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Resumo

As doencas pigmentares, como vitiligo e melasma, sao condicdes médicas que afetam a coloracéo da
pele, cabelo e olhos devido a um desequilibrio na producao ou distribuicdo de pigmentos, como a
melanina. Tendo em conta esta problematica, no presente trabalho foi estudado o papel de extratos de
fontes naturais, na regulacao da acéo da tirosinase, sendo esta fundamental no processo de sintese da
melanina, pela conversao do aminoacido tirosina em melanina. Devido a sua biodegradabilidade e
auséncia de toxicidade, os extratos provenientes de fontes naturais (no caso o tomilho, a cortica, a
lavanda, o eucalipto e o cacau) representam uma excelente alternativa para substituir compostos
sintéticos na industria de cosméticos

Existe uma necessidade permanente de desenvolver técnicas ecologicas e eficazes para substituir os
solventes e métodos tradicionais. Para a extracao foram usados tanto solventes eutécticos (SE) como
solventes hidroetandlicos (HE), e aplicaram-se dois métodos de extracao: i) extracao assistida por pas e
i) extracdo assistida por misturadora planetaria. O maior rendimento de extracao foi obtido para o extrato
tomilho usando SE 1:1 (Glicerol: Acido Latico), pas,90 min (0,74 g de extrato/g de material inicial). Os
melhores resultados e termos de teor em fendlicos e flavonoides foram obtidos para o extrato de cortica
(1,76-362,09 mg EAG/g de extrato, com HE) e em teor em flavonoides (4,28-1448,16 mg EQ/g de
extrato, com HE), respetivamente. Dos extratos testados, relativamente atividade antioxidante, no ensaio
de DPPH e no ensaio ABTS o melhor foi o da cortica extraida com HE (ECs, de 0,346-0,578 mg/mL e
ECs, de 28,840-42,958 mg/mL, respetivamente), e no ensaio do FRAP o melhor foi o da lavanda extraida
com HE (ET de 2,617-9,964 mg/mL). Além disso, investigou-se o potencial quanto ao fator de protecao
solar (FPS) dos extratos e os resultados revelaram mais uma vez o extrato de cortica como o mais
promissor (FPS 0,032-10,427). Foi avaliada a capacidade de inibicao da tirosinase por parte dos extratos
obtidos, tendo o tomilho revelado a maior capacidade de inibicdo da enzima (34,4-46%). Neste trabalho
foram produzidas nanoparticulas de quitosano com extrato das cinco fontes naturais encapsuladas. As
nanoparticulas revelaram uma morfologia esférica com diametro médio de 195nm e carga superficial de
37mVs. O perfil de libertacao do extrato foi avaliado tendo-se obtido 42% de libertacao para o extrato de
eucalipto e 26% para o extrato de cacau, tendo estes dois extratos obtido as maiores percentagens de
libertacdo. Os extratos provenientes de fontes naturais evidenciam propriedades promissoras que
demonstram que poderao ser integrados em formulacdes cosméticas para tratar doencas pigmentares.
Palavras-chave: Compostos bioativos; doencas pigmentares; extratos naturais; nanoparticulas

tirosinase



Abstract

Pigmentary diseases such as vitiligo and melasma are medical conditions that affect the coloring of the
skin, hair and eyes due to an imbalance in the production or distribution of pigments such as melanin.
In view of this problem, this study investigated the role of extracts from natural sources in regulating the
action of tyrosinase, which is fundamental in the process of melanin synthesis, by converting the amino
acid tyrosine into melanin. Due to their biodegradability and lack of toxicity, extracts from natural sources
(in this case thyme, cork, lavender, eucalyptus and cocoa) represent an excellent alternative for replacing
synthetic compounds in the cosmetics industry.

There is an ongoing need to develop environmentally friendly and effective techniques to replace
traditional solvents and methods. Both eutectic solvents (ES) and hydroethanolic solvents (HE) were used
for extraction, and two extraction methods were applied: i) paddle-assisted extraction and ii) planetary
mixer-assisted extraction. The highest extraction yield was obtained for the thyme extract using SE 1:1
(Glycerol: Lactic Acid), paddles, 90 min (0.74 g of extract/g of initial material). The best results in terms
of phenolic and flavonoid content were obtained for the cork extract (1.76-362.09 mg GAE/g extract, with
HE) and flavonoid content (4.28-1448.16 mg QE/g extract, with HE), respectively. Of the extracts tested,
in terms of antioxidant activity, the best in the DPPH test and ABTS test was cork extracted with HE (EC.,
of 0.346-0.578 mg/mL and EC,, of 28.840-42.958 mg/mlL, respectively), and the best in the FRAP test
was lavender extracted with HE (ET of 2.617-9.964 mg/mL). In addition, the extracts sun protection
factor (SPF) potential was investigated and the results once again revealed the cork extract as the most
promising (SPF 0.032-10.427). The tyrosinase inhibition capacity of the extracts obtained was assessed,
with thyme showing the greatest capacity to inhibit the enzyme (34.4-46%). In this work, chitosan
nanoparticles were produced with extracts from the five natural sources encapsulated. The nanoparticles
showed a spherical morphology with an average diameter of 195nm and a surface charge of 37mV. The
release profile of the extract was evaluated, with 42% release for the eucalyptus extract and 26% for the
cocoa extract, with these two extracts having the highest release percentages. Extracts from natural
sources show promising properties which demonstrate that they could be integrated into cosmetic
formulations to treat pigmentary disorders.

Keywords: Bioactive compounds; pigmentary diseases; natural extracts; nanoparticles; tyrosinase
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1. Estado de arte

1.1 Melanina

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, desempenhando a funcao de protecao contra fatores
térmicos, mecanicos, quimicos e microbianos a que este esta sujeito (Hussein, 2005; Palm &
O’Donoghue, 2007; Svobodova et al., 2006). A pele representa uma grande parte da aparéncia fisica de
uma pessoa, por isso € fundamental protegéla de problemas como textura aspera, rugas,
envelhecimento, hiper ou hipopigmentacao, entre outros (Gonzalez et al., 2008; Sgarbi et al., 2007).

A melanina é um pigmento bioldgico produzido na forma de polimero por células de melandcitos
localizados no estrato basal da epiderme da pele, essencial para a producao de cor na pele humana,
sendo também responsavel pela coloracdo do cabelo, olhos e outras estruturas do corpo, sendo o
principal pigmento responsavel pela protecao da pele contra os danos induzidos por radiacao ultravioleta
(Fenget al., 2022; Hanamura et al., 2008; J. Y. Lin & Fisher, 2007; Wang et al., 2006). Os dois principais
tipos de células que constituem a epiderme da pele séo os queratindcitos, que se encontram em grande
quantidade em todas as camadas da epiderme e produzem queratina para atuar na protecao das células
epiteliais do stresse mecanico ou nao mecanico; e os melanocitos, que se encontram na camada basal
da epiderme e produzem o pigmento protetor, melanina. Os melandcitos sdo células que tém origem na
crista neural durante o desenvolvimento embrionario como melanoblastos dérmicos e migram para a
epiderme. Os queratindcitos sdo células que se reproduzem e desenvolvem e passam por um processo
continuo de diferenciacdo em direcdo as camadas mais externas da epiderme. Esse processo resulta na
formacao de cinco camadas distintas da pele, conhecidas como estrato basal, estrato espinhoso, estrato
granuloso, estrato lucido e estrato corneo, que se encontram apenas na pele grossa, enquanto na pele
fina, que é a que abrange a maior parte do corpo humano, o estrato ltcido ndo estd presente. Cada
melandcito € capaz de se ligar a cerca de 40 queratindcitos viaveis através das suas dendrites,
conseguindo formar a melanina epidérmica (Moreiras et al., 2021). As células de melandcitos sao
responsaveis pela producdo de dois tipos de melanina, a eumelanina e a feomelanina (Hanamura et al.,
2008; J. Y. Lin & Fisher, 2007; Wang et al., 2006). A eumelanina é um tipo de pigmento que pode variar
entre tons de castanho e tons de preto sendo que é mais abundante em individuos com pele mais escura
e cabelos castanhos ou pretos, sendo uma macromolécula de 5,6-di-hidroxi-indole (DHI) e acido 5,6-di-
hidroiinfol-2-carboxilico (DHICA). Por outro lado, a feomelanina é um pigmento que vai do amarelo ao

vermelho e € mais comum em pessoas com cabelos loiros ou ruivos, sendo uma macromolécula que



contém enxofre composta por unidades de 1,4-benzotiazina (Janadia & Fernandes, 2019). A
pigmentacao da pele pode ser dividida em dois tipos de cores: a cor constitutiva, que é determinada
geneticamente e ndo muda com a exposicdo solar, e a cor induzida ou facultativa, que é resultado da
exposicdo solar ou de doencas que afetam a pigmentacao da pele. As alteracdes patoldgicas na cor da
pele sdo chamadas de discromias (Peixoto, 2015). As peles que apresentam pigmentacdo leve nao
apresentam melanina nas camadas superiores, ja as peles mais escuras, apresentam pigmentacao
nessas camadas. De entre diversos fatores criticos na determinacdo dos diferentes fotétipos de pele,
varios autores sugerem que um deles é o mecanismo de transferéncia de melanina entre os melandcitos,
os produtores de pigmento, e 0s queratindcitos, os recetores de pigmento (Figura 1) (Moreiras et al.,

2021).

Queratindcitos —

Nt e

Melanécito ‘ " Peleesai

Pele clara

Figura 1. Imagem ilustrativa da representacdo dos melandcitos e queratindcitos (Imagem adaptada de Bento-Lopes et al., 2023).

A melanina desempenha um papel importante de prevencao de problemas da pele, através da sua
capacidade de absorver a radiacdo ultravioleta (UV) nociva (Feng et al., 2022; Solano et al., 2006).
Contudo, quando existe uma acumulacdo de grandes quantidades de melanina pode ocorrer a
pigmentacao anormal, causando doencas como cloasma e sardas. Existem atualmente produtos
comerciais de clareamento, como hidroguinona, acido kojico e arbutina que sao utilizados para regular
a biossintese excessiva de melanina. Contudo, o uso prolongado destes produtos pode causar problemas
de saude. Apesar da arbutina ser instavel guimicamente, é muitas vezes usada em vez da hidroquinona,
visto que a hidroguinona se apresenta muito toxica para a medula dssea e com efeitos mutagénicos nas
células, sendo relacionada com reacdes adversas, como a dermatite. Por conseguinte, utilizar extratos
de plantas de modo a desenvolver inibidores de melanina naturais e seguros, tem sido um dos maiores

alvos de pesquisa e investigacao. Estudos recentes demonstraram que alguns extratos de plantas e



fitoquimicos apresentam efeitos inibitrios significativos da melanina (Feng et al., 2022). E possivel
adicionar extratos vegetais com propriedades inibidoras da tirosinase em produtos cosmeéticos para
reduzir a sintese de melanina. Um exemplo disso é o resveratrol encontrado na planta Vitis vinifera L.,
que demonstrou um efeito significativo na inibicdo da atividade da tirosinase (Feng et al., 2022). Outro
exemplo relata que a galangina encontrada em Alpinia officinarum, que possuem a capacidade de inibir
a atividade da tirosinase em células cultivadas e em ratos sem pélos (Feng et al., 2022). Além disso,
alguns extratos de plantas e fitoquimicos tém a habilidade de inibir os fatores de transcricdo associados
a microftalmia (MITF), alcancando, dessa forma, o efeito de reducdo da melanina por meio da regulacéo
de diferentes vias de sinalizacao e da mediacédo do 6xido nitrico e da autofagia de citocinas. Por exemplo,
a cardamonina extraida da semente de Alpinia katsumadai Hayata tem a capacidade de inibir a
melanogénese ao controlar a via de sinalizacdo Wnt/[-catenina (Feng et al., 2022), enquanto o -
mangostin extraido da semente de Garcinia mangostana regula a via de sinalizacdo induzida pela
hormona estimulante de melandcitos alfa (a-MSH) para reduzir a producdo de melanina (Feng et al.,
2022). Adicionalmente, alguns extratos de plantas apresentam propriedades fotoprotetoras ao absorver
a radiacao UV e, consequentemente, inibir a producao de melanina. Um exemplo disso é o extrato
etanolico das folhas de Andrographis paniculata L., que possui uma alta capacidade de absorcédo de UV
devido ao seu elevado teor de flavonoides (Feng et al., 2022).

A sintese de melanina é controlada principalmente pela tirosinase, uma enzima que contém cobre
e esta presente exclusivamente nos melandécitos (Parvez et al., 2006; Sharma et al., 2004). O controlo
da producao de melanina é uma abordagem crucial para tratar desordens de pigmentacao na pele para

propositos cosmeéticos (Roy et al., 2013).

1.1.1 Melanogénese

A melanogénese corresponde ao processo de producao de melanina, que envolve um longo e
complexo conjunto de reacdes quimicas. Este processo depende de fatores hormonais e genéticos e da
acdo dos raios UV (Peixoto, 2015).

O processo de biossintese de melanina envolve principalmente a migracdo dos melandcitos para
areas especificas do embrido, a divisdo e amadurecimento dessas células, a formacao de melanossomas,
a sintese de melanina, transporte das particulas de melanina e a sua excrecdo. Quando expostos aos
raios ultravioleta, os melandcitos produzem radicais livres de oxigénio reativos, como 0 anido superoéxido,

radical hidroxilo e o perdxido de hidrogénio. Concentracdes elevadas de radicais livres de oxigénio causam



danos ao DNA celular e também estimulam a producdo de melanina nos melandcitos por meio de
reacdes complexas. Em seguida, os melandcitos transportam continuamente as particulas de melanina
para 0s queratinocitos e epiderme circundantes e, por fim, essas particulas sdo eliminadas junto com o
estrato corneo. O processo de biossintese de melanina envolve uma sequéncia de reacdes quimicas e
enzimaticas (Feng et al., 2022; Janadia & Fernandes, 2019).

A melanina é constituida principalmente por dois tipos de polimeros de quinona, eumelanina e
feomelanina e a sintese desses dois compostos requer a presenca de trés substancias essenciais: a
tirosina, que atua como o substrato inicial para a formacédo da melanina, a enzima tirosinase (TRP), que
catalisa a conversao final da tirosina em melanina e a presenca de oxigénio.

O processo inicial comeca pela atuacdo da tirosinase sobre a L-tirosina (complexo de enzimas
cuprico-protéico) e envolve a oxidacdo da L-tirosinase em L-DOPA para, por subsequente oxidacdo, formar
a dopaguinona, com a tirosinase atuando como a enzima catalisadora. Essa etapa é identificada como
a reacao principal limitante de velocidade na biossintese da melanina. Em seguida, a dopaquinona sofre
auto-oxidacdo, produzindo dois compostos: 3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA) e dopacromo. A DOPA pode
ser reoxidada para originar a dopaquinona sob a acéo da tirosinase, ao mesmo tempo que o dopacromo
¢ predominantemente convertido em 5,6-diidroxiindole (DHI) pela proteina correlacionada com a
tirosinase-2 (TRP-2, dopacromo-tautomerase). Uma pequena fracdo do dopacromo ¢ hidroxilada para se
tornar acido 5,6-diidroiindol carboxilico (DHICA). Por fim, ocorre uma polimerizacdo do DHI com DHICA
para formar a eumelanina, que é a melanina mais abundante nos humanos e é responsavel pela
pigmentacao castanha e preta da pele e cabelos. Além do mais, quando a cisteina ou glutationa estao
presentes, a dopaquinona reage com esses compostos para produzir cisteil-DOPA ou glutationa-DOPA,
que sdo subsequentemente oxidados para formar a feomelanina, que é a menos abundante e
responsavel pela pigmentacao que varia do amarelo ao vermelho, sendo que este processo encontra-se
presente na Figura 2. Na Figura 3 esta presente a sintese da melanina de forma sucinta (Feng et al.,

2022; Janadia & Fernandes, 2019).
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Figura 2. Esquema referente a melanogénese catalisada por TRP, TRP-1 e TRP-2 (Niu & Aisa, 2017).
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Figura 3. Sintese de melanina (Janadia & Fernandes, 2019).

1.1.2 Hiperpigmentacao e hipopigmentacao

As discromias (Figura 4) sdo mudancas na coloracdo normal da pele devido as diferencas na
quantidade de melanina. Estas patologias que afetam a pigmentacéo da pele sé@o comuns e resultam de
uma combinacao de fatores genéticos e ambientais, podendo manifestar-se de diversas formas no corpo,
seja de forma localizada, difusa, regional ou delimitada. As desordens pigmentares, sejam elas
localizadas ou generalizadas, sao designadas de acordo com a distribuicdo andémala de melanina em

trés grupos principais, as hipocromias, leucomelanodermias e hipercromias, sendo a hipocromia



referente as manchas claras, onde ha uma reducado na producdo ou distribuicdo de melanina, a
leucomelanodermia referentes a manchas brancas e escuras e, por fim, as hipercromias, manchas

escuras onde se verifica um aumento na producéo ou acumulacdo de melanina (Peixoto, 2015).

Figura 4. Discromias: a) e b) padrao de hipopigmentacdo Lesdes hipopigmentadas mostradas sob luz normal e sob luz UV, observadas
em areas de pele previamente afetadas pela psoriase apos 6 meses de terapia sistémica. Exame com lampada de Wood da pele
hipopigmentada mostrando bordas bem definidas das lesdes; ¢) e d) padrées de hiperpigmentacdo. ¢) Padrao de hiperpigmentacédo
lentiginosa que ocorre em areas previamente afetadas pela psoriase. d) Padrdo hiperpigmentado homogéneo ocorrendo em areas
previamente afetadas por psoriase (Amico et al., 2020); e) leucomelanodermias, membros inferiores (parte dorsal) evidenciando mdiltiplas

maculas hiperpigmentadas com hipopigmentacao periférica (Abideen et al., 2021).

A hiperpigmentacao na camada externa da pele ocorre devido ao aumento da atividade da enzima
tirosinase e esta associada a varias condicdes dermatologicas, incluindo melasma, melanodermia pés-
inflamatoria e lentigo solar. A exposicao solar a radiacdo ultravioleta (UV) aumenta a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) na pele. Essas ROS estimulam a sintese de melanina, causam danos
no DNA e podem originar a multiplicacdo de melandcitos. O excesso de producdo e consequente
acumulacdo de melanina na pele humana resulta em alteracdo da coloracdo, formacdo de rugas e
envelhecimento cutaneo (Roy et al., 2013; Wang et al., 2006). A hiperpigmentacdo pode originar o
surgimento de varias condicdes dermatoldgicas sérias, como dermatite por cloasma, sardas e manchas
pigmentares relacionadas com o envelhecimento. A sintese de melanina pode ser reduzida evitando a
exposicao aos raios ultravioleta, inibindo o0 metabolismo e a multiplicacao dos melandcitos, bem como a
inibicao da atividade da tirosinase. Além disso, a hiperpigmentacao também pode ser reduzida usando
antioxidantes que atuam como eliminadores de ROS e inibidores da melanogénese na camada
epidérmica da pele. Atualmente, estdo a ser desenvolvidos diversos produtos cosméticos e
medicamentos clareadores com o objetivo de regular a producao de melanina na pele (Roy et al., 2013;

Wang et al., 2006).



A hipopigmentacéo/hipomelanose da-se devido a reducdo na producédo de melanina, que pode ser
atribuida a diferentes fases do processo de sintese desta substancia. Maioritariamente, as condicdes
relacionadas a hipopigmentacao sao benignas e nao estdo relacionadas com doencas sistémicas ou
malignidades. No entanto, o desejo estético e o estigma social, fazem com que as pessoas procurem um
tratamento. As maculas, lesdes achatadas com 5 mm de tamanho distintas pela descoloracdo quando
contrastadas com a pele normal ao redor, de hipopigmentacao sao bastante comuns, sendo observadas
em pelo menos 1 em cada 20 pessoas, tanto em criancas como em adultos (Madireddy & Crane, 2023).
A ocorréncia de diferentes condicoes de hipomelanose varia de acordo com a idade, raca e sexo dos
pacientes assim como com a localizacdo geografica, heranca familiar e exposicdo a fatores ambientais.
A hipopigmentacao pode originar o surgimento de varias condicdes fisiopatoldgicas como a hipomelanose
gutata idiopatica (IGH) e a pitiriase alba tendo como causa a exposicao a luz UV, a pitiriase devido a
genética, condicbes ambientais, pele oleosa e aplicacao de cremes ou logcdes oleosas, o vitiligo por meio
da apoptose de melandcitos induzida por células T, autoanticorpos para componentes de melandcitos
resulta na reducdo da sintese de melanina, a hipopigmentacdo pds-inflamatéria relacionada com a
exposicdo a produtos quimicos, entre outras (Madireddy & Crane, 2023).

Existem diversas formas de diagnostico como o exame com lampada de Wood, a dermatoscopia, a
raspagem de pele com montagem de KOH, bidpsia de pele e a microscopia eletronica. Apos o diagnostico
feito e tendo a confirmacdo da doenca, existem medicamentos que podem ser usados como 0s
corticosteroides tdpicos, os inibidores topicos de calcineurina, a vitamina D, os antifungicos, os

emolientes, entre outros (Madireddy & Crane, 2023).

1.2 Cosmeéticos para o controlo da hiper- ou hipopigmentacao

Segundo o regulamento do Conselho da Unido Europeia, um cosmético é definido como qualquer
substancia ou mistura destinada a entrar em contacto com as partes externas do corpo humano, como
pele, cabelo, unhas, labios ou com os dentes e a mucosa da cavidade oral. Os produtos cosmeéticos tém
a finalidade de serem aplicados diretamente na superficie externa do corpo humano, com o objetivo de
realizar quatro funcbes principais, manter a pele em boas condicdes, alterar a aparéncia, proteger e
corrigir o odor corporal. O termo “cosmecéuticos” refere-se a uma combinacao de cosméticos e produtos
farmacéuticos, sendo usado para definir produtos que podem beneficiar a pele, mas nao possuem um
efeito terapéutico bioldgico claro, como é o caso de alguns ingredientes como retinol e agentes de

branqueamento (Halla et al., 2018).



Através da aplicacao de produtos cosmeéticos é possivel proteger a pele contra agentes nocivos quer
endogenos, quer exogenos (Saraf & Kaur, 2010). Estes produtos reforcam a aparéncia externa da pele,
nutrindo-a, ao nivel da sua textura, hidratacao, elasticidade, como também atuam na sua longevidade,
solucionando problemas que esta possa apresentar, como as rugas, textura aspera, o envelhecimento,
a hiper ou hipopigmentacao, entre outros (Ashawat et al., 2009; Datta & Paramesh, 2010).

