivo acarbose (63,27%).
As fracbes EE-Mi (19,32%), FAE-Mi (14,40%) e FB-Mi (15,46%) apresentam
valores significativamente maiores que as demais fracbes (FH-Mi: 0%; FDM-Mi:
6,13%; FHM-Mi: 0%).

No método de inibicdo enzimatica da a-amilase (B) as fracbes organicas
que se mostraram com melhor atividade foram FAE-Mi (0.09 £ 0.022), FB-Mi (0.31
+ 0.101) e EE-Mi (0.953 = 0.277). FH-Mi, FDM-Mi e FHM-Mi n&o obtiveram
atividade. O controle positivo acarbose teve o menor valor de ECso no
experimento (0.005 + 0.001).

No método de inibicdo enzimatica da butirilcolinesterase (C) nenhuma
fracdo organica conseguiu inibir tanto quanto os controles positivos, galantamina
(82,69%) e rivastigmina (82,15%), porém as fracbes organicas com melhor
atividade inibitéria capazes de ser significativamente semelhante aos controles
foram FDM-Mi (56,84%) e FAE-Mi (52,18%). As demais fracbes apresentaram
resultados inferiores a 50% de inibicdo e foram significativamente diferentes
relacionadas os controles (EE-Mi: 44,01%; FB-Mi: 37,02%; FH-Mi: 37,02%; FHM-
Mi: 5,42%).

No método de inibicdo enzimatica da acetilcolinesterase (D) nenhuma
fracdo organica conseguiu inibir tanto quanto o controle positivo Galantamina
(73,88 %). As fracbes organicas com melhor atividade inibitéria foram FAE-Mi
(49,49%) e FB-Mi (44,77%). As demais fragcdes obtiveram valores inferiores. As
fracbes de EE-Mi (31,75%), FH-Mi (40,67%) e FDM-Mi (36,49%) foram
significativamente semelhantes entre si. A fracdo com resultado mais baixo
inibitério de acetilcolinesterase foi FHM-Mi (24,37%).
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3.9 Analise da atividade antimicrobiana

Resultados em pg/mL

BACTERIAS PELE

Staphylococcus Staphylococcus Pseudomonas Burkholderia
Maytenus ilicifolia aureus epidermidis aeruginosa cepacia
ATCC 29213 ATCC 1228 ATCC 27853 ATCC 25416
EE-Mi 250 125 500 125
FH-Mi 500 125 500 125
FDM-Mi 500 250 500 125
FAE-Mi 250 125 250 62,5
FB-Mi 500 125 500 125
FHM-Mi 2000 500 500 250
Quercetina 500 62,5 2000 250
Cloranfenicol - - - >5,9
Gentamicina 0,7375 0,0461 0,7375 -
BACTERIAS PELE - Anaerébia
Maytenus Cutibacterium acnes ATCC
ilicifolia 11827
EE-Mi 15,62
FH-Mi 7,81
FDM-Mi 7,81
FAE-Mi 125
FB-Mi 500
FHM-Mi 500
Quercetina 1000
Gentamicina 5,9
-: Nao avaliado

Concentragdes das amostras avaliadas frente as bactérias = 0,98 yg/mL a 200 pg/mL
Concentragdes do controle positivo testado Cloranfenicol = 0,0115 yg/mL a 5,9 yg/mL
Concentragdes do controle positivo testado Gentamicina = 0,0115 pg/mL a 5,9 ug/mL

Tabela 3. Atividade antimicrobiana in vitro (MIC) do extrato etandlico e fracbes orgdnicas da
Maytenus ilicifolia  contra  bactérias da pele aerdbias  Staphylococcus aureus,
Staphylococcusepidermidi, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia e bactéria da pele
anaerobia Cutibacterium acnes. Os valores de inibicdo foram expressos em ug/mL. Nota: EE-Mi:
extrato etanodlico, FH-Mi: fracdo de hexano, FDM-Mi: fracdo de diclorometano, FAE-Mi: fracdo de
acetato de etila, FB-Mi: fracdo n-butanol, FHM-Mi: fracido aquosa. Cloranfenicol e Gentamicina
foram utilizadas como controle positivo. Quercetina foi testada a titulo de comparacdo com os
demais ensaios deste artigo.

Os valores de MIC foram expressos como concentragdo de amostra frente
as bactérias, a fracdo que obteve melhor atividade antimicrobiana em bactérias da

pele aerdbias foi EtOAc, variando sua concentragdo entre 62,5 até 250 pg/mL,
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porém nenhuma outra fracdo organica e até mesmo a quercetina foram capazes
de inibir as bactérias com a mesma intensidade que o controle positivo
Gentamicina e Cloranfenicol. No teste de MIC em bactéria anaerdbia, as fragbes
de FH-Mi (7,81), FDM-Mi (7,81) e EE-Mi (15,62) obtiveram valores proximos ao
controle positivo (5,9), mostrando assim uma excelente atividade antimicrobiana.
As demais fragbes testadas e a quercetina ndo se mostraram eficientes frente a

Cutibacterium acnes, tendo valores superiores a 125.