Considerando a problematica em estudo, desregulacdo da atividade da enzima tirosinase e
consequente hiper e hipopigmentacédo da pele, podem-se destacar produtos com capacidade de
reducdo/eliminacdo do problema. Os retinoides, por exemplo, diminuem a pigmentacao,
aproximadamente em cerca de 60%, e contribuem de forma positiva para a distribuicdo de melanina na
epiderme. Tendo em conta este potencial sdo bastante utilizados em formulacdes cosméticas de modo
a atuar neste tipo de problemas (Hoang et al., 2021).

Os hidroxiacidos sdo também utilizados para combater as discromias, assim como outros problemas
como o acne, cicatrizes superficiais e textura da pele (Hoang et al., 2021). Os derivados da vitamina B
sdo indicados para o tratamento da hiperpigmentacao (Glass, 2020). A vitamina C é outro exemplo ja
conhecido que atua no tratamento de hiperpigmentacdo, melasma e manchas solares, uma vez que
possui a capacidade de obstruir o sitio ativa na enzima tirosinase, o que limita a melanogénese (Hoang
et al., 2021).

Agentes clareadores de pele também muito utilizados sao extratos citricos, babosa, acido kojico,
extrato de alcacuz, extrato de amora branca, extrato de uva-ursina, groselha indiana, hidroguinona,
resveratrol, Cassia alata e Cassia occidentalis, Kaliziri, Garcinia mangostana, Salvia miltiorrhiza e Salvia
officinalis (Dini & Laneri, 2021; Tasneem Husain et al., 2022).

Existem alguns produtos, ja comercializados, proprios para o tratamento destas duas doencas

relacionadas com a pigmentacao, como é o caso dos quatro produtos presentes na Figura 5.
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Figura 5. Produtos existentes no mercado com funcao clareadora da pele: a) Sérum Antimanchas da Isdin; b) Gel Hiperpigmentacoes,

Xerose, Fotoenvelhecimento da Retincare; c) Creme Espuma de Limpeza da Uriage; d) Creme Intensivo Anti-Manchas da Uriage.



1.3 Fontes Naturais

Existem compostos naturais utilizados nas aplicacdes cosméticas que beneficiam a pele em diversos
disturbios que esta possa apresentar, atuando ao nivel dos mecanismos de reparacao de tecidos, na
modulacao da resposta imune, na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, entre outras (Glass,
2020).

Os consumidores estao cada vez mais a optar por ingredientes naturais em produtos de beleza e
cosméticos, em detrimento de produtos quimicos sintéticos. Isso deve-se ao potencial econémico que
existe na utilizacao de recursos naturais provenientes dos ecossistemas, bem como a biodegradabilidade
e a menor toxicidade associada aos ingredientes naturais em comparacao com os sintéticos. Por essa
mesma razao, extratos naturais de plantas, sdo utilizados na criacdo de antioxidantes, agentes
clareadores e conservantes naturais para produtos cosméticos. Isso permite também maximizar o
aproveitamento de recursos que muitas vezes sao subutilizados ou descartados (Hoang et al., 2021). Os
métodos de extracao ndo convencionais, considerados mais amigos do ambiente, apresentam diversas
vantagens globais, como é exemplo os efeitos nao térmicos e prevencao da degradacdo de compostos
termolabeis, a reducédo do tempo de extracdo, do consumo de energia e da quantidade de solventes, os
processos de reprodutibilidade automatizados, maiores rendimentos e seletividade de compostos de
interesse, e sao ecologicamente mais sustentaveis e corretos (Rodriguez De Luna et al., 2020).

As fontes naturais utilizadas neste estudo ja foram mencionadas noutros estudos no que diz respeito
ao ramo cosmeético.

A lavanda ¢ usada, em oleo, para combater o acne (Bijauliya et al., 2017). Investigacdes recentes
revelaram que a biomassa obtida como subproduto durante a extracdo do 6leo essencial pode ser
aproveitada como fonte de polissacarideos e incluida em produtos cosméticos. De entre todas as
espécies de lavanda cultivadas, a Lavandula angustifdlia é a predileta para o uso em perfumaria e
cosméticos (Crisan et al., 2023).

A cortica é usada nos cosméticos antienvelhecimento como ingrediente principal e a presenca de
suberina no extrato de cortica proporciona um efeito /ifting na pele. Isso significa que os produtos sdo
projetados para ajudar a firmar e tonificar a pele, reduzindo os sinais visiveis de envelhecimento. A
suberina, encontrada naturalmente na cortica, ¢ destacada como responsavel por esse feito positivo na
aparéncia da pele, tornando-a uma escolha promissora para o segmento antienvelhecimento da industria
cosmeética. A cortica apresenta outras potenciais aplicacdes cosmeéticas como exfoliante, antimicrobiana,

anti-inflamatdria, despigmentante, entre outras (Mota et al., 2022).



Desde tempos remotos que o tomilho, mais precisamente o 6leo essencial de tomilho, tem sido
extensamente utilizado na medicina alternativa em virtude das suas propriedades carminativas,
antiespasmodicas digestivas, expetorantes e anti-inflamatorias. Além disso, os metabdlitos secundarios
do tomilho possuem atividades bioldgicas, que tém aplicacdes tanto na industria farmacéutica quanto na
cosmeética. Por esse motivo, os 06leos essenciais de tomilho sao extensivamente incorporados em
produtos de cuidado com a pele e higiene, como pasta dos dentes, agua de coldnia, desodorizantes,
locdes capilares, gel de banho, entre outros (Soleimani et al., 2022).

Diversos extratos de eucalipto sao usados na industria dos cosméticos como ingrediente de

fragrancia e agente condicionador da pele (Becker et al., 2023).

1.3.1 Tomilho (7hymus vulgaris)

O tomilho apresenta o seu centro de origem localizado na regido do mediterraneo (Kosakowska et
al., 2020).

Os principais bioativos do tomilho sdo: o timol, carvacrol, fendis monoterpenos, acidos fendlicos,
compostos bifenilicos, flavonoides e 6leos essenciais.

O carvacrol & um monofenol de origem natural, reconhecido pelas suas propriedades
antimicrobianas. Na industria alimentar, é utilizado como conservante de carne ou agente aromatizante.
Além disso, possui uma ampla gama de efeitos biolégicos e farmacologicos, abrangendo propriedades
anticancerigenas, anti-inflamatorias, antibacterianas e antifingicas, bem como acado antioxidantes,
inseticida e anticolinesterasicas. O timol, assim como o carvacrol (Figura 6), exibe uma ampla variedade
de efeitos bioldgicos e farmacologicos (Vaezi, 2023).0 estudo de Satooka & Kubo, concluiu que o éleo
de tomilho, em particular os bioativos timol e carvacrol, sao os principais compostos bioativos a contribuir

para a inibicdo da melanogénese (Satooka & Kubo, 2011).
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Figura 6. a) Estrutura quimica do carvacrol e b) Estrutura quimica do timol (Vaezi, 2023).
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1.3.2 Cacau (7heobroma cacao)

0 cacau encontra-se, principalmente, na Africa Ocidental e América (Carr & Lockwood, 2011).

Os principais bioativos do cacau sao: os flavondides, principalmente flavandis, sendo a epicatequina
e a catequina os mais abundantes, e a teobromina (Figura 7). Estes possuem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias e atuam na modulacdo da aterosclerose e hipertensdo (Hernandez-
Hernandez et al., 2022).

A epicatequina faz parte de um conjunto de flavonoides que oferecem uma ampla gama de beneficios
para a saude humana. Esta substancia apresenta muitas propriedades biologicas notaveis, destacando-
se principalmente por acdes antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias, anti-tumorais e de
protecdo cardiovascular (Prakash et al., 2019).

A catequina é um composto polifendlico que pode ser encontrado em altas concentracoes em
algumas frutas e vegetais (Daussin et al., 2021). Este composto demonstrou ter eficacia como anti-
inflamatorio, antidiabético, anticancerigeno e neuroprotetor (Baranwal et al., 2022).

A teobromina pertence a classe quimica das metilxantinas, que exibem notaveis atividades biologicas
que contribuem para diversos beneficios ao nivel da saude humana. Estas desempenham um papel na
prevencado de doencas respiratorias e cardiovasculares, ao nivel de propriedades anticancerigenas, no
controlo da obesidade e diabetes, na infertilidade humana, assim como na gestdo de doencas
neurologicas e neurodegenerativas (Cadona et al., 2022).

O extrato de vagem de cacau apresenta um elevado teor de polifendis o que faz com que apresente
potencial para ser desenvolvido como agente antioxidante e inibidor da tirosinase nas preparacoes

cosmeéticas, ou seja, o presente extrato possui atividade inibitoria da tirosinase (Mukhriani et al., 2023).
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Figura 7. a) Estrutura quimica da Epicatequina (Daussin et al., 2021), b) Estrutura quimica da catequina e c) Estrutura quimica da

teobromina (Cadona et al., 2022).
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1.3.3 Lavanda (Lavandula angustifolia)

A lavanda encontra-se na bacia do mediterraneo (Lafhal et al., 2020).

Os principais bioativos da lavanda sao: linalol, o acetato de linalilo, o 1,8-cineol, o terpinen-4-ol e a
canfora (Figura 8).

0O linalol, nome comum do 2,6-dimetil-2,7-octadien-6-ol, ¢ um alcool monoterpeno aromatico, muito
utilizado em perfumes, cosmeéticos, aditivos alimentares, entre outros. Este apresenta diversas
propriedades como anti-cancerigena, antimicrobiana, acao neuroprotetora, antidepressiva, entre outras
(An et al., 2021).

O acetato de linalilo € um composto de baixa toxicidade e volatil presente nas frutas citricas, o
componente predominante encontrado no 6leo de lavanda. Este composto demonstrou ter propriedades
anti-inflamatdrias, juntamente com efeitos antidiabéticos e anti-stresse, além da capacidade de prevenir
a disfuncao do endotélio vascular (Seo et al., 2021).

O monoterpeno 1,8-cineol é um agente terapéutico de origem vegetal, usado no tratamento de
diversas doencas inflamatorias, tendo em conta as suas propriedades mucoliticas, antimicrobianas,
antivirais e anti-inflamatérias (Pries et al., 2023).

O terpinen-4-ol e a canfora apresentaram atividade inseticida em testes de fumigacao e de toxicidade
(Karaborkli & Ayvaz, 2023).

O oleo da lavanda é util em diversas atividades biologicas, como atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, anti-tirosinase, entre outras (Kharraf et al., 2023). Este atua como agente despigmentante

devido ao seu potencial anti-tirosinase, sendo eficaz contra o0 melasma (Wijayadi & Kelvin, 2023).
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Figura 8. Estruturas quimicas do a) linalol (Merckle et al., 2021); b) acetato de linalilo (Karaborkli & Ayvaz, 2023); c) 1,8-cineol (Pries et
al., 2023); d) terpinen-4-ol (Karaborkli & Ayvaz, 2023); ) canfora (Karaborklii & Ayvaz, 2023).
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1.3.4 Cortica (Quercus suber L.)

A cortica encontra-se na regido do mediterraneo ocidental (Sampaio et al., 2019).

Os principais bioativos da cortica séo: acidos fenolicos (por exemplo, acido protocatecuico, acido
galico, acido cafeico), sendo o acido elagico o mais abundante, os flavondéides, as cumarinas (Figura 9)
e os taninos hidrolisaveis, nomeadamente os elagitaninos.

O 4cido elagico ¢ um composto polifenolico encontrado naturalmente como um metabdlito
secundario em muitas plantas. Tem sido bastante estudado devido as suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatdrias, antimutagénicas e antiproliferativas. Além destas, possui um excelente e extenso
historico no que diz respeito as suas propriedades antialérgicas, antiateroscleroticas, cardioprotetoras,
hepatoprotetoras, nefroprotetoras e neuroprotetoras (Sharifi-Rad et al., 2022).

Os flavonoides sdo metabolitos secundarios que existem em plantas, frutas e sementes. Estes
compostos possuem acao anti-inflamatoria, anticancerigena, antienvelhecimento, antibacteriana,
antivirais, neuroproteccao, entre outras (Dias et al., 2021).

As cumarinas pertencem a um grupo de compostos heterociclicos oxigenados, cristalinos e incolores.
Estes compostos apresentam acdo antitumoral, atividade anti-HIV, propriedades antibacterianas e
antifungicas, efeito anti-inflamatério, acao anticoagulante bem como efeitos estimulantes sobre o sistema
nervoso central (Klpeli Akkol et al., 2020).

Os elagitaninos, pertencem aos fendlicos, e encontram-se nos vacuolos e no citoplasma das células
vegetais, sendo que sao essenciais na protecdo em condicoes naturais de crescimento, contribuindo com
defesa quimica contra infecoes por microbios (Sharifi-Rad et al., 2022).

A cortica exibiu atividade anti-tirosinase, antioxidante e antiglicosidase (Tanase et al., 2022).
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Figura 9. Estruturas quimicas do a) acido elagico; b) flavonoides; c) cumarinas.
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1.3.5 Eucalipto (Corymbia citriodora)

0 eucalipto encontra-se na Australia, Africa do Sul, Asia e Brasil (Healey et al., 2021).

Os principais bioativos do eucalipto séo: 1,8-cineol, a- e 3-pineno e terpineol (Figura 10).

O monoterpeno 1,8-cineol, como mencionado anteriormente, € um agente terapéutico de origem
vegetal e apresenta propriedades mucoliticas, antimicrobianas, antivirais e anti-inflamatorias (Pries et al.,
2023).

Os pinenos sao hidrocarbonetos que compdem um composto biciclico com ligacdes duplas
terpenoides, sendo que se encontram em diversas plantas. Eles se apresentam em dois isémeros,
conhecidos como alfa e beta-pineno, que sdo obtidos por meio de destilacdo de plantas. O a-pineno é
um liquido incolor, ndo miscivel em agua, mas ¢ soluvel em 6leo e etanol. Da mesma forma, o B-pineno
& um liquido incolor que se dissolve em 6leos, contudo nao é soluvel em etanol e dgua. Os pinenos tém
demonstrado diversos efeitos terapéuticos, incluindo propriedades anti-alérgicas, antioxidantes, anti-
esquizofrénicas, anti-inflamatdrias, hipoglicemiantes, entre outros. Fontes comuns de pinenos incluem o
pinheiro, a planta ajwain (7rachyspermum amm)) e até mesmo a casca de frutas de lim&o. (Revisdo da
Atividade Terapéutica do Pineno (C10H16), 2020; Salehi et al., 2019).

0 terpineol é um alcool terciario monoterpendide monociclico, encontrado na natureza numa ampla
variedade de fontes, incluindo flores, folhas, frutas, ervas, 6leos e outros materiais vegetais, em diferentes
concentracdes. Além de seus usos tradicionais na industria de aromas e fragrancias, estudos recentes
tém revelado diversas propriedades bioldgicas do o-terpineol, que incluem acao antioxidante, anti-
inflamatdria, anticonvulsivante, antimicrobiana, e até mesmo potencial anticancerigeno, entre outras
(Sales et al., 2020).

O eucalipto apresenta varias bioatividades atividades antioxidantes e anti-inflamatorias, atividade
antitirosinase (despigmentacéo), atividade antimicrobiana e protecao ultravioleta, podendo por isso ser

utilizado em cosmeéticos (Aneklaphakij et al., 2022).
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Figura 10. Estruturas quimicas do a) 1,8-cineol; b) a-pineno; c) B-pineno; d) terpineol.
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1.4 Extracdo de compostos bioativos de fontes naturais

Existem diversas técnicas de extracao, como é o caso das técnicas convencionais, sendo estas a
maceracao, decocdo, percolacao, infusao, digestdo, extracao exaustiva em série, extracao de soxhlet
(Alara et al., 2021; Zhang et al., 2018).

Muitos laboratorios usam métodos convencionais de extracdo gracas a sua facilidade de uso e ao
baixo custo associado. Contudo estes apresentam desvantagens como € o caso de baixa eficiéncia dos
métodos, a necessidade de grandes volumes de solventes organicos que sao bastante prejudiciais para
0 ambiente, 0 que espoletou a necessidade de procurar ou desenvolver outros métodos (Alara et al.,
2021; Zhang et al., 2018).

Os métodos mais recentes apresentam mais vantagens como menor volume de solvente,
rendimentos mais altos, menos residuos tdxicos, menor tempo para ocorrer a extracao e apresentam
melhor reprodutibilidade do processo (Alara et al., 2021). Estes métodos mais recentes dizem respeito
a extracao de fluidos supercriticos/extracdo de CO, supercritico (SC-CO,), extracao assistida por micro-
ondas (MAE), extracao assistida por ultrassom (UAE), extracao assistida por enzima (EAE), extracao por
fluido pressurizado (PFE) (Alara et al., 2021; Zhang et al., 2018).

Os solventes organicos sao considerados indispensaveis em diversas industrias e desempenham um
papel essencial em muitos processos, como o fabrico de medicamentos, a extracdo de corantes e
pigmentos e a purificacao de compostos (Oomen et al., 2020).

Contudo apesar da sua utilidade, estes solventes organicos podem ser toxicos e apresentar sérios
riscos ambientais. A preocupacao com os riscos associados leva a uma busca constante por alternativas
mais sustentaveis, e mais ecologicas de forma a minimizar o uso de solventes organicos. I1sso envolve a
exploracdo de tecnologias mais sustentaveis, a reducdo do consumo e o uso de solventes mais
“verdes”(Oomen et al., 2020).

Em 2001 surgiram os solventes eutécticos profundos na area da quimica verde, e desde entao, é
possivel observar através de diversos estudos que abrangem uma ampla gama de campos de aplicacao
(El' Achkar et al., 2021). Estes representam uma alternativa promissora aos solventes organicos
tradicionais devido a simplicidade de preparacao, que envolve o uso de compostos naturais facilmente
disponiveis, bem como a sua baixa toxicidade. Além disso, estes exibem uma notavel versatilidade. Neste
contexto sdo detalhadas as propriedade fisico-quimicas dos solventes eutécticos profundos, abordando
aspetos como o seu comportamento de fase, densidade, viscosidade, condutividade ionica, tenséo

superficial e polaridade (El Achkar et al., 2021). E importante destacar que essas propriedades podem
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ser controladas por meio da escolha adequada dos compostos formadores, da relacdo molar entre eles,
da temperatura e do teor de agua. As propriedades fisico-quimicas dos solventes eutécticos profundos
tém sido um dos principais motivos que tém despertado um crescente interesse entre os investigadores.
Esses solventes oferecem varias vantagens, incluindo baixa volatilidade, nao inflamabilidade, baixa
pressao de vapor, assim como estabilidade quimica e térmica. Além do mais, os solventes eutécticos
profundos sao altamente versateis do ponto de vista quimico, o que significa que podem ser ajustados
para atender a aplicacoes especificas. Essa flexibilidade decorre da ampla gama de possiveis compostos

formadores de solventes eutécticos profundos disponiveis (El Achkar et al., 2021).

1.5 A enzima tirosinase

1.5.1. O papel da tirosinase na regulacao da melanogénese

A tirosinase, também designada por fenoloxidase, pode ser encontrada em microrganismos, fungos,
plantas e animais (Vaezi, 2023).

A tirosinase € uma glicoproteina que contém cobre tipo Ill (Figura 11) conectada a membrana
multifuncional localizada na membrana dos melanossomas (Feng et al., 2022). Todas as tirosinases tém
uma caracteristica comum, que é a presenca de um centro de cobre binuclear do tipo Il (T3Cu) no seu
sitio ativo. Esse centro consiste em dois atomos de cobre, cada um ligado a trés residuos de histidina.
Essa configuracao especifica dos atomos de cobre no sitio ativo da tirosinase permite que a enzima
desempenhe duas reacdes enzimaticas distintas: orfo-hidroxilacdo de monofenodis e oxidacdo de o

difendis em o-quinonas (Zaidi et al., 2014).
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Figura 11. Sitio ativo da estrutura tridimensional cristalina da tirosinase do cogumelo (Zou et al., 2017).
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Na Figura 11, as cadeias laterais dos residuos de histidina estao representadas como bastoes,
enquanto os ides de cobre e 0 oxigénio em ponte estao representados como esferas. Os atomos de
carbono, nitrogénio, oxigénio e cobre estdo coloridos com verde, azul, vermelho e castanho,
respetivamente (Zou et al., 2017).

A tirosinase pode catalisar a hidroxilacao de monofendis para os catecois compativeis, e em seguida,
oxidar os catecois a quinonas correspondentes (Feng et al., 2022). Possui a capacidade de catalisar as
atividades de monoxigenase e odifenol oxidase. Na Figura 12, abaixo apresentada, é possivel observar
a oxidacdo de substratos fendlicos pela tirosinase nas atividades de monooxigenase (cersolase) e
difenolase (catecolase). Na primeira reacéo, ocorre a adicdo de um grupo hidroxilo a posicdo orfodo anel
aromatico, enquanto na segunda reacdo, o composto o-dihidroxilado formado anteriormente ¢ oxidado a
o-quinona. As quinonas sdo pouco estaveis em solucao aquosa e sofrem diversas reacdes de ciclizacédo
podendo apresentar-se sob a forma de diversas melaninas (Vaezi, 2023), esta pode ser transformadas
em pigmentos de melanina através de reacdes enzimaticas e nado enzimaticas (Zaidi et al., 2014). As
atividades de monofenol hidroxilase e difenoloxidase das tirosinases sdo a base para diversas aplicacdes
biotecnolédgicas industriais que ja foram testadas como marcador em pessoas com melanoma e como
alvo para ativacdo de pro-farmacos. As tirosinases sdo extensamente encontradas na natureza e
desempenham um papel fundamental em diversas funcdes biologicas, com destaque especial para a
melanogénese. A melanogénese, envolve a tirosina que é responsavel pela coloracdo do cabelo, da pele
e dos olhos, atuando deste modo na regulacao de doencas pigmentares, e desempenha um papel

essencial na protecao da pele contra a radiacao ultravioleta (UV) (Zaidi et al., 2014).

e OH (0]
OH (0]
Tirosinase
Tirosinase
-
Reacao de Reacéo de
cersolase catecolase
R R R

Figura 12. Modelos estruturais para reacdes catalisadas pela tirosinase (Vaezi, 2023).

A tirosinase é uma enzima que desencadeia a conversao (hidroxilacdo) de L-irosina (98,0% Alfa

Aesar, USA) em 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA) e, em seguida, a DOPA ¢é transformada (oxidada) em

17



DOPA quinona. Essas duas etapas sdo consideradas as primeiras etapas limitantes de velocidade na
sintese de melanina (Wang et al., 2006). A producéo excessiva da melanina no corpo humano esta
associada a acao da enzima tirosinase, que é influenciada por processos antioxidantes, pela tendéncia
da migracao de melanina de célula para célula e atividades hormonais. A inibicao da funcéo da tirosinase
e progresso de inibidores altamente eficazes para essa enzima assumem um papel crucial e aparentam
ser as melhores abordagens nos ambitos da saude humana, biomedicina, cosmética, podendo ser
aplicados em diversos produtos (Vaezi, 2023).

No que diz respeito ao mecanismo das reacdes da tirosinase, a tirosinase fungica oral (tirosinase de
cogumelo) ¢ uma das espécies usadas como modelo humano, sendo por isso, o melhor modelo para
estudar a melanogénese. Como é possivel observar na Figura 13, abaixo apresentada, o sitio ativo da
tirosinase de cogumelo é constituido por dois atomos de cobre, sendo que cada um se liga a trés
histidinas e um residuo de cisteina altamente preservado. Na biossintese da melanina, estao envolvida
trés variacdes da tirosinase ([Tyr oxy (Cu(ll)-O-2-Cu(ll)), [Tyr met (Cu(ll)-Cu(ll)] e [Tyr deoxy ( Cu(l)-Cu(l)])
cada uma com estruturas distintas de cobre no seu centro ativo da enzima. Entre essas trés formas, a
variedade oxy é capaz de catalisar tanto a atividade monofenolase como a difenolase, enquanto que a

variedade met ndo apresenta atividade monooxigenase (Vaezi, 2023).
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Figura 13. a) O lado ativo da oxi-tirosinase (Tyr oxi); b) As reacdes do ciclo catalitico da tirosinase (Tyr); M, D e Q s&o produtos monofenolase,

difenolase e quinona, respetivamente (Vaezi, 2023).

Muitas vezes é necessario a presenca de um agente redutor, um difenol, para alcancar a forma
desoxi e permitir a continuacdo da reacao catalitica. Como resultado, na atividade da monofenolase,
ocorre um atraso na producédo de uma quantidade adequada de catecol, devido a presenca limitada da
forma oxi durante as fases iniciais das reacdes enzimaticas, atraso esse evidente nas preparacoes
enzimaticas em repouso. Por essa razdo, € viavel regular a atividade da difenolase de forma
independente, enquanto que a atividade da monofenolase nao. Isto deve-se ao facto de ocorrer

sincronizacao simultanea de ambas as reacoes, da difenolase e da monofenolase. A forma met da enzima
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tirosinase é considerada a configuracdo enzimatica em repouso. Apds a purificacdo da enzima, €
observada uma composicao mista, 85 a 90% na forma met e 10 a 15% na forma oxi. Como a met
apresenta maior percentagem, é a mais abordada nas pesquisas e assume um papel crucial no

reconhecimento e procura por inibidores da tirosinase (Vaezi, 2023).

1.6. Caracterizacao dos extratos

1.6.1. Conteudo em fenolicos

Os fenolicos sdo compostos que estdo presentes em certas espécies de plantas, e possuem a
capacidade de capturar espécies reativas de oxigénio, o que resulta em efeitos benéficos na pele, como
a neutralizacao de radicais livres e a prevencao de danos ao DNA. Além disso, essas substancias afetam
a imunidade inata, promovendo um estado anti-inflamatorio continuo, e também aceleram a
diferenciacao e renovacao dos queratinocitos (Glass, 2020).

Os compostos fendlicos possuem propriedades que combatem a inflamacéo, previnem o cancro,
reduzem o risco de aterosclerose e outras caracteristicas que podem estar associadas a problemas de
pele (Kale et al., 2012; Roy et al., 2013).

Nos ultimos tempos, surgiu na literatura uma grande variedade de compostos fenolicos naturais com
modificacdes estruturais que foram investigados como potenciais inibidores da tirosinase. Os grupos de
inibidores de tirosinase que se destacam incluem derivados fendlicos, assim como derivados de
flavonoides, acido kojico, acido cindmico, chalcona, resorcinol, carvacrol, timol, estilbenos, lignanas,

terpendides, entre outros (Figura 14) (Vaezi, 2023).
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Figura 14. Estruturas quimicas do a) Timol; b) Fenol; ¢) Resorcinol; d) Hidroguinona; e) Pirocatecol; f) Acido salicilico; g) 2-Naftol (Alara et

al,, 2021).
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1.6.2 Conteudo em flavonoides

Os flavonoides (Figura 15) sao um conjunto variado de compostos polifenolicos provenientes de
plantas, incluindo os subgrupos proantocianidinas, antoxantinas e flavanois (Figura 16). Eles estao
presentes em diversos alimentos, como mirtilos, cha preto, vinho tinto (nas sementes de uva), chocolate,
e na planta Ginkgo biloba. Essas substancias apresentam atividade anti-inflamatoria, antioxidante e
antimicrobiana, com baixa toxicidade. Além disso, alguns flavonoides também demonstram efeitos que
inibem a producao de melanina, tornando-os interessantes tanto para uso cosmético como nutracéutico
(Glass, 2020). No entanto, é importante salientar que existe pouca evidéncia de ensaios clinicos que
corroborem esses efeitos. Os isoflavonoides sdo compostos fitoestrogenos encontrados em plantas e
fazem parte do grupo dos flavonoides. A sua utilizacdo em cosmeéticos baseia-se principalmente na teoria
de que previnem o envelhecimento da pele relacionado com a idade, através da ativacdo de fatores de
crescimento. No entanto, é importante mencionar que existem poucas evidéncias clinicas disponiveis
para comprovar esses efeitos (Glass, 2020).

Os flavonoides sado suplementos polifendlicos que apresentam um papel importante na protecéo
contra a oxidacdo de lipidos e estdo associados a atividade antioxidante (Bernatoniene et al., 2011; Liu
et al., 2008, 2008; Roy et al., 2013).

Diversos estudos tém vindo a confirmar a eficacia destes compostos e dos seus derivados, sendo 0s

grupos hidroxilo muito importantes para a atividade inibidora da tirosinase (Vaezi, 2023).

Figura 15. Estrutura quimica dos flavonoides, esqueleto do fenilbenzopirano (Rosa et al., 2019).

Os flavonoides apresentam um esqueleto de fenilbenzopirano: dois anéis fenilo (A e B) unidos por
um anel heterociclico do tipo pirano (C). Os flavonoides podem ser divididos em seis grupos distintos, ou
familias, de acordo com as variacoes presentes no anel de pirano. Dentro de cada familia, os compostos

individuais diferenciam-se pelo arranjo de hidroxilacdo e metilacdo nos anéis A e B (Rosa et al., 2019).
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Figura 16. Estruturas quimicas de a) Flavonas; b) Isoflavonas; c) Flavondis; d) Flavanonas; e) Dihidroflavonois; f) Proantocianidinas; g)

Flavan-3-ols; h) Antocianidinas (Rosa et al., 2019).

1.6.3 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sao substancias que tém a capacidade de inibir os processos de oxidacao que sao
desencadeados pela presenca de oxigénio atmosférico ou de ROS. Estes sao utilizados no mecanismo
de defesa do organismo contra doencas relacionadas com os danos causados pelos radicais livres (C.-
W. Lin et al., 2020). Quando os mecanismos internos do corpo nao conseguem garantir uma protecao
suficiente contra as espécies reativas do oxigénio, torna-se necessario o uso de antioxidantes exogenos.
Estes podem ser encontrados na forma de aditivos nutricionais, produtos farmacéuticos ou cosméticos,
contendo compostos antioxidantes como principio ativo. Essas substancias ajudam a complementar a
defesa antioxidante do organismo e podem oferecer uma protecao adicional contra os danos causados

pelos radicais livres (Kale et al., 2012; Roy et al., 2013).

1.6.4 Protecao Solar

Alguma da radiacao ultravioleta (UV) produzida pelo sol consegue atingir a superficie da Terra apesar
da camada protetora de ozono estratosférico. O sol emite diferentes tipos de radiacao ultravioleta, sendo
dividida em Ultravioleta C (270-290 nm), Ultravioleta B (290-320 nm) e Ultravioleta A (320-400 nm),
sendo que esta se encontra subdividida em UVA2 (320-340 nm) e UVA1 (340-400 nm). As radiacdes
UVB e UVA alcancam a superficie terrestre em quantidades consideraveis e tém a capacidade de causar
efeitos biologicos. O ozono na estratosfera absorve a radiacdo UVC, evitando que ela atinja a superficie

terrestre (Kullavanijaya & Lim, 2005).
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A pele humana é altamente sensivel a radiacao ultravioleta (UV) e pode sofrer diversos danos
quando exposta a niveis elevados desta radiacao. A radiacdo UV afeta diferentes componentes da pele,
como DNA e RNA, proteinas, lipidos, e aminoacidos aromaticos como tirosina e triptofano. Essa
exposicdo pode levar a varias alteracées na pele, incluindo mudancas histoquimicas de diferentes
intensidades, aumento da espessura da camada espinhosa da epiderme e achatamento da juncéo entre
a derme e a epiderme (Balogh et al., 2011). Os niveis de antioxidantes na pele diminuem, as enzimas
antioxidantes perdem a sua eficacia e aumenta a presenca de marcadores de peroxidacao lipidica. Essas
alteracdes podem contribuir para o desenvolvimento de desordens cutaneas e danos na pele (Roy et al.,
2013; Yasui & Sakurai, 2003). Quando o corpo é exposto a radiacdo UV, a pele é estimulada a produzir
espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres. Esses agentes oxidantes tém efeitos nocivos na pele,
levando ao desenvolvimento de problemas cutaneos (Gonzalez et al., 2008; Sgarbi et al., 2007).

A exposicdo do corpo humano a radiacao solar ultravioleta pode ter efeitos prejudiciais na pele, como
gueimaduras solares, envelhecimento precoce da pele devido a exposicdo solar (fotoenvelhecimento), o
surgimento de cancros de pele, enfraguecimento do sistema imunologico local da pele e danos ao DNA
das células cutaneas (Afag & Katiyar, 2011; Katiyar, 2007; Pissavini et al., 2007).

O fotoenvelhecimento da pele é principalmente causado pelos comprimentos de onda UVA, que
abrangem a faixa de 320 a 400 nm. Isso ocorre porque os raios UVA tém maior capacidade de
penetracdo nas camadas mais profundas da pele, contribuindo significativamente para os danos
relacionados com o envelhecimento cutaneo. Comprimentos de onda mais curtos, como os raios UVB,
sdo cerca de 30 a 40 vezes mais energéticos do que os raios UVA. Eles apresentam maior capacidade
de penetracdo na epiderme, a camada mais superficial da pele. Essa penetracdo profunda dos raios UVB
pode levar ao desenvolvimento de fotocarcinogénese, ou seja, o surgimento de cancros da pele, além de
causar imunossupressao na pele. Portanto, a exposicao excessiva aos raios UVB representa um risco
significativo a saude da pele (Hojerova et al., 2011; Lautenschlager et al., 2007; Stanfield et al., 2010).

Alguns compostos, como o acido paraaminobenzdico, dibenzoilmetano e benzofenona-3, sao
adicionados a protetores solares comerciais para absorverem a radiacao UV fornecendo fotoprotecao. O
que estes compostos tém em comum é a presenca de um anel benzénico ou uma estrutura conjugada,
que os torna eficazes na absorcao de raios UV. A faixa de comprimento de onda UV que eles absorvem
e o fator de protecdo solar (FPS) sdo os principais critérios utilizados para avaliar a capacidade
fotoprotetora dessas substancias (Feng et al., 2022).

Os produtos naturais desempenham um papel crucial nas pesquisas em busca de novos compostos

bioativos. Isso abre oportunidades para a exploracao de novos mecanismos biologicos, a identificacdo de
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moléculas ativas inovadoras e o estudo das relacdes entre a estrutura e a funcdo, direcionando o
desenvolvimento de medicamentos mais eficazes com menos efeitos colaterais indesejados. Além disso,
quando as fontes de substancias naturais sdo comuns e amplamente disponiveis, torna-se possivel
produzi-las em larga escala a custos acessiveis (Ebrahimzadeh et al., 2014). Muitas plantas ja
demonstraram ter a capacidade de absorcdo UV, como a Loes de verdadeiro grandiflorum, Morus
multicaulis Perr, no que diz respeito aos acidos fenolicos a Pulsatilla cernua, a Oryza sativa indica cv, a
Punica granatum L., outros fendlicos como a Oryza sativa L. (arroz preto), curcuma, babosa, cominho,
Orégano vuigaris, no caso dos flavonoides a Sophora flavescens, a Vinifera L., a Paeoni suffruticosa,
balsamo irrevistivel, a Moringa oleifera, entre outras. De acordo com a Food and Drug Administration
(FDA) dos EUA, so extratos de plantas que apresentem valores de FPS maiores ou iguais a 15 é que sao
apropriados para produtos fotoprotetores. Certos extratos de plantas foram identificados com altos
valores de SPF em baixas concentracfes como os extratos etanolicos das folhas de Andrographis
paniculata, sementes de Dimorphandra gardneriana , folhas de Lippia microphylla e cascas de Schinus
terebinthifolius, entre outros exemplos.

Existem evidéncias solidas de que a exposicao prejudicial a luz ultravioleta (UV) pode desencadear o
acumulo de flavonoides e outros compostos fenolicos, que absorvem a luz UV, nos tecidos da planta.
Isso sugere uma funcao fisiolégica, embora especulativa, na protecdo contra a luz UV em plantas, e essa
descoberta apresenta implicacées semelhantes para a protecao contra a luz UV em seres humanos
(Ebrahimzadeh et al., 2014).

A determinacao do fator de protecao solar (FPS) ¢é definido pela energia UV necessaria para produzir
uma dose minima de eritema (MED) na pele protegida, a dividir pela energia UV necessaria para produzir
uma MED na pele desprotegida (Kaur & Saraf, 2010). O SPF indica a eficacia de um protetor solar, logo
um valor mais alto corresponde a uma maior eficacia na prevencdo de queimaduras solares. A radiacao
ultravioleta (UV) origina uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio, que podem causar mudancas na estrutura e funcao de proteinas na pele, como
colageno, elastina e glicosaminoglicanos. Essas alteracdes podem contribuir para o processo de
fotoenvelhecimento (Kambayashi et al., 2001).

As células da pele contém enzimas como a Superoxido Dismutase, a Catalase e Glutationa peroxidase
(SOD, CAT e GPX, respetivamente), bem como peptidos com grupos tiol, como a glutationa, que auxiliam
na producéo de antioxidantes (Kang et al., 2009; Roy et al., 2013). E relatado que alto valor de FPS esta
relacionado com o alto contetdo fendlico. Essa observacdo gerou um interesse crescente no uso de

antioxidantes naturais em filtros solares, a fim de proporcionar uma acédo fotoprotetora adicional. Os
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antioxidantes derivados de fontes naturais estdo a abrir novas perspetivas para o tratamento e prevencao
de doencas relacionadas a exposicdo a radiacdo UV (Ebrahimzadeh et al., 2014). Estes podem ser
obtidos através da nutricao a partir de fontes naturais, como vitamina C, vitamina E e carotenoides, os
quais oferecem protecao contra o fotoenvelhecimento causado pela radiacédo ultravioleta (Kang et al.,
2009; Roy et al., 2013).

A exposicao prolongada da pele humana ao sol ou a radiacdo ultravioleta é mais significativa do que
as diferencas na constituicao natural da pele. Isso resulta numa reducéo da elasticidade da pele devido
a deterioracdo da estrutura tridimensional das fibras resilientes, o que, por sua vez, leva a uma

diminuicdo das propriedades elasticas da pele originando as rugas (Roy et al., 2013).

1.6.6 Inibicao da atividade da tirosinase

No que diz respeito a inibicao da atividade da tirosinase, esta € monitorizada utilizando sempre um
espetrofotometro adequado. Resumidamente, existe diversas misturas reacionais que contém diferentes
quantidade de solucdes inibidoras e concentracdes fixas de tirosinase que sao incubadas. Posteriormente
¢ medida a atividade da monofenolase e da difenolase com a L-tirosinase e L-Dopa como substratos,
respetivamente, sendo que no fim a absorbancia das misturas reacionais é medida, por norma, a 475
nm. De modo a obter resultados mais fidedignos sao sempre realizadas repeticdes, e utiliza-se um
inibidor da tirosinase como o acido kojico, por exemplo, como controlo positivo (Fan et al., 2017).

Os compostos inibidores da tirosinase sao testados na presenca de substratos monofendlicos ou
difendlicos, como a tirosina ou L-DOPA. A avaliacdo da atividade desses inibidores é realizada
considerando a formacéo de dopacromo. Contudo, alguns apresentam limitacdes, tais como eficacia
limitada, biodisponibilidade reduzida e permeabilidade baixa em relacao a pele, o que restringe a sua
atividade bioldgica. Os inibidores da tirosinase possuem a capacidade de diminuir a producao e
acumulacao de melanina na pele ao bloquear a atividade da enzima tirosinase. Todavia, ao reduzir a
producao de L-Dopa e dopaquinona, individualmente ou em conjunto, estes inibidores auxiliam na
diminuicdo da sintese de melanina desde o inicio do mecanismo de formacao, beneficiando assim o
tratamento de doencas causadas pelo excesso de melanina, como é o caso do melanoma, dai ser tao
importante avaliar este parametro. Um inibidor natural da tirosinase, ja bastante estudado é o acido
kdjico, contudo apresenta desvantagens como instabilidade quimica, citotoxicidade, lipofilia, sendo que
nos ultimos anos muitos estudos tém sido feitos no sentido de compreender a atividade de extratos

vegetais contendo derivados de flavonoides, carvacrol, resorcinol, timol e acidos gordos de modo a
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melhorar a eficacia e seguranca destes inibidores (J. Li et al., 2023; Vaezi, 2023). Os compostos fendlicos
tém a capacidade de inibir a tirosinase por meio de uma competicao com o substrato da tirosinase,
agindo de maneira semelhante a este. Diversas espécies de plantas, que contém quantidades razoaveis
de fendlicos e flavonoides, exibem a inibicdo mais pronunciada da atividade da tirosinase. Isso sugere
que a composicdo dos compostos fenolicos desempenha um papel mais significativo na inibicdo da
tirosinase do que apenas a concentracdo desses mesmos compostos (Baek et al., 2021).

Portanto, a busca por novos inibidores da tirosinase, visando reduzir a toxicidade e aumentar a
atividade inibitoria, requer uma sintese e alteracao estrutural de compostos naturais, como os derivados

de plantas (J. Li et al., 2023; Vaezi, 2023).

1.7 Nanoparticulas

As nanoparticulas, devido as suas diversas aplicacdes nas mais distintas areas, tém sido cada vez
mais investigadas (Maleki Dizaj, Barzegar-Jalali, et al., 2015; Maleki Dizaj et al., 2016). Um nanomaterial
€ uma substancia, que pode ser encontrada na natureza, surgir como um subproduto ou ser produzida
pelo homem, e é composto por particulas que ndo estao ligadas entre si, podendo formar aglomerados
ou agregados. No contexto dos nanomateriais, pelo menos metade das particulas devem apresentar uma
dimensao externa de 1 a 100 nandmetros.(Khezri et al., 2018; Papakostas et al., 2011).

As nanoparticulas farmacéuticas sdo particulas coloidais carregadas com principios ativos de
tamanho nanométrico (10-100 nm), compostas por diferentes substancias biocompativeis (Maleki Dizaj,
Lotfipour, et al., 2015; Maleki Dizaj, Mennati, et al., 2015). As nanoestruturas lipidicas, a nanoparticulas
metalicas, nanocristais e nanoparticulas poliméricas tém sido utilizadas como diferentes formas de
transporte de substancias ativas em sistemas bioldgicos (Khezri et al., 2018). Essas nanoparticulas
possuem a capacidade de melhorar significativamente as propriedades do material em comparacao com
a sua forma convencional (Maleki Dizaj, Lotfipour, et al., 2015; Maleki Dizaj, Mennati, et al., 2015).
Quando um principio ativo é baseado em nanoparticulas, este adquire uma funcao especifica que esta
relacionada com o tratamento, prevencao ou diagnostico de doencas. As principais vantagens do uso de
nanoparticulas como meios para principios ativos em medicamentos sao o direcionamento especifico
para o local de acao, a reducao da toxicidade, a manutencéo dos efeitos benéficos, maior seguranca e
biocompatibilidade, além do avanco mais célere no desenvolvimento de novos medicamentos (De Jong
& Borm, 2008). As nanoparticulas produzidas a partir de lipidos sédo especialmente interessantes por

causa da sua excelente biocompatibilidade relacionada com o conteudo lipidico (Kelidari et al., 2016;
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Moazeni et al., 2016), sendo que estas desempenham um papel significativo na eficacia dos cosméticos,
ja que tém demonstrado ser seguras para uso em humanos. Além do mais, as nanoparticulas tém o
potencial de aumentar a durabilidade e consisténcia dos produtos cosméticos para cuidados da pele
(Akbari et al., 2016; Kelidari et al., 2015; Khezri et al., 2018).

Alguns exemplos ja usados sao o caso das nanoemulsdes, emulsdes ultrafinas, muito usadas em
desodorizantes, protetores solares e em produtos para cuidados com o cabelo e pele, devido as suas
excelentes caracteristicas como o poder hidratante, a rapida penetracdo e combinacao de texturas e
propriedades biofisicas (Brugé et al., 2015). Outro exemplo sdo as emulsdes nanométricas de 6leo, agua
e anfifilico, que é um liquido opticamente isotrdpico e estavel termodinamicamente, também sdo muito
usadas em cosméticos para cuidados com o cabelo e pele (Miao et al., 2013). Os hidrogéis sdo redes
poliméricas que possuem ligacdes quimicas ou fisicas capazes de absorver agua ou outros fluidos
biologicos sem se dissolver, o que lhes permite aumentar de volume e adquirir uma consisténcia
semelhante a um gel (Gokce et al., 2012). Os niossomas, apresentam uma estrutura em forma de
vesiculas e sao compostos de surfactante nao idnicos, sendo que estes fazem com que haja um bom
armazenamento, um elevado grau de pureza e baixos custos na sua producao. Apresentam, por isso,
vantagens como maior estabilidade dos principios ativos encapsulados, melhor biodisponibilidade de
principios com baixa absorcdo e maior capacidade de penetracdo na pele (Sankhyan & Pawar, 2012).