4. Discussao

Uma das vantagens dos compostos bioativos naturais esta associada a
suas propriedades antioxidantes, inibidores da formac&o de produtos avancados
de glicacdo e da inibicdo da atividade de enzimas, como as hidrolases
glicosidicas. A identificagdo por espectroscopia de massas de alta resolugdo
obtida na andlise de HPLC-ESI-MS/MS confirmaram a anotacdo de diversas
moléculas bioativa na folha de Maytenus ilicifolia. Na analise de FAEMi, foram
encontradas flavonoides, compostos fendlicos e taninos condensados. Os
compostos ativos encontrados quercetina, kampferol, rutina e derivados de
catequina (Tabela 1) s&o responsaveis pelo alto potencial biologico do composto
estudado. Biomoléculas similares foram também identificadas na fracdo FBMi, em
acordo com as polaridades proximas entre esses dois solventes durante a
particdo liquido-liquido do extrato etandlico. Estudos conduzidos por Baggio et al.,
(2009) identificaram compostos bioativos que corroboram com o presente estudo,
entre estes, quercetina, kaempferol, catequina e cpigalatocatequina e tanino
contendo oligdbmeros dessas catequinas também foram identificadas nas folhas

de Maytenus ilicifolia (Olivaro et al., 2022).

O teor de fendis totais, flavonoides e taninos condensados encontrados
(Tabela 2) nas folhas de Maytenus ilicifolia explica a elevada capacidade

antioxidante das fragcdes. Os compostos identificados no HPLC-ESI-MS/MS sé&o
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frequentemente reportados na literatura como potentes antioxidantes como, por
exemplo, a quercetina, (epi)catequina e kampferol. Neste estudo foram escolhidos
trés métodos para elucidar a atividade antioxidante total das amostras, cada
meétodo conseguimos verificar uma via de antioxidagdo diferente, sendo que no
FRAP verificamos a capacidade da amostra em quelar ions metalicos através da
doagdo de elétrons, no DPPH verificamos a capacidade da amostra em
sequestrar um radical e no ORAC verificamos a capacidade da amostra de reduzir
moléculas de hidrogénio (Figura 1 — A/B/C). Concluimos que todas as amostras
testadas, com excecdo da FHMMi no ensaio de FRAP, obtiveram capacidade
antioxidante. Os compostos ativos encontrados nas amostras possuem
capacidade de sequestrar um radical livre, reduzir moléculas de hidrogénio e
atuar como doadoras de elétrons (Grzesik et al., 2018; Xu et al., 2019). Estudos
anteriores ja haviam mostrado que a capacidade antioxidante de Maytenus
ilicifolia € proporcional a sua quantidade de polifenois totais (Pessuto et al., 2009).
O presente estudo € um dos primeiros a relatar niveis de ORAC para a M.
ilicifolia, mas estudos anteriores relataram a atividade de espécies distintas do

mesmo género Maytenus, porém em diferentes formas de extragéo e dilui¢ao.

A oxidacdo da LDL pode ser iniciada pelo processo de estresse oxidativo,
que a longo prazo, acarreta complicagdes no organismo, podendo até levar ao
surgimento de aterosclerose (Niki, 2018). O presente estudo revela um grande
potencial da Maytenus ilicifolia na protecdo da oxidagéo da LDL. A capacidade
antioxidante de compostos naturais ajuda a estabilizar as membranas celulares
eliminando os radicais livres formados (peroxil, ROS e radicais superdxido), e
pode auxiliar a diminuir 0 estresse oxidativo e consequentemente diminuir o

processo de oxidacio.

Estudos mostram que flavonoides, como quercetina e catequina, interagem
com a superficie da LDL através de sitios contendo acidos graxos ou residuos de
agucar, protegendo assim essas estruturas de ataques de radicais livres (Aviram
& Fuhrman, 2002).