A terapia direcionada no tratamento de doencas envolve a administracdo prolongada e precisa de
agentes terapéuticos na area afetada do corpo. Para que isso ocorra, é essencial desenvolver
nanoparticulas terapéuticas seguras, estaveis e eficazes, sendo este um dos objetivos principais da
nanomedicina. Para além do tempo de retencdo, da capacidade de direcdo, o tamanho das
nanoparticulas é um fator critico que influencia a sua circulacédo, absorcdo e distribuicdo no corpo. A
forma das nanoparticulas também é muito importante, uma vez que afeta a internalizacéo pelas células-
alvo. A carga superficial das nanoparticulas desempenha um papel na eliminacao e direcionamento para
o local de atuacao Particulas com carga positiva tendem a gerar respostas imunoldgicas mais intensas,
enquanto particulas com carga préxima a zero sdo menos suscetiveis a fagocitose. A carga superficial
das nanoparticulas também esta relacionada com a sensibilidade ao pH, o que pode ser explorado para
direcionar a sua localizacdo para compartimentos celulares especificos. Em resumo, a investigacdo em
nanomedicina visa superar diversos desafios para desenvolver nanoparticulas terapéuticas mais eficazes,
estaveis e direcionadas no tratamento de doencas (Yetisgin et al., 2020).

No que diz respeito a problematica em estudo, relacionada com a hiper e hipopigmentacéao,

atualmente, os principais agentes utilizados neste tipo de problema e também nas dermatites incluem
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anti-histaminicos, hidroguinonas e corticosterdides. No entanto, o uso prolongado dessa substancia pode
resultar na sua absorcdo pelo organismo, desencadeando uma série de efeitos colaterais indesejados,
como ocronose, lesdes, eczema, dermatite alérgica, potencial carcinogenicidade e risco de cancro da
pele, entre outros. Portanto, existe uma necessidade nao atendida na area médica de encontrar
alternativas seguras e eficazes aos ingredientes sintéticos. Essas alternativas devem ser mais eficazes e
melhor toleradas pelos pacientes. A utilizacdo de nanoparticulas para administracdo de medicamentos é
a abordagem mais comum para melhorar a absorcao pela pele (Shrotriya et al., 2018). Em particular,
as nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNs) apresentam grande potencial em comparacdo com outras
formas de transporte de nanoparticulas, devido a abundancia de lipidos no estrato cérneo da pele. As
pequenas dimensdes das particulas lipidicas facilitam a interacdo direta com o estrato cérneo, o que
resulta numa maior penetracao, retencao e distribuicdo do medicamento na derme. Isso faz com que se
tornem candidatas promissorias para sistemas de administracao de medicamentos. Para criar uma
forma de dosagem topica com a textura desejada, as SLNs podem ser incorporadas em veiculos dérmicos
casuais, como geis e cremes. Geralmente, os géis sdo preferidos devido a sua capacidade de liberacéo
controlada, direcionamento eficaz para a epiderme, ajuste facil da consisténcia e boa compatibilidade
com os tecidos cutaneos. Um estudo de Shrotriya et al. teve como principal objetivo produzir
nanoparticulas lipidicas que foram incorporadas num gel para aplicacao topica, de modo a tratar as
doencas pigmentares, tendo sido avaliadas quanto a penetracao na pele e oclusividade. Posteriormente,
o gel também foi avaliado de modo a verificar o seu efeito inibitorio na sintese de melanina (Shrotriya et
al., 2018).

A aplicacao de tecnologias nanomeétricas oferece um vasto potencial para melhorar a eficacia dos
tratamentos com medicamentos destinados ao controle da hiperpigmentacdao. Uma abordagem
amplamente explorada envolveu recentemente o encapsulamento de agentes hipopigmentantes
descritos em sistemas de entrega baseados em nanotransportadores, especialmente no contexto do
tratamento do melasma. Esta estratégia apresenta diversas vantagens significativas, como melhoria da
capacidade de absorcao dos medicamentos pela pele, direcionamento preciso para as areas afetadas,
maior eficacia terapéutica, estabilidade prolongada na manipulacao e acao rapida e de longa duracao
(Singh et al., 2023). Ja existem estudos onde demonstram resultados de diversas administracao tpica
de medicamentos baseados em nanotransportadores para o tratamento do melasma e outros disturbios
de hiperpigmentacao, como é o caso de nanotransportadores de acido kojico que melhorou a distribuicao
e a libertacao controlada do medicamento nas camadas mais profundas da pele, de nitrato de miconazol

que proporcionam um melhor efeito de direcdo na pele e absorcdo acumulativa do medicamento na pele,
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de curcumina apresentam potencial na despigmentacdo da pele, de glabridina suprimem a sintese de
melanina na pele, e de acido ascérbico adequado para o clareamento da pele, entre outros (Singh et al.,
2023).

A pele é composta por varias camadas (Figura 17), comecando pelo estrato corneo, que consiste
em células mortas queratinizadas, seguido pela epiderme, derme e tecido subcutdneo. Dentro das
células queratinizadas, existe uma matriz lipidica composta por ceramidas, acidos gordos, colesterol e
ésteres de colesterol, que desempenham um papel vital na formacao de uma barreira eficaz na pele.
Quando se aplica medicamentos ou principios ativos topicamente na pele, existem trés vias de
penetracao através da barreira cutanea: (1) a via intercelular, onde a substancia se difunde através do
estrato corneo entre as camadas lipidicas que envolvem as células cornedcitas; (2) os foliculos capilares,
que sao importantes porque estdo cercados por uma rede densa de capilares sanguineos, permitindo
uma penetracao eficiente e funcionando como um reservatério para os compostos ativos; e (3) a via
transcelular, que é menos compreendida e envolve o transporte direto de medicamentos através das

camadas lipidicas e cornedcitos até as células vivas (Yukuyama et al., 2016).

Foliculo capilar

Estrato
corneo

Epiderme 1

Derme

Figura 17. lustracdo esquematica da pele com as trés vias de penetracédo possiveis para substancias aplicadas topicamente (1 = intercelular,

2 =folicular e 3 = intracelular) (Yukuyama et al., 2016).

Para obter efeitos cosméticos, é necessario que os ativos penetrem na pele, embora nao devam ser
absorvidos sistemicamente apés a aplicacao topica. A penetracao cutanea é influenciada por diversos
fatores, como o tamanho molecular, grau de ionizacao, lipofilicidade, interacdes entre 0s componentes
da férmula e o composto ativo, bem como as caracteristicas da formulacéo e a condicao da pele. Dada
a composicao da pele e sua funcao de barreira, formulacoes a base de lipidos sao frequentemente

consideradas adequadas para a aplicacao topica de principios ativos (Yukuyama et al., 2016).
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2. Motivacao e objetivo do trabalho

Os extratos de plantas s@o ricos numa ampla gama de compostos bioativos com propriedades
biologicas benéficas. A extracdo como € um processo fundamental, é crucial desenvolver técnicas de
extracao que sejam nao apenas econdmicas e eficientes, mas também ecologicamente sustentaveis,
substituindo solventes agressivos, como é o caso dos solventes organicos, por alternativas mais
amigaveis ao meio ambiente, como sao os solventes eutécticos, sendo esse um dos objetivos do presente
trabalho.

A industria cosmeética tem adotado cada vez mais produtos de origem natural, procurando substituir
ingredientes prejudiciais a salde e ao meio ambiente. Nesse sentido, o uso de extratos de plantas tem-
se destacado como uma solucao ideal. Os ingredientes naturais oferecem beneficios terapéuticos, gracas
as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas entre outras, que ajudam a
controlar os danos causados por espécies reativas de oxigénio e inibir bactérias e fungos responsaveis
por infeces cutaneas, entre outros beneficios.

Tendo em conta 0 mencionado anteriormente, o objetivo principal deste estudo foi analisar o papel
dos extratos naturais na regulacdo da acao da tirosinase, com o proposito de identificar a presenca de
compostos bioativos na sua composicdo com essa capacidade, de forma a que estes possam
posteriormente ser incorporados em formulacdes cosméticas, para o tratamento de doencas pigmentares
como a hiper- e hipopigmentacao. A encapsulacdo dos extratos em nanoparticulas também foi alvo de
estudo com o objetivo de conseguir aumentar a sua biodisponibilidade e promover a sua entrega
sustentada /n7 vitro. Para a concretizacao deste objetivo principal foi necessario a procura por diferentes
métodos, a fim de inovar e conseguir o mesmo rendimento ou rendimentos semelhantes usando menos
energia, sendo que os métodos de extracao usados foram as pas e a misturadora planetaria. Assim como
de solventes para a extracao de compostos bioativos através de fontes naturais, sendo que a utilizacado
de solventes eutécticos foi uma das alteracdes em prol do bom desenvolvimento do processo. A
caracterizacao dos extratos para aplicacdo cosmética também foi essencial, assim como as
nanoparticulas produzidas por encapsulacao dos extratos de modo a melhorar a entrega e aumentar a

biodisponibilidade.
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3. Materiais e métodos

3.1. Materiais

Figura 18. Fontes naturais usadas: a) Lavanda (Lavandula angustifdlia), b) Tomilho ( 7hymus vuigaris), c) Eucalipto (Corymbia citriodora), d)

Cortica (Quercus suber L.) e e) Cacau ( Theobroma cacao) (as imagens foram obtidas através do site PlantNet).

Os solventes de extracdo utilizados neste trabalho foram duas misturas hidroetanolicas (HE) e trés

solventes eutécticos profundos (SE). No que diz respeito a composicdo dos solventes eutécticos

utilizados, de origem natural, encontra-se presente na Tabela 1, abaixo apresentada.

Tabela 1. Composicdo dos solventes eutécticos utilizados no presente estudo

Solvente Razao
Eutéctico molar
1:1
SE1 Glicerol Acido Latico
OH O
4:1
SE 2 HO OH OH
OH
Glicerol Acido Citrico
SE 3 OH o Ox-OHg N
HO OH '
HO OH
OH
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Tabela 2. Composicédo dos solventes hidroetanolicos utilizados no presente estudo

Solvente Propor¢ao
Hidroetanélico (EtOH:H.0)
HE 1 50:50
HE 2 30:70

Os materiais utilizados foram no decorrer do presente trabalho foram: tirosinase de cogumelo
(>1000U/mg..), membrana de dialise cut-off 14 kDa (Sigma), acido latico (80,0%), glicerol (99,0%),
reagente de Folin-Ciocalteu, acido galico (97,5-102,5%), quercetina, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),
trolox (6-hidroxi-acido 2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) (97,0%), persulfato de potassio (99,99%),
piridina, fosfato de potassio (99,0%), cloreto de ferro (97,0%) e cloroférmio (99,8%) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Alemanha), carbonato de sodio (99,8%), cloreto de aluminio e hidroxido de sodio (98,0%)
foram adquiridos de Riedel-de Haen (Alemanha), Acros organics (EUA) e Labkem (Espanha)
respetivamente, ABTS (acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) (98,0%), Ltirosina (98,0%)
foram adquiridos da Alfa Aesar (EUA), acido citrico, acido cloridrico, ferrozina (97,0%) e etanol (99,8%)
foram  adquiridos da  Fisher Scientific  (EUA), vermelho de nilo, EDTA (acido
etilenodiaminotetracético)(98,0%), N,O-Bistrimetil, trifluoroacetamida (BSTFA+TMCS, 991) foi adquirida
a TCI Chemicals (Japao), solucao de amonia (25%) foi adquirida a Panreac (Espanha). Todos os produtos
quimicos foram utilizados sem purificacao adicional. O protetor comercial Darphin Soleil FPS 50 foi

adquirido numa farmacia.

3.2. Métodos

3.2.1. Caracterizacdo dos solventes de extracao

3.2.1.1. Polaridade

O vermelho de Nilo (NR) foi utilizado como sonda solvatocromatica para estimar a polaridade dos
solventes de extracdo sob a forma de energia de transicdo molar (E.). A solucao de corante foi dissolvida
no solvente de extracdo para obter uma concentracao de 10° M e o espetro de absorcédo do corante (A..,)
foi lido num espetrofotémetro UV-Vis (leitor de microplacas BioTek Synergy H1). Todas as medicoes

foram efetuadas a pressdo atmosférica a 25°C. A agua destilada e o etanol também foram medidos
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como referéncia. A E.. (kcal/mol) foi determinada utilizando a seguinte equacao (1):
(1)

Onde h é a constante de Planck; c é a velocidade da luz no vacuo; NA ¢ a constante de Avogadro.

_ hcNA _ 28591
Amax  Amax

NR

3.2.1.2. Medicao do pH

O pH dos solventes de extracao foi avaliado com um medidor de pH de bancada (VSTAR83, sonda

8157BNUMD, Thermo Scientific).

3.2.1.3. Viscosidade

Para determinar a viscosidade (7 ) dos SE, foram usadas duas abordagens. Para os SE 1 e 2, a

viscosidade foi avaliada utilizando um viscosimetro Brookfield DV-11+Pro (eixo 27, 50 rpm a temperatura
ambiente durante 4 h, com intervalos de tempo de 30 s, binario 3,0 x 106 N m). Para o SE 3, a
viscosidade foi avaliada com um redmetro Discovery HR-1 (TA Instruments), utilizando uma placa paralela
de 40 mm, a 25 °C. O método de fluxo foi o seguinte: 1. Rampa de fluxo 25 °C; 120,0s; 0,1 a final
300,0 1/s; 2. Rampa de fluxo 25 °C; 120,0s; 300,0 rampa de fluxo 25 °C; 120,0s; 0,1 a final 300,0
1/s; 3. rampa de fluxo 25 °C; 120,0s; 0,1 a final 300,0 1/s. Os resultados foram expressos em Pa s.

3.2.1.4. Densidade

A densidade ( o ) dos solventes de extracado foi medida em triplicado, medindo 25 mL de cada solvente

num picnometro de 25,00 + 0,01 mL. O valor da densidade final foi calculado através do quociente entre

a massa e o volume do solvente.

3.2.1.5. indice de refracao

Os indices de refracao (n,) dos solventes de extracdo foram medidos utilizando um refratdmetro Atago

RX-9000 o refratometro. Todas as medicoes foram efetuadas a pressao atmosférica a 25°C.

3.2.1.6. Condutividade

A condutividade (o) dos solventes de extracédo foi medida utilizando um medidor de bancada Thermo

Scientific (Orion Versa Star Pro). Todas as medicdes foram efetuadas a pressdo atmosférica a 25 °C.
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3.2.2. Extracao de compostos bioativos de fontes naturais

A lavanda (Lavandula angustifolia), o tomilho (7hymus vulgaris), o eucalipto (Corymbia citriodora), a
cortica (Quercus suber L.) e o cacau (7Theobroma cacao) foram as fontes naturais neste estudo. As
amostras foram inicialmente moidas num po fino utilizando um moinho de café (KUNFT KCG5414). A
extracdo dos compostos bioativos de todas as fontes naturais em pé foi efetuada utilizando diferentes
solventes: duas misturas de etanol:agua (50/50 e 30/70) (HE 1 e HE 2) e trés solventes eutécticos (SE
1, SE 2 e SE 3)(Tabela 1- Materiais).

O glicerol é frequentemente utilizado como umectante em cosméticos, além de ser amplamente
utilizado como excipiente em formulacoes farmacéuticas. A utilizacao de solventes eutécticos a base de
glicerol resulta em extratos ricos em compostos fendlicos (Lee et al., 2023).

A extracao foi realizada de acordo com dois procedimentos diferentes: com o auxilio de um sistema
de pas (Heidolph), durante 30 e 90 minutos, e de uma misturadora planetaria, durante 90 minutos

(THINKY ARE-250) (Figura 19 e 20).

Programa Temperatura
\
Pas i
30 minutos Temperatura ambiente para
10g: 50. mL 90 minutos solventes hidroetandlicos e
(fonte natural : solvente) 70 °C para solventes
N eutéticos

3 ciclos: 1) 5 min., 1000 rpm; 2) 5min.,

2000 rpm; 3) 5min., 2000 rpm; 4)
Misturadora
5g:50mL

(fonte natural : solvente)

5min., 2000 rpm; 5) 5 min., 1000 rpm
pm; 5) p soc

Retirar a espuma no final de cada etapa:

1 min., 2200 rpm

Figura 19. Condicdes utilizadas nos diferentes métodos de extracao.
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Figura 20. Equipamento utilizado para as extracdes: pas (esquerda) e misturadora planetaria (direita).

0 procedimento iniciou-se com a colocacao das fontes naturais (10 g no caso das pas e bg no caso
da misturadora planetaria) com o solvente (50 mL) nos frascos destinados a cada equipamento utilizado
para as extracoes, tendo os programas duracdes diferentes, no caso das pas a duracao foi de 30 minutos
e 90 minutos e no caso da misturadora planetaria foi de 90 minutos. De seguida ocorreu a remocao,
seguido da filtracdo do material. No caso das extracdes que envolveram misturas hidroetandlicas, o
liquido filtrado foi transferido para um evaporador rotativo (Heidolph) e concentrado a 40 °C. Apés a
concentracdao, as amostras foram liofilizadas para eliminar a agua e, em seguida, submetidas a
caracterizacao. No caso de extracdes com solventes eutécticos, o liquido filtrado foi preservado, liofilizado
e posteriormente caracterizado. O sélido resultante foi recolhido, seco numa estufa e pesado para
posteriormente se efetuar o calculo do rendimento de extracdo. Os rendimentos de extracao (g extrato/g

material de partida) foram calculados de acordo com a Equacgao (2):

P1-P2

(2)

Rendimento de extracéo =

Em que P, é o peso inicial da amostra em pd, em gramas; P, € o peso no final do processo de

extracdo em gramas.

3.2.3 Caracterizacao dos extratos

3.2.3.1 Espetros UV-Visivel dos extratos das diferentes fontes naturais

Colocou-se num eppendorf 5mg de extrato com 1mL dos solventes hidroetandlicos 50 EtOH:50 H20
e 20 EtOH:80 H20 e agitou-se num vortex.. Posteriormente, pipetou-se (em triplicado) para a placa de
quartzo e, por fim, tracou-se o espetro respeitando as seguintes condicdes, varrimento entre 230 - 750nm

e com intervalos de 5 nm. Esquema ilustrativo do procedimento presente na figura 21.
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\\\\/‘/,/
Adicionar 5 mg de Pipetar para a placa de Tracar o espetro UV/Vis
extrato com 1 mL do quartzo, em triplicado (230-750nm)

solvente e vortexar

Figura 21. Esquema ilustrativo do procedimento para tracar os espetros UV-vis (as imagens foram obtidas através do software BioRender).

3.2.3.2 Determinacao do teor em fenolicos dos extratos

0 teor de fenolicos totais dos extratos foi determinado utilizando o método de Folin-Ciocalteu, tal
como descrito por Singleton & Rossi (Singleton & Rossi, 1965)(Figura 22). Os extratos foram dissolvidos
em dimetilsulfoxido (DMSO) de modo a atingir concentracdes de 10 mg/mL para os extratos obtidos por
extracao hidroetandlica e 100 mg/mL para os extratos obtidos por extracdo com solventes eutécticos.
Numa microplaca de 96 pocos, 2 pL de amostra foram misturados com 10 pL de reagente de Folin-
Ciocalteu e 120 pL de dgua destilada. Apds a mistura, foram subsequentemente adicionados a mistura
40 pL de solugdo aquosa de carbonato de sodio a 15% (Na,CO.) e 28 pL de dgua destilada. A microplaca
foi mantida no escuro durante 2 horas a temperatura ambiente, apds o que a absorvancia foi medida a
750 nm (leitor de microplacas BioTek Synergy H1), tomando o DMSO, reagente de Folin, agua destilada
e 0 carbonato de sédio como branco, o controlo apresenta todos os componentes, mas em vez do extrato
coloca-se DMSO. A curva de calibracao foi obtida a partir de uma série de solucdes-padrdo de acido
galico com as seguintes concentracées 0,0015, 0,015, 0,15, 0,45, 0,9, 1,5, 2,5 e 5 mg/mL. Os
resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galico (EAG) por grama de peso
seco da amostra (mg/g). Todas as determinacdes foram efetuadas em duplicado. O teor de fendlicos

totais foi determinado utilizando a equacao (3):

C—CXV 3
=Gx— (3

Em que C, é a concentracao de acido galico estabelecida a partir da curva de calibracdo em mg/mL;

V é o volume do extrato em mL; m é a massa do extrato da planta em gramas.
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Adicionar 40 pL :\

Adicionar 2 L de amostra  { de carbonato de

fiyr] : + 10 pL de reagente de sodio a 15%
adicionar 100 Folin-Ciocalteu +120 pL de (Na:C0s) e 2,8| L
pL de DMSO agua destilada de agua destilada
—_— —_— ——
Vortexar
Extratos Vortexar
hidroetanélicos (1 mg)
e extratos eutéticos
(10 mg)
Manter 2
horas no
escuro
Lera Vortexar

absorvancia
a750 nm

Figura 22. Esquema do procedimento usado para a determinacéo do teor de fenolico total segundo o ensaio de Folin-Ciocalteu (as imagens

foram obtidas através do software BioRender).

3.2.3.3 Determinacao do teor de flavonoides total dos extratos

O teor em flavondides total dos extratos foi determinado utilizando o ensaio de cloreto de aluminio,
tal como descrito por Zhishen et al. (Zhishen et al., 1999)(Figura 23). Os extratos foram dissolvidos em
DMSO para obter concentracdes de 10 mg/mL para os extratos obtidos por extracao hidroetandlica e
100 mg/mL para os extratos obtidos por extracdo com solventes eutécticos. Numa microplaca de 96
pocos, 17,5 uL de amostra foram misturados com 140 plL de agua destilada e 5,25 pL de solucao
aquosa de nitrito de soédio a 10% (NaNO,). Apos 5 minutos, foram adicionados a mistura 5,25 uL de
solucao aquosa de cloreto de aluminio a 20% (AICL.), 70 uL de solucéo aquosa de hidroxido de sodio 1M
(NaOH) e 112 pL de agua destilada. A absorvancia foi medida a 510 nm (leitor de microplacas BioTek
Synergy H1), tomando o DMSO, reagente de Folin, agua destilada e o carbonato de sédio como branco,
o controlo apresenta todos os componentes, mas em vez do extrato coloca-se DMSO. A curva de
calibracao foi obtida a partir de uma série de solucbes-padrao de quercetina com as seguintes
concentracdes 0,1, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 10 mg/mL. Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes de quercetina (EQ) por grama de peso seco da amostra (mg/g). Todas as determinacdes

foram efetuadas em duplicado. O teor de flavonoides total foi determinado utilizando a equagéo (3).
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Adicionar 525 uyLde _
cloreto de aluminio a
Adicionar 17,5 pL de \ 20% (AICI3), 70 pL de \

amostra + 5,25 pL nitrito de ~ \ hidroxido de sodio
adicionar 100 s6dio a 10% (NaNOz +140 1M (NaOH) e 112 uL
pL de DMSO WL de dgua destilada de dgua destilada
_—  m— E— —_—
Apos 5
Vortexar minutos
Extratos Vortexar
hidroetandlicos (1 mg)
e extratos eutéticos
(10 mg)

Lera
absorvancia
a 510 nm

Figura 23. Esquema da determinacao do teor de flavonoides total apds o ensaio com cloreto de aluminio (as imagens foram obtidas através

do software BioRender).

3.2.3.4. Determinacao da atividade antioxidante dos extratos

A capacidade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando trés métodos diferentes: atividade

de eliminacado do radical DPPH, atividade de eliminacao do radical ABTS e ensaio FRAP.

3.2.3.4.1 Ensaio de atividade de eliminacao do radical DPPH

A atividade antioxidante avaliada pelo ensaio DPPH seguiu o método descrito por Brand-Williams et
al. (Brand-Williams et al., 1995) (Figura 24). A solucao de DPPH (200 uM, etanol 99,5%) foi preparada
diariamente e armazenada a 4 °C no escuro quando nao utilizada entre as analises. Com excecao do
extrato de eucalipto, que foi dissolvido em etanol a 99,5% por ser insoltvel em agua, os extratos foram
dissolvidos em agua para obter as seguintes concentracées: 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 ¢ 0,5
mg/mL. Numa microplaca de 96 pocos, 10 uL de amostra foram misturados com 140 pL de solucao
de DPPH. A absorvancia foi monitorizada continuamente durante 1 hora a 515 nm (leitor de microplacas
BioTek Synergy H1). O Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) foi utilizado como
padrao para efetuar a curva de calibracao da reducdo do DPPH. Todas as determinacdes foram efetuadas
em triplicado. A percentagem de DPPH reduzido em estado estacionario (DPPHr) foi calculada de acordo

com a equacao (4):

(4i — Ar)
% DPPHr = — X 100 (4)

Em que Ar é a absorvancia registada no estado estacionario; Ai é a absorvancia inicial registada no
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tempo zero.

A EC,, foi obtida a partir da percentagem de reducdo da curva DPPH e representa a concentracao
necessaria para reduzir a descoloracdo DPPH em 50%. A atividade antioxidante dos extratos foi expressa
em equivalentes Trolox (ET) por 1 g de amostra de peso seco (mg ET/g extrato), de acordo com a

equacao (5):

_ ECs Trolox

ECs, extrato
Adicionar 10
pL de amostra \
+10 pL de Adicionar 140 Apbs 1
trolox : UL de DPPH ; hora
i , P O it & —_—

Os extratos sao O Trolox é Lera
dissolvidos em agua/ dissolvido em absorvancia
etanol para obter agua/etanol para as1anm

diferentes obter diferentes
concentragoes concentragoes

Figura 24. Esquema da determinacao da atividade antioxidante apds o ensaio de atividade de eliminacdo do radical DPPH (as imagens

foram obtidas através do software BioRender).

3.2.3.4.2. Ensaio de atividade de eliminacao do radical ABTS

A atividade antioxidante avaliada pelo ensaio ABTS seguiu 0 método descrito por Re et al. (Re et al.,
1999)(Figura 25). A solucdo de radical ABTS foi preparada misturando 5 mL de solucao de ABTS 7,4
mM com 88 L de solucéo de persulfato de potassio (K.S.0s) 2,6 mM e deixando-os reagir durante 16 h
a temperatura ambiente no escuro. A mistura ABTS.- foi entao diluida com a quantidade de etanol a
99,5% necessaria para atingir uma absorvancia de 0,7 + 0,1 a 734 nm. Com excecdo do extrato de
eucalipto, que foi dissolvido em etanol a 99,5% por ser insoluvel em agua, os extratos foram dissolvidos
em agua para obter as seguintes concentracdes: 0,0005, 0,002, 0,01, 0,03, 0,125, 0,5 mg/mL. Numa
microplaca de 96 pogos, 10 uL de amostra foram misturados com 140 pL de solucéo de radical ABTS.
A microplaca foi mantida no escuro durante 6 minutos a temperatura ambiente, apds o que a absorvancia
foi medida a 734 nm (leitor de microplacas BioTek Synergy H1), utilizando agua ou etanol como branco.
O Trolox foi utilizado como padrdo. Todas as determinacdes foram efetuadas em duplicado. A

percentagem de atividade antioxidante foi calculada de acordo com a equacéo (6):

) — (Abscontrolo - Absamostra)

Abscontrolo

Atividade antioxidante (% x 100 (6)
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Onde AbS ontroio € @ absorvancia do radical ABTS + agua/etanol; AbSgmostrq € @ absorvancia
do radical ABTS + amostra/padrao.

A EC,, foi obtida a partir da curva da percentagem de atividade antioxidante e representa a
concentracao necessaria para eliminar o ABTS em 50%. A atividade antioxidante dos extratos foi expressa
em equivalentes de Trolox (ET) por 1 g de amostra de peso seco (mg ET/g extrato), como se mostra na
Equacao (5).

Adicionar 10

pL de amostra \ \ Apods 6
+10 pL de \ Adicionar 140 minutos no
trolox L de ABTS* escuro
0 > [ N >
Os extratos s@o 0 Trolox é Lera
dissolvidos em agua/ dissolvido em absorvancia
etanol para obter 4gua/etanol para a734nm
diferentes obter diferentes
concentragoes concentragdes

Figura 25. Esquema da determinacédo da atividade antioxidante apds o ensaio de atividade de eliminacao do radical ABTS (as imagens

foram obtidas através do software BioRender).

3.2.3.4.3 Ensaio do poder antioxidante redutor do ferro (FRAP)

A atividade antioxidante avaliada pelo ensaio FRAP seguiu o método descrito por Benzie e Strain
(Benzie & Strain, 1996)(Figura 26). O reagente FRAP foi preparado misturando tampéao acetato 300
mM (pH 3,6) com solucao de TPTZ 10 mM em &cido cloridrico (HCI) 40 mM e solucéo aquosa de cloreto
de ferro (FeCl)) 20 mM, numa proporcao de 10:1:1 (v/v/v). Com excecdo do extrato de eucalipto, que
foi dissolvido em etanol a 99,5% por ser insoltivel em agua, os extratos foram dissolvidos em agua para
obter as seguintes concentracées: 0,5, 0,7, 0,8, 1, 1,3, 1,6, 2 mg/mL. Numa microplaca de 96 pocos,
5 pL de amostra foram misturados com 145 plL de reagente FRAP. A microplaca foi incubada durante
10 minutos a 37 °C, posteriormente a absorvancia foi medida a 593 nm (leitor de microplacas BioTek
Synergy H1), utilizando agua ou etanol como branco. O Trolox foi utilizado como padrdo. Todas as
determinacdes foram efetuadas em duplicado. A percentagem de atividade antioxidante foi calculada de
acordo com a Equacao (7):

(Absamostra - Abscontrolo)

A bsamostra

AA (%) = x 100 (7)

Em que AbS mostra € @ absorvancia do reagente FRAP + amostra/padrao; AbScontroto € @
absorvancia do reagente FRAP + agua/etanol.

A EC,, foi obtida a partir da curva de percentagem de atividade antioxidante e representa a
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concentracdo necessaria para reduzir o complexo Fe*-TPTZ em 50%. A atividade antioxidante dos extratos
foi expressa em equivalentes de Trolox (ET) por 1 g de amostra de peso seco (mg ET/g de extrato), como

indicado na Equacao (5).

dAd'C'O”a" 55; \ Adicionar 145 pL \ Apés 10
€.amostra \ de reagente \ minutos,
pL de trolox ) FRAP : a37°C

> i _ — —_—

Os extratos s@o O Trolox é e
dissolvidos em dgua/ dissolvido em absgé\éanr%‘a
etanol para obter 4gua/etanol para e

diferentes obter diferentes
concentragoes concentragoes

Figura 26. Esquema da determinacao da atividade antioxidante apos o ensaio do poder antioxidante redutor do ferro (as imagens foram

obtidas através do software BioRender).

3.2.3.5 Determinacao do fator de protecao Solar (FPS)

O fator de protecéo solar (FPS) dos extratos foi obtido utilizando um método /n vifro simples, figura
27. O FPS mede a capacidade de um produto proteger a pele da radiacdo UVB e é definido como a
razao entre a energia UV necessaria para produzir uma dose eritemal minima (MED) na pele protegida e
na pele nao protegida. A locao de protecao solar comercial Darphin Soleil SPF 50 (como padréo) e os
extratos foram dissolvidos em etanol a 50% para obter uma concentracao de 250 pug/mL. A absorvancia
foi medida entre 290-320 nm, com um intervalo de 5 nm (leitor de microplacas BioTek Synergy H1),
utilizando etanol a 50% como branco. Todas as determinacdes foram efetuadas em duplicado. O valor

do SPF foi calculado utilizando a seguinte equacao de Mansur (8):

320

SPFamostra = CF ) EE ) X1 () X 40D (8)
290

em que o fator de correcdo CF = 10; EE (A) ¢é o efeito eritemogénico da radiacdo de comprimento de
onda A; I (A) ¢ a intensidade da luz solar de comprimento de onda A; A(A) s&o os valores de
absorvancia espectrofotométrica no comprimento de onda A. Os valores de EE (A)x| (A) sdo constantes

e foram determinados por (Sayre et al., 1979) (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores EE (A)xI (A) de cada um dos comprimentos de onda utilizados para determinar o FPS

Comprimento de onda (A) EE (A)=1 [A)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,018

\ —_

e | Adicionar 200 pL \
_4 de amostra h
—’ B
Os extratos e 0 Ler a absorvancia de
protetor solar padrao 290-320 nm, em
sdo preparados na intervalos de 5nm

concentracao de 250
pg/mL em etanol a
50%

Figura 27. Esquema da determinacao do fator de protecao solar (as imagens foram obtidas através do software BioRender).

3.2.3.6 Inibicdo da tirosinase pelos diferentes extratos

A inibicdo da tirosinase pelos extratos foi efetuada seguindo o procedimento descrito por Momtaz et
al. (Momtaz et al., 2008). Comecou-se por fazer uma solucao stock dos extratos em DMSO até uma
concentracao final de 10 mg/mL, e de seguida diluiu-se a solucao stock para 1mg/mL em tampéao
fosfato de potassio 50mM (pH 6,5). Testou-se os extratos em concentracdes de 5, 10, 20, 30, 40, 50 e
100ug/mL quanto ao seu efeito inibitorio da tirosinase. Numa placa de 96 pocos colocou-se 70uL de
cada diluicao de cada extrato com 30uL de tirosinase (1000U/mL, 0,34 mg/mL), em triplicado, e deixou-
se a incubar a temperatura ambiente por 5 min. Adicionou-se 110uL de solucdo 2mM de L-tirosina (0,36
mg/ mL) a cada poco, incubou-se a temperatura ambiente por 30 min e, por fim, leu-se a absorvancia

a 492nm, como podemaos observar na figura 28.
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10 mg/mL potassio 50mM (pH tirosina, em triplicado
6,5)

Figura 28. Esquema ilustrativo do procedimento da medicéo da inibicdo da tirosinase pelos extratos (as imagens foram obtidas através do

software BioRender).

No fim, procedeu-se ao calculo da inibicdo da tirosinase através da equacao (9):

(A-B)

% Inibicao = — X 100 (9)

Onde:
A = Absorvancia a 492nm sem amostra teste
B = Absorvancia a 492nm com amostra teste

3.2.4 Producao de nanoparticulas de quitosano com extratos encapsulados

Comecou-se por preparar uma solucao de acido acético em agua (1%). Para bmL de volume final,
adicionou-se 50puL de acido acético. Depois pesou-se o quitosano (low molecular weight) de maneira que
a sua concentracdo fosse 1%. Para bmlL, pesou-se 50mg de quitosano e juntou-se & solucdo de acido
acético 1% e deixou-se no agitador durante a noite a 25°C. Para 5mL, adicionou-se 8uL de Tween 80 e
juntou-se a solucdo de quitosano durante 2h a 45°C. Posteriormente colocou-se 50 ulL do extrato
eutéctico. Para ocorrer o crosslinkingdo polimero, procedeu-se ao método de gelificacdo idnica, a solucédo
de tripolifosfato (TPP) (0.4% w/v) foi preparada, adicionando 20mg em 5mL de agua. Depois, adicionou-
se bmL de solucao TPP aos bmL de solucao de quitosano, no agitador a 750 rpm durante 40 min a
temperatura ambiente. A seguir, centrifugou-se a 6330rpm (4°C) por 30min e depois lavou-se com agua
desionizada. Repetiu-se o processo pelo menos duas vezes. De seguida, os pellets foram dispersos em
10mL de agua usando o sonicador durante 4min (2s sonicar 1s parar) num banho de gelo. Por fim,

foram medidos o tamanho e a carga superficial (Figura 29).
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Figura 29. Producao de nanoparticulas (as imagens foram obtidas através do software BioRender).

3.2.4.1. Caracterizacdo das nanoparticulas

As nanoparticulas foram caracterizadas quanto ao seu tamanho (nm), carga superficial (mV) e
polidispersividade (PDI) usando o método DLS (dinamic light scatering) (Malvern Zeta-sizer ZS), e as
analises morfoldgicas foram realizadas em Microscopia Eletronica de Varrimento de Ultra-alta resolucéo
(FEG-SEM), NOVA 200 Nano SEM, FEI Company. Para isso, as particulas foram instaladas em grades
Cu-C TEM e as imagens foram obtidas com um Scanning Transmission Electron Detector (STEM) a uma

tensao de aceleracao de 15 kV.

3.2.5. Avaliacao do perfil da libertacdo controlada dos extratos encapsulados nas

nanoparticulas de quitosano

No que diz respeito a avaliacao da libertacao controlada, inicialmente, colocou-se 10mL dos extratos
(0,028g/ mL) encapsulados nas nanoparticulas de quitosano dentro de uma membrana de 14 kDa. Em
falcons de 50mL, onde se colocou posteriormente a membrana, colocou-se 20mL de solucdo
hidroetanodlica EtOH:H,O (20:80). Pipetou-se 400 uL da solucdo hidroetandlica contendo extratos
libertados em diferentes periodos de tempo (Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 24h, 48h e 72h) durante 72h,

para a placa de quartzo, tracou-se o espetro UV-Vis dos 230 aos 700 nm e voltou-se a repor os 400 pL
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dentro do falcon (Figura 30). A percentagem de libertacdo dos extratos foi calculada por substituicdo
dos valores de absorvancia nas respetivas curvas de calibracdo de cada extrato, previamente
estabelecidas.

Col b 3

dontrsdeum oo\
4>50 mL com um volume \

de 20mL de solugédo R
hidroetandlica )

EtOH:H,0 (20:80)

B —

[
e —
~ \—a el
~ ] // -
Colocar 10 mL de Pipetar 400 pL da Tragar o espetro UV/Vis Repor os 400 pL
amostra dentro de solucéo hidroetandlica (230-700nm)
uma membrana de para a placa de quartzo

14 kDa

Figura 30. Esquema ilustrativo da libertacdo controlada dos extratos encapsulados nas nanoparticulas de quitosano (as imagens foram

obtidas através do software BioRender).

44



4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao dos solventes

Nesta primeira seccao serao apresentados os resultados da caraterizacdo dos diferentes solventes,

hidroetandlicos e eutécticos, utilizados ao longo do presente trabalho (Tabela 4).

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas dos solventes de extracdo: polaridade (E.:), pH, viscosidade (n), densidade (p), indice de refracao

(n) e condutividade (o)

Solvente | E,; (kcal/mol) pH n (Pas) p (g/cm?) n o (uS/cm)
HE 1 49,984 5,815 - 0,93 1,35 2,832
HE 2 49,637 6,263 - 0,96 1,34 1,386
SE1 48,542 0,900 1,01 1,24 1,46 0,900
SE 2 74,550 1,480 1,17 1,23 1,46 0,323
SE3 47,731 0,150 18,19 1,44 1,48 2,777

As propriedades fisico-quimicas dos solventes de extracdo sdo aspetos importantes e a ter em conta
visto que alteram os resultados consoante as suas caracteristicas e valores.

A polaridade (E\) refere-se a aptiddo de um solvente para dissolver substancias quimicas com base
nas suas caracteristicas de polaridade. A uniformidade dos resultados observados para os HE e SE
(47,731-49,984 kcal/mol), com a excecdo do SE 2 que apresenta um valor de 0,99 kcal/mol, sugere
que a polaridade pode nao ser o fator decisivo na extracdo de compostos bioativos, contudo os valores
obtidos pelas SE estdo de acordo com a literatura que também ronda os 48,542-50,612 kcal/mol.

O pH apresenta valores semelhantes dentro das solucdes HE (5,816-6,263) sendo este acido e de
igual modo semelhantes dentro das solucdes SE (0,25-1,48) sendo também éacido, no caso mais acido
que do que o pH verificado nas solucdes HE. O pH de diversas solucdes eutécticas ja foi estudado, sendo
que o valor obtido para o SE 1 & igual ao que consta na literatura.

A viscosidade (n) de um solvente desempenha um papel crucial na dinémica dos fluidos e é uma
caracteristica fisica que esta relacionada com a resisténcia de um fluido ao movimento, quanto maior a
viscosidade, mais lentamente o fluido se move. Na engenharia quimica, quando um solvente hidrofébico
apresenta uma viscosidade muito alta ou possui uma densidade proxima a da agua, isso pode prejudicar
a separacao de fases e resultar em maior consumo de energia e, por isso, do ponto de vista da eficiéncia
de processamento, a viscosidade deve ser o mais baixa possivel, no caso, o SE1 e SE 2, 1,01 Pase
1,17 Pa s respetivamente, apresentam-se melhores que o SE 3 que é 18,19 Pa s, visto que tem valores
de viscosidade menores.

A densidade (p) é uma propriedade fisica fundamental que se refere a quantidade de massa contida
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num certo volume. No contexto deste estudo, é importante notar que todos os SE testados apresentam
densidades superiores a da agua, que é de aproximadamente 1 g/mL, visto que as densidades das
misturas eutécticas variam entre 1,23 e 1,44 g'mL, com SE 2 sendo a menos densa e SE 3 a mais
densa. Na literatura onde consta a densidade de alguns SE os valores da densidade sdo semelhantes
variando entre 1,24-1,39 g /cms.

O indice de refracdo (1) é uma caracteristica fisica muito importante para a caracterizacao de fluidos.
Representa a relacdo entre a velocidade da luz no vacuo para um meio especifico. Embora este
parametro ndo seja muito mencionado na literatura no contexto de misturas eutécticas, ele € geralmente
usado para avaliar a pureza de um liquido ou determinar a concentracao de determinada substancia
numa mistura. De acordo com a literatura, o indice de refracdo pode variar dependendo da proporcéo
da mistura eutética e da temperatura na qual a medicao é efetuada, encontrando os SE entre 1,438 e
1,467. No presente estudo, é observado que todos os SE possuem indices de refracao superiores, 1,46-
1,48, ao da agua (7= 1,333) a uma temperatura de 25 °C.

A condutividade elétrica (o) ¢ uma medida que indica a facilidade com que uma carga elétrica flui
através de um material especifico. Quando um material possui alta condutividade, indica que oferece
pouca resisténcia ao fluxo de corrente elétrica, possibilitando a transferéncia da carga elétrica com um
minimo de perda de energia, o que se verifica nos resultados obtidos, sendo que os HE apresentam uma
condutividade de 1,386-2,832 uS/cm superior a apresentada nos SE, de 0,323-2,777 uS/cm, sendo
que o valor de 2,777 uS/cm pertencente ao SE 3 é surpreendente visto que é o SE que apresenta maior

viscosidade logo menor condutividade elétrica (Freitas et al., 2022).

4.2 Extracao de compostos bioativos de fontes naturais

A extracdo de compostos bioativos de fontes naturais foi realizada com cinco solventes diferentes
(HE 1, HE 2, SE 1, SE 2 e SE 3), e dois métodos de extracéo (pas e misturadora planetaria). O
rendimento de extracdo é um parametro essencial para estabelecer a eficacia de um processo de
extracao.

Assim, os resultados do rendimento de extracéo obtidos apds processamento de todas as fontes

naturais com a influéncia do método de extracao estao representados na Figura 31.
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Figura 31. Rendimentos obtidos apds extracdo da lavanda, tomilho, eucalipto, cortica e cacau com diferentes solventes: extracao

hidroetanolica a) HE 1 e b) HE 2 e extracdo com solventes eutécticos ¢) SE 1 d) SE 2 e) SE 3.

Os resultados dos rendimentos obtidos apés a extracao dos extratos com os diferentes solventes,
apresentando os maiores rendimentos de cada solvente, encontram-se na Tabela 5, abaixo

apresentada.
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Tabela 5. Rendimentos obtidos apods extracdo da lavanda, tomilho, eucalipto, cortica e cacau com diferentes solventes: extracdo
hidroetanolica a) HE 1 e b) HE 2 e extracdo com solventes eutécticos ¢) SE 1 d) SE 2 €) SE 3, apresentando os maiores rendimentos de

cada solvente

Rendimento (1) de extracéo (g de extrato/ g de material inicial)

Extrato Métodos e solventes
Maior nj de extracao
Lavanda 0,68 (pas 90 min, SE2)
Tomilho 0,74 (pas 90 min, SE 1)
Eucalipto 0,66 (pas 90 min, SE 1)
Cortica 0,46 (misturadora planetaria, HE 2)
Cacau 0,70 (misturadora planetaria, SE 2)

Em resumo, nas diversas condicdes, o extrato que apresenta maiores resultados em termos de
rendimento de extracdo € o do tomilho (obtido com o SE 1 pas 90 min com o valor 0,74 g de extrato/g
de material inicial o maior) e 0 que apresenta menores valores é a cortica (obtido com o HE 1 pas 30
min, com o HE 2 pas 90 min, e com o SE 1 misturadora, obtiveram os trés o valor 0,10 g de extrato/g
de material inicial o menor). Ao nivel de método de extracdo, para todos os extratos, com as solucdes
hidroetandlicas o melhor foi a misturadora, seguida das pas 30 minutos e pas 90 minutos. Com os
solventes eutécticos as pas 90 minutos sobressairam, sendo que posteriormente foi a misturadora e as
pas 30 minutos.