53



O extrato etandlico e fragbes de M. ilicifolia, na concentragéo de apenas 1
Mg/mL, foi capaz de inibir 100% da peroxidacéo lipidica induzida pela oxidacao da
LDL. Devido a polaridade de cada diluente organico utilizado no fracionamento
liquido-liquido ser diferente, diversas classes de compostos como, por exemplo:
alcalbides, triterpenos, diterpenos, flavonoides e taninos estavam presentes nas
amostras. Essas classes possuem moléculas que por sua vez conseguem inibir 0
processo de peroxidacao lipidica por meio da interagdo com o ion metalico Cu?*
(Kaurinovic & Vastag, 2019), utilizado no experimento para induzir a oxidagéo da
LDL ou até mesmo podem interagir diretamente com a por¢do hidrofébica dos
lipideos de membrana para proteger da oxidacdo e manter a integridade da
membrana ou ainda, conseguem doar um elétron para estabilizar um radical livre
presente no meio (Cium et al, 2020). Ja no teste de quantificacdo de
malondialdéido em tecido hepatico, as EEMi, FAEMi e FBMi apresentaram
elevada capacidade de reducdo da peroxidagdo lipidica. A presenca de
compostos antioxidantes diminui o processo de peroxidagao lipidica através do
controle da produgéo das espécies reativas de oxigénio (Gaschler et al., 2018).
Um estudo realizado por Justino et al., (2018) mostrou que o extrato etandlico e
fracbes orgénicas de Annona muricata foram capazes de inibir a peroxidagéao
lipidica devido a alta concentracdo de derivados glicosilados de quercetina,
kaempferol e catequina, tais compostos também encontrados no extrato etandlico

e fragcbes de M. ilicifolia.

No presente estudo, as amostras FAEMi, FBMi foram as melhores
candidatas a inibirem a atividade da enzima a-amilase. Essas amostras possuem
em sua composi¢cdo a catequina e analogos de catequina, que por sua vez sao
descritas como fortes inibidores de a-amilase, devido a capacidade das estruturas
oligoméricas n&o hidrolisaveis ocuparem o sitio de ligacdo do substrato na enzima
(Yilmazer-Musa et al., 2012). Estudos do nosso grupo ja mostraram a alta
capacidade inibitéria de outros compostos organicos com grupamentos catequina
frente a atividade da enzima a-amilase (Allisson Benatti Justino et al., 2022). A

atividade da enzima a-glicosidase n&o foi inibida da mesma intensidade. Grupos
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galato eterificados para posigéo 3 de anéis C de flavonoides séo essenciais para
inibicdo da a-glicosidase (Kamiyama et al., 2010), tais grupos nao sao

encontrados nas amostras testadas neste estudo.

O potencial inibitdério de acetilcolinesterase e butirilcolinesterase das
fracbes organicas da folha de Maytenus ilicifolia até entdo n&o haviam sido
elucidadas e os resultados obtidos foram que as amostras FDMMi, FAEMi e FBMi
obtiveram o0s maiores valores de inibicdo. Pesquisas anteriores mostraram que
ambas as enzimas possuem 50% de similaridade estrutural (Rosenberry et al.,
2017, Silman & Sussman, 2017) e sdo susceptiveis a agdo de compostos e
solventes organicos (Novales & Schwans, 2022), portanto, novos estudos devem
ser realizados para elucidar a atividade dos compostos encontrados nas folhas de

espinheira-santa.

Os produtos de glicacdo avangada (AGEs) podem integrar o organismo de
duas formas, através da dieta ou através da hiperglicemia. Métodos in vitro tém
sido desenvolvidos para avaliar a capacidade antiglicante de determinado
composto para proteger moléculas alvo. No presente estudo, identificamos que a
fracdo FAEMi apresentou o menor valor de ECso da capacidade de inibicdo da
glicacdo de BSA frente ao metilglioxal e arginina frente ao metilglioxal. A fragéo
FBMi apresentou capacidade de inibicdo da glicacdo de BSA frente ao agente
glicante frutose. Uma pesquisa previamente realizada mostrou que a formagéo de
AGEs pode ser prevenida por meio de compostos antioxidantes e quelantes de
ions metalicos (Zhou et al., 2020). No caso da FAEMi e FBMi o mecanismo de
inibicdo pode ter ocorrido devido a presenca de catequinas e proantocianidinas,
que possuem capacidade de bloquear a formacdo das bases de Schiff pela
inibicdo da ligagdo de grupos amino, inibir compostos carbonilicos reativos e inibir
a auto oxidagdo de agucares (Perez Gutierrez & Velazquez, 2020). Outros
estudos corroboram com os achados, Franco et al., (2020) mostrou o efeito do

extrato etandlico e fragbes de Bauhinia forficata, que possuem moléculas ativas
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similares as encontradas na M.ilicifolia, como derivados de kaempferol e

quercetina na inibicao da formacao de produtos avancados de glicacéo.