Um fator critico na extracao "verde" diz respeito a escolha do solvente, que esta diretamente ligado
aos rendimentos e as composicdes dos extratos resultantes. Nesse contexto, esta a ser desenvolvida
muita investigacao, com a intencao de desenvolver abordagens ecoldgicas e amigas do ambiente para
eliminar ou diminuir a necessidade de produtos quimicos toxicos, e cada vez mais ha uma procura por
extracdes sustentaveis de compostos bioativos de diversas fontes naturais empregando solventes
eutécticos profundos. Espera-se que estes solventes tenham um maior potencial de extracdo em
comparacao com os solventes organicos usados para o0 mesmo fim, o que se verifica nos presentes
resultados obtidos. Os dados mencionados na literatura indicam que o rendimento de extracao de
compostos naturais aumenta quando o processo é prolongado utilizando as misturas eutécticas como
solvente, em vez de agua ou solventes agressivos, como o dioxano. O processo € influenciado por diversas
parametros fisico-quimicos, como pH, polaridade, densidade e o método de extracdo (Freitas et al.,
2022). Através da analise dos resultados obtidos no presente estudo é possivel verificar essa premissa,

os rendimentos alcancados com os solventes eutécticos foram superiores face aos rendimentos
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apresentados pelas solucdes hidroetandlicas, apresentando mais uma vantagem na sua utilizacao.

A diversidade de extratos que podem ser obtidos com a utilizacdo dos solventes eutécticos, além da
auséncia de toxicidade, baixo custo de producdo, estabilidade quimica e térmica, ndo inflamabilidade,
altamente biodegradavel, facilidade de preparacdo, tornam estes solventes uma abordagem
ecologicamente sustentavel para os compostos de alto valor de diversas fontes naturais, além do mais,
0s constituintes naturais dos solventes eutécticos possibilitam o seu uso direto em extratos para
aplicacoes alimentares, farmacéuticas e cosméticas (Dong et al., 2021; Freitas et al., 2022; Lee et al.,
2023).

0 tomilho tém sido uma das plantas de principal interesse das industrias alimentares, cosméticas e
farmacéuticas que manifestam interesse devido ao seu potencial como aditivos alimentares e
nutracéuticos (Munekata et al., 2020), sendo que pelos resultados obtidos o tomilho é o que apresenta
maior rendimento, o que significa que € um bom extrato para exploracdo em aplicacdées nutracéuticas

(Santos et al., 2010).

4.3 Caracterizacao dos extratos

4.4.2 Espetros UV-Visivel dos extratos naturais

O objetivo de tracar os espetros UV-VIS dos extratos utilizados foi inferir o comprimento de onda de
absorcao maxima para posterior quantificar da quantidade de extrato libertada das nanoparticulas (4.6.
Avaliacao do perfil de libertacao dos extratos encapsulados nas nanoparticulas de quitosano). Os espetros

UV-VIS tracados encontram-se nas Figuras 32 a 36.

49



a) b)

0.8
— HE 1 Pas, 30 min
0.64 — HE 1 Pas, 90 min
© © v
g g — HE 1 Misturadora
< < 0.4 ~— HE 2 Pas, 30 min
2 2 — HE 2 Pas, 90 min
< < 0.2 HE 2 Misturadora
0.0 T T 7 0.0 T T 1
200 400 600 800 200 400 600 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
c) d)
0.2+ 0.2+

— SE 1 Pas, 30 min
— SE 1 Pas, 90 min

©
g — SE 1 Misturadora
< SE 2 Pas, 30 min
2 — SE 2 Pas, 90 min
<

SE 2 Misturadora
SE 3 Pas, 30 min

0.0 T T 1 0.0 T T 1 SE 3 Pas, 90 min
4 0
200 00 600 80! 200 400 600 800 SE 3 Misturadora

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 32. Espetros UV-VIS das amostras de extrato de a) Lavanda HE 1 (50 EtOH:50 H,0); b) Lavanda HE 1 (20 EtOH:80 H,0); c) Lavanda
SE 2 (50 EtOH:50 H,0); d) Lavanda SE 2 (20 EtOH:80 H,0).
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Figura 33. Espetros UV-VIS das amostras de extrato de a) Cacau HE 1 (50 EtOH:50 H,0); b) Cacau HE 1 (20 EtOH:80 H,0); c) Cacau SE 2
(50 EtOH:50 H,0); d) Cacau SE 2 (20 EtOH:80 H,0).

50



1
800

a) b)

K]

o

[=1

«S

2

o

(2

2

<
0.0 I T 1 0.0 T T

200 400 600 800 200 400 600
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
c) d)

0.2 0.2

o 0.2 < 0.2

2 2

S [

«T «0

2 0.1 2 0.1

o (=]

n (7]

) o

< 0.1+ < 0.1+ ' —
0.0 T T 1 0.0 T I

200 400 600 800 200 400 600

Comprimento de onda (nm)

Comprimento de onda (nm)

1
800

HE 1 Pas, 30 min
HE 1 Pas, 90 min
HE 1 Misturadora
HE 2 Pas, 30 min
HE 2 Pas, 90 min
HE 2 Misturadora

SE 1 Pas, 30 min
SE 1 Pas, 90 min
SE 1 Misturadora
SE 2 Pas, 30 min
SE 2 Pas, 90 min
SE 2 Misturadora
SE 3 Pas, 30 min
SE 3 Pas, 90 min
SE 3 Misturadora

Figura 34. Espetros UV-VIS das amostras de extrato de a) Tomilho HE 1 (50 EtOH:50 H,0); b) Tomilho HE 1 (20 EtOH:80 H,0); ¢) Tomilho

SE 2 (50 EtOH:50 H,0); d) Tomilho SE 2 (20 EtOH:80 H.0).
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Figura 35. Espetros UV-VIS das amostras de extrato de a) Eucalipto HE 1 (50 EtOH:50 H,0); b) Eucalipto HE 1 (20 EtOH:80 H,0); c)
Eucalipto SE 2 (50 EtOH:50 H.0); d) Eucalipto SE 2 (20 EtOH:80 H,0).
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Figura 36. Espetros UV-VIS das amostras de extrato de a) Cortica HE 1 (50 EtOH:50 H,0); b) Cortica HE 1 (20 EtOH:80 H,0); c) Cortica SE
2 (50 EtOH:50 H,0); d) Cortica SE 2 (20 EtOH:80 H.0).

Em suma, através dos diferentes espetros UV-VIS tracados, é possivel concluir que, o comprimento

de onda maximo é 275 nm, exceto no extrato do tomilho que é 285 nm e do eucalipto que é 270 nm,

com as excecoes para as solucdes com solventes eutécticos, SE 1 e SE 2, que €, respetivamente, 260

nm e 265 nm (Tabela 6).

Tabela 6. Valores de comprimento de onda maximo para os diversos extratos e solventes

Extratos Solventes

HE 1 HE 2 SE1 SE 2 SE 3
Comprimento de onda maximo (nm)

Lavanda 275 275 275 275 275
Tomilho 285 285 285 285 285
Eucalipto 270 270 260 265 270
Cortica 275 275 275 275 275
Cacau 275 275 275 275 275
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4.4.3. Determinacao do teor fendlico total dos extratos

Posteriormente, foi também avaliada a influéncia dos métodos de extracdo e dos solventes na
composicao dos extratos. Os compostos fendlicos sao de particular interesse devido a sua atividade
antioxidante. A determinacao do teor fendlico total dos extratos foi efetuada por analise colorimétrica
utilizando o método de Folin- Ciocalteau, tal como descrito por Singleton & Rossi (Singleton & Rossi,
1965). O teor fendlico total foi determinado em todos os extratos estudados e os resultados séo

apresentados na Figura 37.
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Figura 37. Contetido fenolico total dos extratos de lavanda, tomilho, eucalipto, cortica e cacau obtidos com os solventes: a) HE 1; b) HE 2;

c) SE 1; d) SE 2; e) SE 3. Os valores apresentados resultam da média de 2 ensaios.
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0 método para calculo do teor fendlico foi feito em duplicado, para os cinco extratos ja conhecidos,
lavanda, tomilho, eucalipto, cortica e cacau, nos cinco solventes ja mencionados ao longo do presente
estudo. Os resultados obtidos, quanto ao maior teor fendlico, apresentam-se detalhadamente, de acordo

com o método e solvente, na Tabela 7.

Tabela 7. Contetido fendlico total dos extratos de lavanda, tomilho, eucalipto, cortica e cacau obtidos com os solventes: a) HE 1; b) HE 2;

c) SE 1; d) SE 2; e) SE 3, apresentando o maior teor fenolico de acordo com o método e solvente

Teor fendlico total dos extratos (mg/g em EAG)

Extratos Métodos e solventes
Maior teor fendlico
Lavanda 104,25 (pas 90 min, HE 2)
Tomilho 165,51 (pas 30 min, HE 2)
Eucalipto 286,75 (misturadora planetaria, HE 1)
Cortica 362,09 (pas 30 min, HE 1)
Cacau 142,31 (pas 30 min, HE 1)

Em conclusao, no que diz respeito aos extratos obtidos com solventes hidroetanolicos os extratos da
lavanda extraidos com o HE 2 apresentam maior contetido em fenolicos em relacao aos extraidos com
o HE 1, o mesmo acontece no extrato da cortica, exceto para o método das pas durante 30 minutos. Os
restantes extratos obtidos com o HE 1 apresentam maior conteudo fenolico em comparacdo com 0s
extratos obtidos com o HE 2, contudo nos extratos do tomilho e do eucalipto apresentam excecdo com
0 método das pas durante 90 minutos. No geral, os extratos obtidos com o método das pas apresentam
maior contetdo fendlico quando comparados com os extratos obtidos pelo método da misturadora
planetaria, exceto no extrato do eucalipto obtido com HE 1. No caso das solucbes eutécticas, na
generalidade os extratos obtidos com o SE 3 apresentam maior contetido fendlico do que os extratos
obtidos com o SE 1 e obtidos com SE 2, sendo que os obtidos com o SE 2 apresentam os valores mais
baixos. Em particular nos extratos da lavanda, tomilho e eucalipto estes apresentam maior contetdo
fendlico obtidos com o SE 3, seguido os obtidos com o SE 1 e, por fim, os obtidos com o SE 2, no extrato
da cortica apresentam maior contetdo fendlico obtido com o SE 3, depois obtido com o SE 2 e, por
ultimo obtido com o SE 1, e no extrato do cacau é precisamente ao contrario, o maior contetido fenolico
¢ obtido com o SE 1, depois obtido com o SE 2 e, por ultimo, obtido com o SE 3. Os extratos obtidos
pelo método das pas apresentam valores mais elevados de contetido fenolico face aos extratos obtidos
pela misturadora planetaria, em especifico com o das pas 90 durante minutos. Comparando os extratos

obtidos com os solventes hidroetandlicos com os extratos obtidos com os solventes eutécticos, os
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primeiros apresentam conteudo fenolico superior. Tendo em conta que este método é realizado em meio
alcalino, com pH basico (10) e os eutécticos apresentam um pH acido (entre 0,15 (SE 3) e 1,48 (SE 2)),
essa pode ter sido a razdo pela qual os graficos correspondentes aos extratos obtidos com solventes
eutécticos apresentam valores tao baixos, assim como pelo facto de ainda existir eutéctico nas amostras.

No que diz respeito aos extratos obtidos com solventes hidroetandlicos a cortica demonstrou ser o
melhor extrato, apesar do seu rendimento de extracao ser baixo, contudo é coincidente com a literatura
que apresenta a cortica como contendo compostos bioativos, como acidos fendlicos, terpenoides e
taninos, que apresentam propriedades biolégicas notaveis, abrangendo a acao antioxidante, anti-
inflamatdria e antienvelhecimento com potenciais aplicacdes nas areas cosmeética e farmacéutica (Freitas
et al., 2022).

No caso dos extratos obtidos com solventes eutécticos, os que apresentam maior teor em fendlicos
foram o extrato do tomilho e do eucalipto, que sdo também aqueles em que se obteve um maior
rendimento de extracdo. As plantas mediterraneas despertam o interesse de investigadores e
profissionais de diversas areas devido as suas propriedades benéficas, que incluem efeitos antivirais,
anti-inflamatdrios, cardiovasculares e antiobesidade. Grande parte desses beneficios a salude esta
associada ao elevado teor de compostos bioativos, como polifendis e carotenoides. Dentre as diversas
ervas mediterraneas, o tomilho destaca-se como uma escolha comum, gracas ao Seu aroma
caracteristico e outras propriedades, tais como atividades antimicrobianas, antissépticas e antioxidantes.
Além disso, o tomilho é rico em polifenodis e outros compostos com atividade bioldgica relevante,
apresentando altos valores, notadamente a acédo antioxidante, o mesmo se confirmou pelos resultados
obtidos no presente estudo (Munekata et al., 2020). Vale ressaltar que a gama de valores observados
neste estudo estd em consonancia com as informacdes disponiveis na literatura cientifica, no que diz
respeito ao tomilho HE os resultados variam dentro da faixa de 7,3 a 158-256 mg EAG/g de extrato
(Munekata et al., 2020), e nos resultados obtidos no presente estudo variam de 54,98-156,78 mg EAG/g
de extrato, encontrando-se de acordo com os valores mencionados na literatura. O eucalipto € uma fonte
de compostos polifendlicos, incluindo taninos, lignanas, flavonoides e acidos fendlicos. Esses sao
metabolitos secundarios com propriedades quimicas diversas que tém aplicacdes potenciais em varios
setores. Por exemplo, os taninos sao bioativos com propriedades antioxidantes devido a sua natureza
fendlica, resistentes as suas estruturas quimicas, tanto nos taninos condensados quanto nos
hidrolisaveis. As propriedades antioxidantes desses compostos polifendlicos apresentam varias
vantagens para a saude, como a reducao do risco de doencas cardiovasculares, virais, mutagénicas,

bem como a minimizacdo de doencas neurodegenerativas, cancros e inflamacdes (Andrew et al., 2020).
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As espécies de eucalipto apresentam diferentes quantidades importantes de compostos fendlicos que
conferem uma atividade antioxidante de seus extratos. Diversos compostos fendlicos como acido elagico,
rutina e quercetina, entre outros, apresentam alto potencial como boas fontes de fenolicos
biologicamente ativos (Gullon et al., 2020).

0 método de extracdo é essencial uma vez que este tem de ser o mais apropriado para recuperar
0s compostos fenolicos, o que ajudara a conseguir os rendimentos mais elevados (Alara et al., 2021),
concluindo que, no geral, os extratos que apresentam maior rendimento de extracdo apresentam maior

conteudo fendlico como podemos verificar pelos resultados referente aos extratos do tomilho e eucalipto.

4.4.4 Determinacao do teor de flavonoides total dos extratos

Os compostos flavonoides, assim como os compostos fenolicos também sdo de particular interesse
devido a sua atividade antioxidante. A determinacao do teor flavonoide total dos extratos foi determinada
utilizando o ensaio de cloreto de aluminio, tal como descrito por Zhishen et al. (Zhishen et al., 1999). O
teor flavonoide total foi determinado em todos os extratos estudados e os resultados sao apresentados

na Figura 38.
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Figura 38. Contetido flavonoide total dos extratos de lavanda, tomilho, eucalipto, cortica e cacau obtidos com os solventes: a) HE 1; b) HE

2;¢) SE 1; d) SE 2; e) SE 3. Os valores apresentados resultam da média de 3 ensaios.

0O método para calculo do teor em flavonoides foi feito em triplicado, para os cinco extratos ja
conhecidos, lavanda, tomilho, eucalipto, cortica e cacau, nos cinco solventes ja mencionados ao longo
do presente estudo. Os resultados obtidos, quanto ao que apresenta maior teor flavonoide, apresentam-

se detalhadamente, de acordo com o método e solvente, na Tabela 8.
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Tabela 8. Conteudo flavonoides total dos extratos de lavanda, tomilho, eucalipto, cortica e cacau obtidos com os solventes: a) HE 1; b) HE

2;¢) SE 1; d) SE 2; ¢) SE 3, apresentando o maior teor flavonoide, de acordo com o método e solvente

Teor flavonoides total dos extratos (mg/g em EQ)

Extrato Métodos e solventes
Maior teor flavonoide
Lavanda 646,89 (pas 90 min, HE 1)
Tomilho 901,80 (misturadora planetaria, HE 1)
Eucalipto 755,00 (pas 30 min, HE 1)
Cortica 1448,16 (pas 90 min, HE 2)
Cacau 955,44 (pas 30 min, HE 1)

Em conclusao, no que diz respeito aos extratos obtidos com os solventes hidroetanolicos, no extrato
da lavanda obtido com o HE 2 apresenta maior contetido flavonoide do que o obtido com o HE 1, o
mesmo acontece no extrato da cortica, exceto com o método das pas durante 30 minutos. Nos restantes
extratos obtidos com o HE 1 apresentam maior contetido flavonoide do que os obtidos com o HE 2,
contudo nos extratos do tomilho e do eucalipto apresentam excecdo com o método das pas durante 90
minutos. No geral, os extratos obtidos com o método das pas apresentam valores mais elevados de
conteudo flavonoide quando comparados com os obtidos pelo método da misturadora planetaria, exceto
no extrato do eucalipto com o HE 1. No caso dos extratos obtidos com solventes eutécticos, na
generalidade obtidos com o SE 3 apresentam maior contetido flavonoide do que com os obtidos com SE
1 e os obtidos com o SE 2, sendo que os obtidos com o SE 2 apresentam os valores mais baixos. Em
particular nos extratos da lavanda, tomilho e eucalipto os extratos que apresentam maior conteudo
flavonoide séo os obtidos com o SE 3, seguido os obtidos com o SE 1 e, por fim, os obtidos com o SE 2,
no extrato da cortica os extratos que apresentam maior contetudo flavonoide sédo os obtidos com o SE 3,
depois o0s obtidos com o SE 2 e, por ultimo, os obtidos com o SE 1, e no extrato do cacau é precisamente
ao contrario, o maior contetdo flavonoide é nos extratos obtidos com o SE 1, depois os obtidos com o
SE 2 e, por ultimo os obtidos com o SE 3. No que diz respeito aos extratos obtidos pelo método das pas
apresentam valores mais elevados de conteudo flavonoide face aos extratos obtidos pelo método da
misturadora planetaria, em especifico com o das pas durante 90 minutos. Comparando os extratos
obtidos com os solventes hidroetandlicos com os extratos obtidos com os solventes eutécticos, os obtidos
com o solvente hidroetanolicos apresentam valores superiores de contetido flavonoide, porque como ja
foi mencionado anteriormente, este método é realizado em meio alcalino, com pH basico (10) e os

eutécticos apresentam um pH acido (entre 0,15 (SE 3) e 1,48 (SE 2)), essa pode ter sido a razdo pela
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qual os graficos correspondentes aos extratos obtidos com solventes eutécticos apresentam valores tao
baixos, assim como pelo facto de ainda existir eutéctico nas amostras.

Os flavonoides sdo uma das principais classes dos compostos fendlicos (Alara et al., 2021),
consequentemente os extratos que apresentam maior rendimento de extracao apresentam maior
conteudo flavonoide (Alara et al., 2021), podemos verificar através do extrato do tomilho.

Como era expectavel, assim como no conteudo fenolico, no contetdo flavonoide no que diz respeito
aos extratos obtidos com solventes hidroetandlicos a cortica demonstrou ser o melhor extrato apesar de
apresentar o rendimento de extracao mais baixo, e no caso dos extratos obtidos com solventes eutécticos
foi 0 extrato do tomilho, o que faz sentido tendo em conta que é o extrato que apresenta maior rendimento
de extracdo. O tomilho apresenta propriedades notaveis, que incluem acdo antimicrobiana, antisséptica
e antioxidante. Este ¢ uma fonte rica em compostos flavonoides e outros compostos com atividades
bioldgicas significativas (Munekata et al., 2020).

No que diz respeito a cortica, o interesse em compostos fendlicos naturais baseia-se na ampla gama
de propriedades significativas que essa classe de compostos propostos, incluindo, entre outras, as suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, capacidade de eliminacdo de radicais livres e acdo
antimicrobiana. O interesse por compostos fendlicos naturais em aplicacdes nutracéuticas e cosméticas
tem crescido consideravelmente nos ultimos anos devido as propriedades mencionadas, bem como a

auséncia de efeitos adversos comuns aos seus equivalentes sintéticos (Santos et al., 2010).

4.4.5 Determinacao da atividade antioxidante dos extratos

O potencial da atividade antioxidante dos extratos € um parametro crucial quando se considera a sua
aplicacao em produtos cosméticos para ajudar a controlar a producao de ROS. Sendo que no presente
trabalho a determinacéo da atividade antioxidante dos extratos foi efetuada através de trés métodos,

DDPH, ABTS e FRAP.

4.4.5.1 Ensaio de atividade de eliminacao do radical DPPH

Através da utilizacao do radical DPPH estavel é possivel analisar a capacidade de eliminacao de
radicais livres (Liu et al., 2008; Roy et al., 2013; Yang et al., 2006).
O radical livre estavel, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Figura 39) é uma substancia comumente utilizada

como padrao para avaliar a atividade antioxidante em testes /n7 vitro. O DPPH é composto por dois grupos

59



aromaticos que sao dois grupos fenil ligados por um grupo N-N e um grupo trinitrobenzilo (NO,). Este
radical possui simetria C;, com um eletrdo desemparelhado, que esta principalmente localizado no atomo
central de nitrogénio. O DPPH é notério por ser um radical livre estavel a temperatura ambiente. Este
transforma-se numa molécula neutra estavel quando receber um atomo de hidrogénio ou um eletrdo dos
antioxidantes. O atomo de nitrogénio no DPPH, que possui um Unico eletrdo, sofre reducado, formando a
hidrazina correspondente, ao remover um atomo de hidrogénio dos antioxidantes. O radical DPPH- exibe
uma cor notavelmente intensa e estavel. Tendo em conta essas duas caracteristicas do radical, a sua
solucao tem sido extremamente usada. Em solucao etandlica, o radical livre apresenta uma coloracdo
purpura, e a sua absorbancia é registada na faixa de comprimento de onda entre os 200 e 800 nm.
Quando uma solucdo de DPPH é combinada com uma solucéo contendo uma substancia capaz de ceder
um atomo de hidrogénio, a cor violeta da solucédo desaparece, resultando na forma reduzida do radical
DPPH, chamada DPPH-H. A banda mais ampla é responsavel pela cor violeta intensa da solucao DPPH-.
A formacéo de hidrazina (DPPH-H) leva ao desaparecimento da banda visivel, resultando em uma
mudanca de cor da solucédo, que passa de violeta para amarelo palido. Isso ocorre devido a reducao do
radical por meio da transferéncia de atomos de protecado de antioxidantes, que atuam como doadores
de H. A intensidade da cor desta reacao, designada na literatura por “teste DPPH”, pode ser registada
por espectroscopia UV-vis. Este método é muito utilizado para avaliar a capacidade antioxidantes de
moléculas antioxidantes puras, principalmente extratos de ervas ou compostos fenolicos. O DPPH
apresenta-se como um radical livre devido a deslocalizacao do eletrao na totalidade da molécula, deste
modo, o radical DPPH n&do dimeriza como outros radicais livres. A deslocalizacdo de eletrdes faz com
que apareca uma cor purpura e uma absorcao maxima da solucdo de etanol em 517nm. A medida que
0s pares eletrdes sao retirados do radical DPPH a absorcdo é perdida (Anitha et al., 2021; Gulcin &

Alwasel, 2023).