Novas medidas devem ser tomadas para entender e conter os problemas
dermatolégicos oriundos do envelhecimento da pele, um melhor entendimento de
fatores intrinsecos e extrinsecos ajuda a determinar qual o grau de influéncia que
fatores externos (raios UV, dieta, atividade fisica, etc) e internos (glicacéo de
proteinas) possuem sobre o envelhecimento da pele (Farage et al., 2008). Uma
abordagem relativa ao estudo in vitro da formagéo de AGE’s em decorréncia do
envelhecimento tem chamado bastante atencédo de pesquisadores de todo o
mundo, o “skin ageing’, refere-se a expressao em inglés para envelhecimento da
pele, onde o colageno € o principal alvo de glicagdo (Gkogkolou et al., 2012).
Supreendentemente, as FAEMi e FBMi foram capazes de inibir a glicagédo do
colageno frente ao metilglioxal. A quebra dos AGEs por compostos fendlicos
naturais € conhecida pela capacidade desses compostos em prender espécies
reativas de carbonila, e além disso, conseguiram proteger o nucleo lipidico dessa

lipoproteina (Heung et al., 2021; Meyer et al., 1998).

Esses achados reforcam as aplicagbes da Maytenus ilicifolia na
cicatrizacio de feridas, como demonstrado por de Moura et al., (2021). Até entéo,
nenhum modelo in vitro de antiglicacdo de colageno frente ao metilglioxal com
fragbes da folha de espinheira-santa havia sido feito. Novos estudos in vivo
devem ser realizados para determinar a real capacidade dessa espécie, € uma
vez elucidados, novos fitoterapicos podem ser desenvolvidos a base de
espinheira-santa para tratamento de ulcera ou gastrite, assim como ja € descrito
no RENAME.

Pesquisas comprovaram que extratos de plantas podem atuar como
agentes antimicrobianos, porém a atividade inibitéria pode ser dependente da
polaridade e da classificacdo da bactéria, onde extratos mais apolares inibem
mais o crescimento bacteriano em relagéo a extratos polares (Vieitez et al., 2018).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que as fragbes de FHeMi e FDMMi
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apresentaram uma alta atividade (similar ao controle positivo) frente a bactéria
anaerdbia gram-positiva Cutibacterium acnes ATCC11827, causadora da acne,
este resultado confirma a hipdtese da influéncia da polaridade na inibicdo do
crescimento bacteriano, onde compostos apolares sao mais eficientes em relacao
a compostos polares. A C. acnes € encontrada em baixos niveis na pele, porém, &
uma bactéria resistente em ambiente hiperseborreico (foliculos sebaceos) (Dréno
et al., 2018) e tem se tornado um problema muito comum nas ultimas décadas,
principalmente em individuos de idade entre 15 e 20 anos, possivelmente, a
proliferacdo da bactéria esta ligada a questbes hormonais (Alkhawaja et al.,
2020). A resisténcia da C. acnes frente aos antibidticos esta aumentando em todo
0 mundo e os padrbes de resisténcia sdo variados, seja resisténcia a um
antibidtico, a dois antibidticos ou até mesmo a multiplas drogas diferentes (N.
Zhang et al., 2019), além disso, os efeitos colaterais do uso de antibidticos por
tempo prolongado prejudica a saude e pode também promover a resisténcia
bacteriana. Moléculas bioativas provindas de fonte botanica atraem a atencéo de
pesquisadores, uma vez que muitas sdo eficientes em combater as bactérias e
podem apresentar outras fungdes adjuntas, como acdo anti-inflamatoria,
antioxidante e cicatrizante (Pineau et al., 2019). Até ent&o, a utilizacdo de fragdes
organicas de M. ilicifolia no tratamento da C. acnes n&do havia sido elucidado. A
atividade antimicrobiana da Maytenus ilicifolia foi documentada em uma pesquisa
feita por Paula et al., (2021), porém a planta foi utilizada no combater a H. pylori
(bactéria responsavel pela gastrite e ulcera que se aloja na mucosa estomacal) e
os resultados mostram que a adeséo da bactéria na célula da mucosa estomacal

foi reduzida na presencga da planta.

5. Concluséao

Em resumo, as FAEMi e FBMi apresentaram os maiores valores no conteudo de
fendis totais, atividade antioxidante, inibicio da oxidacio e peroxidacao lipidica da

LDL e em tecido hepatico, atividade inibitéria da enzima a-amilase e atividade
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inibitéria da glicagédo de BSA, Colageno e LDL frente ao metilglioxal, e as fragbes
de FHeMi e FDMMi foram capazes de inibir o desenvolvimento da bactéria

causadora da acne.

Varias biomoléculas conhecidas como potentes antioxidantes foram encontradas
nas amostras FAEMi e FBMi. Além disso, este trabalho mostra novos estudos
biolégicos realizados com extrato etandlico da folha de Maytenus ilicifolia e suas
fragcbes organicas, apresentando o grande potencial que essa planta pode

oferecer.
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(-)-IES/IEMEM do kaempferol-O-rhamnosideo-O-pentosideo (m/z 563.141 [M — HJ ).
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