0N

Figura 39. Estrutura quimica do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Maciel et al., 2018).

O ensaio DPPH, é um ensaio colorimétrico, e é amplamente utilizado para avaliar a capacidade
antioxidante de substancias, ¢ baseado em medicdes espectrofotométricas da capacidade que os

antioxidantes apresentam para eliminar radicais DPPH. Uma das razbes pelas quais se tornou tao
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utilizado nos ultimos tempos é devido ao facto de ser um método muito sensivel e simples. Na figura 21,
podemos observar o mecanismo onde o DPPH aceita hidrogénio de um antioxidante. Contudo, este tem
algumas limitacdes notaveis, como a proporcao desfavoravel entre os radicais DPPH e os antioxidantes,
além da interferéncia de pigmentos presentes no meio, que podem afetar as medicdes de absorbancia.
Para superar essas limitacdes, foi desenvolvido um ensaio DPPH modificado que introduz um novo
conceito chamado IC 100. Esse conceito se refere a quantidade de radical DPPH necessaria para oxidar
completamente todos os antioxidantes presentes no meio reacional. O ensaio DPPH modificado aborda
eficazmente a subestimacdo da atividade antioxidante observada no procedimento DPPH original, que
ocorre devido a diminuicao na proporcao entre os radicais DPPH e os antioxidantes testados (Figura
40). Isso faz com que o ensaio DPPH modificado seja uma abordagem mais precisa para avaliar a

capacidade antioxidante das substancias em estudo (Gulcin & Alwasel, 2023; Yeo & Shahidi, 2019).

RH
Antioxidante
NO, Q { : NO, Q
. \ :
OsN N—N \ = O,N N—N
o O . o O
Radical livre 2,2-Difenil-1-picrilhidrazila 2,2-Difenil-1-picril-hidrazila

Figura 40. Reacéo entre DPPH e e antioxidante para formar DPPH (Gulcin & Alwasel, 2023).

Através da realizacao do ensaio DDPH obteve-se os seguintes resultados presentes na Figura 41.

O ensaio de DPPH, como ja foi mencionado anteriormente, permite determinar a atividade

antioxidante. No caso quanto menor for o valor de ECs, maior é o seu poder antioxidante.
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Figura 41. Atividade antioxidante dos extratos de a) lavanda; b) tomilho; ¢) eucalipto; d) cortica; e) cacau, avaliada pelo método de DPPH,

sendo que as barras azuis claras dizem respeito

ao controlo.

Como é possivel verificar através da observacdo dos graficos e resultados, o trolox apresenta um

valor de ECs=

presentes na Tabela 9.

Tabela 9. Atividade antioxidante dos extratos de

0,324 mg/mL, sendo que os resultados obtidos através do ensaio DPPH encontram-se

a) lavanda; b) tomilho; c) cacau; d) cortica; e) eucalipto, avaliada pelo método de DPPH

com o valor da maior atividade antioxidante associada a cada método e solvente

Atividade antioxidante- EC,, (mg/mL)

Extrato

Métodos e solventes

Maior atividade antioxidante

Lavanda

1,045 (misturadora planetaria, HE 1)

Tomilho

0,703 (misturadora planetaria, HE 1)

Eucalipto

0,551 (misturadora planetaria, HE 1)

Cortica

0,346 (misturadora planetaria, HE 1)

Cacau

0,853 (pas 30 min, HE1)
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Em suma ¢ possivel concluir que, no geral, e tendo em conta os 2 métodos utilizados, os extratos
obtidos com o solvente HE 1 sdo melhores que os extratos obtidos com o solvente HE 2 uma vez que
apresentam valores de EC., inferiores, logo maior poder antioxidante. No que diz respeito a cada extrato
em concreto, e tendo também em conta os 2 métodos utilizados, o extrato da lavanda obtido com o
solvente HE 1 apresenta maior atividade antioxidante do que o extrato obtido com o solvente HE 2, exceto
com o método das pas durante 30 minutos. O mesmo acontece com o extrato do eucalipto, com a
excecao com o método das pas durante 90 minutos. O extrato do tomilho obtido com o solvente HE 2
apresenta maior atividade antioxidante do que o obtido com o solvente HE 1, exceto com o método da
misturadora planetaria, os extratos do cacau e da cortica obtidos com o solvente HE 1 apresentam
consistentemente maior atividade antioxidante do que os obtidos com o solvente HE 2. Sendo que nos
extratos obtidos com os solventes hidroetandlicos, no geral, com o método das pas demonstram maior
atividade antioxidante em comparacao com o método da misturadora planetaria. No caso das solucoes
eutécticas, os extratos obtidos com o SE 2 apresentam maior atividade antioxidante do que os extratos
obtidos com os restantes solventes eutécticos. No que diz respeito a cada extrato, no caso da lavanda e
do tomilho apresentam maior atividade antioxidante os extratos obtidos com o SE 2, de seguida os obtidos
com o SE 3 e, por fim, os obtidos com o SE 1, no do cacau apresentam maior atividade antioxidante
com os obtidos com SE 2, depois os obtidos com SE 1 e, por ultimo os obtidos com o SE 3, no da cortica
apresentam maior atividade antioxidante os extratos obtidos com o SE 1, seguido os obtidos com o SE 2
e, por ultimo os obtidos com o SE 3 e, por fim, no extrato do eucalipto apresentam maior atividade
antioxidante os extratos obtidos com o SE 3, depois os obtidos com o SE 1 e, por tltimo os obtidos com
o SE 2. Os extratos obtidos com o método das pas apresentam-se com maior atividade antioxidante do
que os extratos obtidos com o método da misturadora planetaria. No que diz respeito aos extratos obtidos
com solventes HE apresentam maior atividade antioxidante do que os extratos obtidos com os SE. O
eucalipto e a cortica sao os extratos obtidos com os solventes HE que apresentam maior atividade
antioxidante, o que se apresenta como um resultado viavel visto que também apresentam o maior
conteudo em fenolico e flavonoide. No caso com os solventes eutécticos os melhores extratos sao o
extrato de eucalipto e de cacau, sendo que o cacau nao seria espectavel pois ndo foi dos extratos que
apresentou maior contetudo fendlico e flavonoide.

A atividade antioxidante determinada pelo método DPPH é determinada principalmente pelos
compostos fenolicos presentes nos extratos (Lee et al., 2023).

Os compostos fenolicos representam a categoria principal de antioxidantes derivados da natureza e,

portanto, tém sido extensamente estudados. Esses fenolicos possuem a capacidade de prevenir diversas
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doencas degenerativas e apresentam uma notavel atividade antioxidante, sendo que quando maior for a
quantidade de conteudo fenolico maior sera a atividade antioxidante apresentada. Dentro da familia dos
compostos fendlicos de origem vegetal, encontramos uma diversidade de tipos, que incluem acidos
fendlicos (como os &cidos hidroxicinamicos e hidroxibenzéicos), cumarinas, flavonoides e polifenois
xantonoides (tais como ligninas e taninos) (Hapsari et al., 2022).

0 teor de compostos fendlicos totais desempenha um papel fundamental, uma vez que contribui de
maneira significativa para a atividade antioxidante. Um extrato com teores mais elevados de compostos
fendlicos é altamente benéfico para os seres humanos, uma vez que tem a capacidade de combater
eficazmente os danos causados pelos radicais livres ou agentes oxidantes. A avaliacdo da atividade
antioxidante dos extratos pode ser facilmente realizada por meio do método de eliminacdo de radicais
livres DPPH resultantes. Este método é uma abordagem simples, rapida, precisa e requer uma baixa
concentracao de amostras e reagentes. Ele se baseia na capacidade do DPPH radical de interagir com
espécies doadoras de hidrogénio presentes em materiais de extracdo, como 0s compostos fenolicos
(Hapsari et al., 2022).

As solucdes eutécticas demonstraram uma capacidade de eliminacdo de radicais mais eficaz em
comparacao com as solucdes hidroetandlicas quando impostas as mesmas condicdes, o que
provavelmente se devera a maior eficiéncia na eliminacdo fornecida pelas solucdes eutécticas (Dong et

al., 2021).

O interesse pelos antioxidantes, especialmente os compostos fenolicos encontrados em plantas,
como o eucalipto, cresceu consideravelmente na Ultima década. As folhas e galhos finos do eucalipto
contém uma abundancia de compostos fendlicos com potencial de aplicacdo em diversos setores
industriais, incluindo a industria farmacéutica, agricola e alimenticia. Notavelmente, a atividade
antioxidante dos extratos e o teor dos fendis totais exibiram uma correlacao linear positiva (Palma et al.,
2021).

A cortica & uma espécie comum nas regides do Mediterraneo, e as suas caracteristicas peculiares,
como alta elasticidade e baixa permeabilidade, permitem uma ampla gama de aplicacoes, incluindo na
area farmacéutica. A composicao principal da cortica consiste em lignina, polissacarideos, suberina,
extrativos e componentes inorganicos. A suberina, devido a sua abundancia e composicao Unica, destaca-
se como 0 componente mais promissor para o desenvolvimento de novos produtos quimicos. Conforme
mencionado anteriormente, os compostos fendlicos estdo associados a atividade antioxidante, e o

interesse nos compostos fendlicos naturais deriva da diversidade de propriedades valiosas que essa
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classe de compostos oferece, tais como suas propriedades antioxidantes e sua capacidade de neutralizar
radicais livres (Santos et al., 2010).

O cacau é muito utilizado na medicina. Pesquisas indicam que o cacau possui propriedades
antioxidantes, contribui para a prevencdo de doencas cardiovasculares, tem efeitos antiaterogénicos e
anti-inflamatdrios, auxilia na reducao da pressao arterial, além de melhorar a sensibilidade a insulina e
apresentar beneficios contra disturbios neurodegenerativos (Zubaydah et al., 2022).

As sementes de cacau sdo uma fonte rica de substancias bioativas que contribuem positivamente
para a saude humana. As caracteristicas distintivas desses fitoquimicos, bem como suas concentracdes
significativas, fazem com que os grdos de cacau crus se destaquem pela sua notavel atividade
antioxidante. Os principais antioxidantes presentes nos gréos de cacau crus e em produtos de cacau
ricos em flavonoides sdo os polifendis. As propriedades antioxidantes consideraveis estdo, em grande
parte, associadas aos elevados teores de flavonoides, especialmente epicatequina e catequina, e também
as procianidinas oligoméricas e poliméricas. Outros compostos fendlicos, como antocianinas, flavonais,
flavonas, fendis e acidos fendlicos, podem ser encontrados em gréos de cacau. E importante notar que
muitos flavonoides, notadamente como as procianidinas, apresentam uma atividade antioxidante alta,
visto que possuem a capacidade de neutralizar radicais livres, quelar ides metalicos, interagir com
proteinas e inibir enzimas envolvidas na sintese de radicais superoéxido. As propriedades antioxidantes
desses compostos sao influenciadas significativamente pelo grau de polimerizacao e pelas caracteristicas

dos grupos hidroxilo (Felice et al., 2020; Oracz & Nebesny, 2016).

4.4.5.2. Ensaio de atividade de eliminacao do radical ABTS

0 ABTS (acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), como indicador bastante comum, tem
sido extensivamente utilizado para medir uma variedade de oxidantes, incluindo
persulfato/ peroximonossulfato, peroxido de hidrogénio, ferrato, cromato e bromo/cloro. Em comparacao
com corantes convencionais, o ABTS apresenta uma faixa de determinacdo mais ampla devido a sua
capacidade de absorver luz em comprimentos de onda distintos, tais como 820nm, 732nm, 650nm e
415nm. Consequentemente, o ABTS é amplamente reconhecido como um excelente indicador, sendo
gue é muito rapido na sua determinacao, bastante conveniente para determinar a concentracao de certos
oxidantes na agua e é altamente sensivel (Liu et al., 2022).

O ABTS ¢ um substrato amplamente utilizado na detecdo de peroxidase, capaz de ser oxidado pelo

perdxido de hidrogénio, resultando na producao de um produto de cor verde na presenca de um
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catalisador. Este método demonstra uma notavel sensibilidade e seletividade, permitindo a detecédo de
diversos aminoacidos. Ao longo dos anos tém sido aplicado, com sucesso, para detetar, por exemplo, a
glutationa no plasma humano, o que indica o seu grande potencial em aplicacdes clinicas no que diz
respeito ao diagndstico (Y. Li et al., 2017). Este é igualmente empregado com frequéncia na industria
alimentar e por cientista na area agricola para avaliar as propriedades antioxidantes de alimentos. O
ABTS ¢ utilizado para monitorar a cinética de reacdes de enzimas especificas e para avaliar a capacidade
de compostos antioxidantes e complexas misturas, como bebidas ou alimentos, fluidos bioldgicos, na
captura de radicais livres (Ji et al., 2021). Um catido radical ABTS estavel, apresenta uma absorcédo de
cromoforo azul-esverdeado, produzido pela oxidacado de ABTS com persulfato de potassio antes da adicéo

de antioxidantes, como & possivel observar na Figura 42 (Guicin & Alwasel, 2023).

HOLS g 5 S04H
] N
| |

GHaCH, CHzCH;

ABTS

+ KySa08 persulfato da
potassio

HO,S s 5 s0H| %
o
N N
| |

CHyCHy CHzCH;

ABTS

Figura 42. Formacao de um radical ABTS estavel a partir de ABTS com persulfato de potassio (Gulcin & Alwasel, 2023).

Através da realizacao do ensaio ABTS obteve-se 0s seguintes resultados presentes na Figura 43.
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Figura 43. Atividade antioxidante dos extratos de a) lavanda; b) tomilho; c) eucalipto; d) cortica; ) cacau, avaliada pelo método de ABTS,

sendo que as barras azuis claras dizem respeito ao controlo.

Como mencionado anteriormente, o ensaio ABTS ¢é utilizado para avaliar a atividade antioxidante,

sendo que como no método anterior, quanto mais baixo for o valor de ECs, maior serda o seu poder

antioxidante.

O Trolox & um analogo da vitamina E que possui solubilidade em agua. Semelhante a vitamina E,
ele atua como um antioxidante utilizado em contextos biologicos e bioquimicos para combater o stresse
oxidativo e prevenir danos causados pela oxidacdo (Mukhriani et al.,

resultados, podemos observar que o Trolox possui um valor de referéncia de 28,642 mg/mL. Os
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resultados obtidos através do ensaio do ABTS, encontram-se apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Atividade antioxidante dos extratos de a) lavanda; b) tomilho; c) cacau; d) cortica; e) eucalipto, avaliada pelo método de ABTS,

com o valor da maior atividade antioxidante associada a cada método e solvente

Atividade antioxidante- EC,, (mg/ mL)

Extrato Métodos e solventes
Maior atividade antioxidante
Lavanda 69,769 (misturadora planetaria, HE 1)
Tomilho 62,424 (pas 30min, HE 1)
Eucalipto 33,931 (misturadora planetaria, HE 1)
Cortica 28, 840 (pas 90 min, HE 1)
Cacau 49,232 (pas 30 min, HE 1)

Em conclusao, no geral, os extratos obtidos com o solvente HE 1 sdo melhores que os extratos
obtidos com o solvente HE 2 uma vez que apresentam valores inferiores de ECs, logo maior poder
antioxidante. Em especifico no que respeita a cada extrato, o extrato da lavanda obtido com o solvente
HE 1 apresenta maior atividade do que obtido com o solvente HE 2, o mesmo acontece com o extrato
do eucalipto e da cortica. Os extratos do tomilho e do cacau, obtidos com o solvente HE 1 também
apresentam maior atividade do que os obtidos com o solvente HE 2, com a excecdo com o método da
misturadora planetaria no extrato do tomilho e com o método das pas durante 90 minutos no extrato do
cacau. Nos extratos obtidos com os solventes HE o método das pas apresenta maior atividade quando
em comparacao com o método da misturadora planetaria, exceto no extrato da lavanda e do eucalipto.
No caso dos extratos obtidos com SE, os extratos obtidos com SE 3 apresentam maior atividade
antioxidante. No que diz respeito a cada extrato, no caso da lavanda, cortica e cacau os que apresentam
maior atividade sao os extratos obtidos com SE 3, seguidos os obtidos com o SE 2 e depois os obtidos
com o SE 1, do tomilho apresentam maior atividade os obtidos com o SE 1, depois os obtidos com o SE
3 e, por ultimo, os obtidos com o SE 2 e o eucalipto apresentam maior atividade os obtidos com o SE 2,
depois com os obtidos com o SE 3 e, por fim, os obtidos com o SE 1. Os extratos obtidos com o método
das pas apresentam-se, no geral, com maior atividade antioxidante do que os extratos obtidos com o
método da misturadora planetaria. Os extratos obtidos com os solventes HE apresentam maior atividade
antioxidante do que os extratos com os SE.

0 eucalipto, como ja foi mencionado anteriormente, é uma fonte de diversos compostos polifendlicos,
de entre os quais se destacam os taninos como bioativos com excelentes propriedades antioxidantes
devido a sua natureza fendlica, resistentes as suas estruturas quimicas. Essas propriedades antioxidantes

apresentam varias vantagens para a saude, ajudando a combater diversos problemas e doencas (Andrew
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et al., 2020).

A cortica é essencialmente composta por suberina, lenhina e celulose, além de conter varios acidos
fendlicos extraiveis. O interesse por esses compostos fendlicos naturais é devido a diversidade de
propriedades benéficas demonstradas por essa familia, incluindo propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias, capacidade de eliminacdo de radicais livres, inibicdo de enzimas e acdo antimicrobiana.
Diversas pesquisas confirmam que os extratos obtidos da cortica realmente possuem propriedades
antioxidantes, anti-envelhecimento, anti-inflamatorias e antifungicas, tudo a partir de um material natural
e sustentavel. A composicdo quimica variada e as propriedades notaveis da cortica torna-a um material
de grande potencial e importancia em diversos setores, especialmente nas areas cosmética e

farmacéutica (Carrico et al., 2018).

4.4.5.3 Ensaio do poder antioxidante redutor do ferro (FRAP)

0 ensaio FRAP, que permite determinar a atividade antioxidante requer condicdes especificas para
sua realizacdo, incluindo um meio acido com pH 3,6, que ajuda na solubilizacdo do ferro, e uma
temperatura de 37 °C. O pH reduzido desempenha um papel importante, diminuindo o potencial de
ionizacao e aumentando o potencial redox, o que resulta numa mudanca no mecanismo de reacao
predominante. Como outros ensaios, o FRAP apresenta limitacdes, sendo a mais significativa relacionada
ao potencial redox do par Fe* / Fez. Qualquer substancia com um potencial redox inferior a esse par
pode levar a resultados falsos, apresentando elevados valores de reducdo do Fex. Além disso, os
resultados obtidos no ensaio FRAP dependem do tempo de analise. Ele baseia-se na suposicao de que
a reacao redox ocorre rapidamente e que todas as reacoes sao concluidas num periodo de quatro a seis
minutos. No entanto, essa suposicdo nem sempre se confirma na pratica. Apesar dessas limitacoes,
esse método é amplamente utilizado em estudos de atividade bioldgica. E importante notar que uma das
limitacdes mais criticas do ensaio FRAP ¢ a sua dependéncia de uma solucao aquosa (tampéao acetato).
Portanto, ele tem restricdes quando se trata de lidar com substancias hidrofobicas, como os 6leos
essenciais de plantas e seus componentes antioxidantes, como é o caso dos terpenos (Wojtunik-Kulesza,

2020). O mecanismo ligado é este método encontra-se presente na Figura 44.
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Figura 44. Formacao do complexo (Fe 2+ —~TPTZ) a partir do complexo (Fe 3+ —TPTZ) por antioxidante (Gulcin & Alwasel, 2023).

Através da realizacao do ensaio FRAP obteve-se 0s seguintes resultados presentes na Figura 45.
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Figura 45. Atividade antioxidante dos extratos de a) lavanda; b) tomilho; c) eucalipto; d) cortica; €) cacau, avaliada pelo método de FRAP,

sendo que as barras azuis claras dizem respeito ao controlo.

Como mencionado anteriormente, o ensaio FRAP ¢ utilizado para a avaliacdo da atividade

antioxidante. Os resultados obtidos encontram-se presente na Tabela 11, abaixo apresentada.
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Tabela 11. Atividade antioxidante dos extratos de a) lavanda; b) tomilho; c) cacau; d) cortica; e) eucalipto, avaliada pelo método de FRAP,

com os valores de maior atividade antioxidante, associados a cada método e solvente, em termos de ET (Equivalentes de trolox)

Atividade antioxidante- Ensaio FRAP (mg ET/ g de extrato)

Extratos Métodos e solventes
Maior atividade antioxidante
Lavanda 9,964 (pas 30 min, HE 2)
Tomilho 6,988 (pas 90 min, SE 1)
Eucalipto 9,124 (pas 30 min, SE 1)
Cortica 5,999 (misturadora planetaria, SE 3)
Cacau 7,901 (pas 90 min, SE 3)

Em resumo, no geral, os extratos obtidos com o solvente HE 2 demonstram um desempenho superior
aos extratos obtidos com o solvente HE 1, pois apresenta valores mais elevados, logo maior atividade
antioxidante. Nos extratos com obtidos solventes HE, com o método das pas tende a ser mais eficaz, a
apresentarem maior atividade, com algumas excecoes, como no extrato de cacau, no extrato da lavanda
obtido o solvente HE 1 com o método das pas durante 30 minutos e obtido com o solvente HE 2 com o
método das pas durante 90 minutos, na cortica obtido com o solvente HE 2 com o método das pas
durante 30 minutos e no tomilho obtido com o solvente HE 1 com o método das pas durante 30 minutos.
Quanto aos extratos obtidos com SE, os extratos obtidos com o SE 3 apresentam maior atividade em
comparacao com os extratos obtidos com os restantes SE. No entanto, quando avaliamos cada extrato
individualmente, observamos que o extrato de lavanda e o da cortica, apresentam maior atividade com
0s obtidos com o SE 3, seguido os obtidos com o SE 1 e, por ultimo, os obtidos com o SE 2, no extrato
do tomilho e do cacau, apresentam maior atividade os obtidos com o SE 3, depois os obtidos com o SE
2 e, por ultimo, os obtidos com o SE 1 e, por fim, no extrato do eucalipto, os extratos apresentam maior
atividade obtidos com o SE 1, posteriormente obtidos com o SE 3 e, por ultimo, obtidos com o SE 2.

Em termos gerais, os extratos com o método das pas apresentam maior atividade antioxidante, com
algumas excecdes, como no extrato do tomilho obtido com o SE 2 e obtido com o SE 3, no extrato do
cacau obtido com o SE 1, e obtido com o SE 3 com 0 método das pas durante 30 minutos, no extrato
da cortica e no eucalipto os extratos obtidos com o SE 2 obtido nas pas durante 30 minutos, onde com
0 método da misturadora planetaria apresentam maior atividade. Os extratos obtidos com os solventes
SE demonstraram maior atividade em comparacdo com os extratos obtidos com os solventes HE. O
extrato da lavanda e do cacau demonstraram maior atividade com os extratos obtidos com solventes HE,

e 0 extrato do tomilho e do eucalipto demonstraram maior atividade antioxidante com os extratos obtidos
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com SE.

O tomilho, uma planta aromatica, ¢ também conhecido pelo seu éleo essencial, que possui
propriedades antimicrobianas e antioxidantes devido a presenca de compostos fendlicos. Os compostos
mais importantes sintetizados pelo tomilho sé@o o carvacrol e o timol, que exibem propriedades
antioxidantes notaveis, mas também demonstram habilidade para inibir microrganismos. Essa protecao
ocorre devido a interferéncia nos processos enzimaticos desses microrganismos e ao aumento da
permeabilidade das suas membranas celulares. O extrato residual de tomilho pode, consequentemente,
ser usado como um antioxidante em emulsodes, seja em produtos alimentares ou farmacéuticos, como
uma alternativa aos antioxidantes sintéticos, sendo que o extrato do tomilho foi um dos que, no geral,
apresentou maior atividade antioxidante, assim como a lavanda (EI-Guendouz et al., 2019; Mokhtari et
al., 2023).

A lavanda tem sido bastante usada na fitoterapia e é reconhecida pela sua eficacia. E extremamente
empregada na formulacdo de produtos cosméticos e de aplicacao topica, sendo que apresenta atividade
antioxidante e antibacteriana. Além disso, a lavanda é considerada benéfica para uma ampla gama de
questoes de saude, abrangendo desde a ansiedade, enxaquecas, insbnia, depressao, gripes, problemas
hepaticos e biliares, nervosismo, perda de apetite, entre outras (Hui et al., 2010). As variedades de
lavanda possuem uma riqueza de metabolitos secundarios, como &acidos fenolicos, flavonoides,
cumarinas, diterpenos, triterpenos e taninos. A presenca desses compostos fendlicos confere
propriedades antioxidantes aos extratos de lavanda, tornando-os valiosos na industria cosmética (Hawryt
et al., 2019).

O cacau tornou-se uma planta medicinal relevante gracas a sua composicdo quimica singular. Nos
ultimos dez anos, o consumo de cacau atraiu atencéo significativa da pesquisa em funcéo dos diversos
beneficios que pode proporcionar a saude. Além do mais, a atividade antioxidante do cacau tem sido
amplamente documentada, assim como a sua capacidade antimicrobiana. O cacau é especialmente rico
em polifendis, incluindo acidos fendlicos e flavonoides. O conteudo total de polifendis no cacau
compreende uma parte substancial de flavonoides. Dada a existéncia significativa desses compostos
bioativos, o cacau tem potencial bastante benéfico a saude (Todorovic et al., 2017).

Como ja é sabido, o eucalipto demonstra atividade farmacologica, especialmente no que diz respeito
ao tratamento do cancro e condicdes inflamatorias, além de exibir propriedades antioxidantes e
antimicrobianas. As folhas dessa planta contém uma variedade de compostos fendlicos, tais como o
acido siringico, epicatequina, quercetina e acido galico, juntamente com outros polifendis. Os flavonoides

e outros compostos fendlicos sdo notaveis pelos seus efeitos antioxidantes, e muitos deles demonstram
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também atividade antimicrobiana. Atualmente, foi estabelecida uma relacdo proxima entre o teor de

polifendis, a atividade antioxidante e a atividade antimicrobiana (Vitta et al., 2020).

4.4.6. Determinacao do fator de protecao solar (FPS)

Outro fator a ter em conta no que diz respeito a caracterizacdo dos extratos é a determinacao do
fator de protecdo solar (FPS). Como ja foi mencionado anteriormente, o FPS é uma medida que serve
para medir a capacidade de um produto em proteger a pele contra a radiacao ultravioleta (UV), sendo
por isso um objeto de estudo importante. O fator de protecao solar foi determinado em todos os extratos

estudados e os resultados sao apresentados na Figura 46.
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Figura 46. Determinacéo do fator de protecao solar do extrato de a) lavanda; b) tomilho; c) eucalipto; d) cortica; €) cacau. Os valores

apresentados resultam da média de 2 ensaios.

Os resultados obtidos, quanto ao que apresenta maior fator de protecdo solar, apresentam-se

detalhadamente, de acordo com o método e solvente, na Tabela 12.
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Tabela 12. Determinacéo do fator de protecao solar do extrato de a) lavanda; b) tomilho; c) eucalipto; d) cortica; ) cacau, apresentando o

maior FPS de acordo com o método e solvente

Fator de protecao solar (FPS)
Extratos Métodos e solventes
Maior FPS

Lavanda 5,769 (pas 30 min, HE 1)
Tomilho 8,912 (misturadora planetaria, HE 1)
Eucalipto 8,696 (pas 90 min, HE 1)
Cortica 10,427 (pas 90 min, HE 1)
Cacau 5,758 (misturadora planetaria, HE 1)

Em resumo, no geral, os extratos obtidos com o solvente HE 1 apresentam maior FPS em
comparacao com os extratos obtidos com o solvente HE 2, uma vez que apresentam valores globalmente
mais elevados de FPS. Em particular, o extrato de lavanda, obtido com o solvente HE 1 apresenta maior
FPS do que obtido com o solvente HE 2, com excecdo com o método da misturadora planetaria. O
mesmo padrao repete-se nos extratos de cacau e tomilho, com algumas excecdes, como com o método
das pas durante 90 minutos para o extrato de cacau e com o método das pas durante 30 minutos para
o0 extrato de tomilho. No caso dos extratos de eucalipto e cortica, obtidos com o solvente HE 2 apresentam
maior FPS do que obtidos com o solvente HE 1, com excecdo com o método das pas durante 90 minutos.
Nos extratos obtidos com os solventes HE, com o método da misturadora planetaria apresentam maior
FPS, embora ndo aconteca, com o extrato de eucalipto e com o extrato da cortica obtido com o solvente
HE 1. No contexto dos extratos obtidos com os SE, em geral, os obtidos com o SE 2 obtém-se maior
FPS. No entanto, ao avaliar cada extrato individualmente, observamos as que no extrato de lavanda,
obtido com o SE 2 obtém-se maior FPS, seguido obtido com o SE 3 e, por ultimo obtido com o SE 1, nos
extratos de cortica e cacau, os obtidos com o SE 2 obtém-se maior FPS, depois os obtidos com o SE 1
e, por ultimo, os obtidos com o SE 3, no extrato de tomilho, o maior FPS é obtido com o SE 3, depois
obtido com o0 SE 2 e em seguida obtido com o SE 1, finalizando com o extrato de eucalipto, maior FPS
obtido com o SE 1, seguido obtido com o SE 3 e, por fim, obtido com o SE 2. Os extratos obtidos com o
método das pas apresentam maior FPS quando comparados com os extratos obtidos com o método da
misturadora planetaria, com algumas excecdes notaveis como o caso do extrato de cortica obtido com o
SE 1 com o método das pas durante 30 minutos e obtido com o SE 2 e obtido com o SE 3, e os extratos
de cacau e tomilho obtidos com o SE 2. Os extratos da cortica e eucalipto demonstraram ser os melhores,

porgue sao 0s que apresentam maior fator de protecdo solar, sendo que também foram os que
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apresentaram maior contetido em fenolicos e flavonoides e maior atividade antioxidante. Os extratos
obtidos com solventes HE demonstraram maior FPS quando comparados com os extratos obtidos com
os SE.

Na literatura consta resultados promissores no que diz respeito aos extratos de eucalipto, sendo que

consideram que apresentam propriedades de “boa a excelente protecdo UV" (Mongkholrattanasit et al.,
2011).
4.4.1 Inibicao da tirosinase na presenca dos extratos naturais

De modo a perceber se a enzima tirosinase era inibida na presenca dos extratos naturais, foi realizado

0 ensaio da inibicao com todos os extratos estudados e os resultados séo apresentados nas Figura 47
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Figura 47. Inibicao da tirosinase pelo extrato de lavanda obtido com diferentes solventes e diferentes métodos de extragao.
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Figura 48. Inibicao da tirosinase pelo extrato de cacau obtido com diferentes solventes e diferentes métodos de extracéo.
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Figura 50. Inibicao da tirosinase pelo extrato de eucalipto obtido com diferentes solventes e diferentes métodos de extracao.
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Figura 51. Inibicdo da tirosinase pelo extrato de cortiga obtido com diferentes solventes e diferentes métodos de extragéo.

Os resultados obtidos, no que diz respeito a maior percentagem de inibicdo de cada extrato,

apresentam-se detalhadamente na Tabela 13.
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Tabela 13. Inibicdo da tirosinase pelos extratos obtidos com diferentes solventes e diferentes métodos de extracdo, apresentando a maior

% de inibicao

Inibicao (%)

Extrato Métodos e solventes
Maior % inibicdo
Lavanda 35,9 (pas 30 min, SE 3)
Tomilho 46 (pas 90 min, HE 1)
Eucalipto 40,1 (misturadora planetaria, HE 1)
Cortica 38,6 (pas 30 min, HE 2)
Cacau 41,2 (pas 30 min, HE 1)

Na generalidade os extratos obtidos com solventes HE (27,8% - 46%) apresentam maior percentagem
de inibicdo que os extratos obtidos com os SE (22% - 39,7%), sendo que os extratos extraidos com o
método das pas apresentam maior percentagem de inibicdo do que os extratos extraidos com o método
da misturadora planetaria. O extrato que apresenta maior percentagem de inibicao é o tomilho e o que
apresenta menor ¢ a lavanda. Os resultados obtidos (42,8-46% de inibicdo) corroboram estudos
anteriores de inibicao da atividade da tirosinase com extratos de tomilho obtidos por extracao
hidroetandlica que demonstraram percentagens de inibicdo de cerca de 42% (Silva et al., 2021). Este
resultado demonstra a capacidade inibitoria do extrato de tomilho e o seu potencial para ser introduzido
em formulacdes cosméticas anti-manchas.

Estudos anteriores referem também o uso de extratos de lavanda como inibidores da tirosinase com
resultados de inibicado entre 15-70% (Hsu et al., 2007) sendo que os resultados obtidos com este extrato

encontram-se dentro da menor gama de inibicdo reportada (22-36%).
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4.5. Producao de nanoparticulas de quitosano com extratos encapsulados

4.5.1. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

A Figura 52, diz respeito aos graficos obtidos pelo DLS, apresentando o tamanho, a carga e PDI de

nanoparticulas de quitosano encapsulando os extratos.
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Na figura 53 esta presente uma ilustracdo que retrata uma nanoparticula de quitosano com o
extrato encapsulado, sendo que o circulo com a cor azul representa o extrato, 0s pequenos circulos com
a cor castanha representam o Tween 80, os pequenos circulos com a cor laranja representam o TPP e

0s pequenos circulos com a cor verde representam o quitosano.

o=

7% ®0@?G\

Figura 53. llustracao de uma nanoparticula de quitosano com o extrato encapsulado.

Com base na analise dos graficos e dos resultados obtidos para os diversos extratos é possivel
determinar o tamanho, o indice de polidispersao (PDI) e a carga referente as nanoparticulas contendo
os diferentes extratos. As nanoparticulas demonstraram-se estavéis durante os 91 dias em que foram
avaliadas. As nanoparticulas de quitosano vazias apresentaram um valor médio de tamanho de 195 nm,
PDI de 0,284 e carga 37 mV. No que diz respeito as nanoparticulas de quitosano, com os extratos
encapsulados, o tamanho varia entre 199 nm e 281 nm, a PDI varia entre 0,270 a 394 e a carga varia
entre 35 e 38 mV.

Os sistemas de libertacdo e administracao controlada de medicamentos sdo muito interessantes pois
o farmaco é encapsulado e, em seguida, o sistema transporta e liberta 0 medicamento no alvo local.
Nesse contexto, existe um interesse especifico na utilizacao de nanoparticulas (Egil et al., 2020).

As nanoparticulas apresentam inumeras vantagens de entre as quais, 0 seu pequeno tamanho, e
permitem aumentar a superficie disponivel para interacao com o alvo bioldgico e penetrar nos tecidos
através dos capilares, para que sejam diretamente internalizadas pelas células e sua concentracao seja
assim promovida e mais eficaz (Zambito et al., 2020). O quitosano, derivado da desacetilacdo da quitina,
um polimero natural abundante, € um polissacarideo natural que se destaca por ndo ser toxico, ser
biocompatibilidade e biodegradabilidade. O uso de nanoparticulas preparadas a partir desse biopolimero
tem despertado grande interesse em diversos campos, abrangendo desde a engenharia de tecidos até
aplicacbes na distribuicdo de medicamentos, imobilizacdo de enzimas. Diversas abordagens tém sido
usadas para a producdo de nanoparticulas de quitosano, incluindo processos como

emulsificacdo/evaporacdo de solvente, secagem por pulverizacao, reticulacdo de emulsdes, ocorréncia
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por coacervacao e o método de gelificacdo ionotrdpica. A gelificacdo ionotrdpica ainda se mantém como
um dos métodos mais eficazes e simples, permitindo a producao de nanoparticulas e microparticulas
através de interacdes eletrostaticas entre duas espécies idnicas, especificamente quitosano e
tripolifosfato (TPP), sob condicdes controladas. Nesta reacao em especifico, 0s grupos amino carregados
positivamente de quitosano ligam-se aos grupos fosfato carregados negativamente, resultando na
formacao de nanoparticulas derivadas desse biopolimero (Benamer Oudih et al., 2023). O quitosano
apresenta diversas vantagens, como a auséncia de toxicidade, capacidade de aderéncia ao muco, notavel
biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de propriedades antibacterianas e antioxidantes. Essas
caracteristicas fazem com que o quitosano seja uma escolha especifica como um veiculo a base de
quitosano para aplicacdes na area da medicina (Granata et al., 2021). Conforme a literatura, as
nanoparticulas compostas de quitosano apresentam um tamanho entre 55-167 nm, uma baixa
polidispersidade com um indice de 0,111 e exibem um potencial zeta com valor entre 16-22 mV (Egil et
al., 2020; Nair et al., 2019), sendo que em comparacdo com os resultados obtidos estes demonstraram
valores um pouco superiores. No que diz respeito as dimensdes das nanoparticulas quando com um
extrato encapsulado, é aconselhavel que incluam a faixa de tamanho de 100 a 600 nm, com uma
preferéncia especial para tamanhos entre 200 e 400 nm, sendo que os resultados obtidos estdo dentro
destes valores. Essas dimensdes podem ser medidas usando a técnica de Dispersao Dinamica de Luz
(DLS). Além disso, que as nanoparticulas apresentem um indice de polidispersidade (PDI) dentro da faixa
de 0,1 a 0,8, preferencialmente entre 0,1 e 0,4, o que também se verifica nos resultados do presente
estudo. Essas dimensdes mostraram-se particularmente vantajosas para o propoésito, uma vez que
permitem um equilibrio eficaz entre a quantidade de extrato encapsulado nas nanoparticulas e a
manutencdo das caracteristicas desejadas, incluindo os efeitos técnicos associados as dimensdes
nanomeétricas. Esses efeitos incluem uma superficie significativamente maior disponivel para interacdo
com o alvo biologico, a capacidade de penetrar em tecidos através dos capilares e a potencial
internalizacdo das nanoparticulas pelas células, o que nao é possivel com particulas maiores. As
nanoparticulas sdo também definidas pelo seu potencial zeta, medido por meio da técnica de dispersao
de luz, entre 10 e 25 mV, preferencialmente entre 15 e 20 mV (Zambito et al., 2020), sendo que os
resultados obtidos neste estudo demonstram valores superiores. O potencial zeta é a carga superficial
que desempenha um papel crucial na estabilidade de particulas em suspensao, através da forca de
repulsao elétrica entre elas. Quando as particulas no meio apresentam um potencial zeta grande, seja
positivo ou negativo, elas ttm uma tendéncia a se repelir, 0 que impede sua aglomeracao. Geralmente,

considere que particulas com potencial zeta superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV sao consideradas
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estaveis (Benamer Oudih et al., 2023). Essas nanoparticulas demonstram estabilidade num solvente
aquoso e mantém essa estabilidade numa ampla faixa de pH, geralmente variando de 1 a 8, com uma
énfase particular em manter a estabilidade em niveis de pH éacido, que sdo geralmente compreendidos
entre 1 e 5. A utilizacdo dessas nanoparticulas que encapsulam um extrato contendo polifendis para a
elaboracdo de formulacdes nutracéuticas, farmacéuticas, cosméticas ou alimentares, podem abranger
uma variedade de produtos, como capsulas, comprimidos, bebidas, cremes faciais ou corporais, soros
e pastas de dentes, entre outros (Zambito et al., 2020).

Através da técnica de caracterizacdo morfolégica de microscopia transmissdo eletronica de
varrimento (STEM) consegue-se caracterizar a morfologia das nanoparticulas, imagens obtidas presentes

na Figura 54.
| .b)
| -

Figura 54. a) Particulas de quitosano (controlo); b) e c) Particulas de quitosano com extrato de cacau encapsulado; d) e e) Particulas de

quitosano com extrato de eucalipto encapsulado.

A morfologia das nanoparticulas de quitosano, com extratos encapsulados como as vazias, foi
examinada usando a microscopia transmissao eletronica de varrimento. Na literatura consta que uma
analise STEM revelou que o tamanho médio das nanoparticulas de quitosano, em ambos 0s casos, estava
em torno de 50 nandmetros, o que nao se verificou nos presentes resultados. As nanoparticulas de
quitosano devem, idealmente, apresentar uma populacdo uniformemente distribuida, ndo havendo
evidéncia de aglomeracéo, a sua forma deve ser esférica e uniforme, o que nao se verifica na totalidade
dos resultados do presente estudo. Na técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS), o diametro

medido das nanoparticulas € chamado de diametro hidrodindmico, pois essa técnica leva em
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consideracao também os ides circundantes as nanoparticulas que estdo sujeitos ao movimento
browniano. Nesse contexto, o didametro hidrodinamico é determinado com base na taxa de difusdo das
particulas, o que geralmente resulta num tamanho de particula um pouco maior em comparacao com
as obtidas por STEM, o que se verificou no presente estudo. As diferencas nos tamanhos das particulas
resultam dos métodos de medicao das analises DLS e STEM (Egil et al., 2020).

Através da caracterizacdo morfoldgica STEM, é possivel observar que no que diz respeito as
nanoparticulas de quitosano sozinhas, estas apresentam tamanhos entre 29,1-33,5 nm, no caso das
nanoparticulas com extrato de cacau o tamanho varia entre 39,2-153,1 nm e, por ultimo, ao nivel do
tamanho, as nanoparticulas com extrato de eucalipto oscilam entre 69,9-144,3 nm. Comparando com

os valores obtidos pelo DLS séo todos inferiores ao reportado anteriormente.

4.6. Avaliacao do perfil de libertacdo dos extratos encapsulados nas

nanoparticulas de quitosano

Posteriormente, foi avaliado o perfil de libertacdo dos extratos encapsulados nas nanoparticulas (com
uma membrana de 14 kDa), sendo que para isso inicialmente foi tracada a curva de calibracdo, e medida
a absorbancia, no comprimento de onda de absorcdo maxima determinado anteriormente, a diferentes
tempos: Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 24h, 48h e 72h, substitui-se os valores obtidos na curva de calibracdo
para determinacdo da concentracdo. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 14, abaixo

apresentada.

Tabela 14. Avaliacao da libertacao controlada dos extratos que sao libertados das nanoparticulas de cacau, de tomilho, de cortica, de

lavanda e de eucalipto, e medicao da concentracéo (%)

% Libertacao de extrato

E""at("h/)Tem'” 0 1 2 3 4 6 8 24 48 72
Cacau 0 6 7 12 26 26 26 26 26 26
Tomilho 0 4 5 6 8 9 10 13 13 16
Cortica 0 2 6 13 17 17 17 18 18 18
Lavanda 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
Eucalipto 0 14 14 19 24 24 24 32 40 42
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Através da analise da tabela é possivel verificar que os extratos que obtiveram maiores valores de
concentracdo libertada, em percentagem, foram os extratos do eucalipto e do cacau, alcancando
respetivamente 42% e 26%. Estes extratos mostram-se promissores para serem encapsulados e aplicados
em formulacdes cosméticas que requeiram uma maior penetracdo na pele do material e um perfil de
libertacao mais controlado. Os estudos de libertacdo na pele foram realizados, no entanto a quantificacao
do material que atravessou a pele foi prejudicada pela presenca de material da propria pele. Os

resultados ndo foram, portanto, apresentados nesta tese.
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5. Conclusoes e Perspetivas Futuras

Os resultados experimentais deste estudo revelaram que, ao nivel dos rendimentos de extracéo, os
extratos obtidos com os solventes eutécticos demonstraram melhores rendimentos do que os extratos
obtidos com os solventes hidroetanolicos, como era expectavel, sendo que o melhor extrato foi o do
tomilho obtido com SE 1 com o método pas durante 30 min com um rendimento de 0,74 g de extrato/
g de material inicial.

No que diz respeito ao teor do contetudo em fendlicos e flavonoides, os extratos obtidos com os
solventes hidroetanolicos apresentaram valores superiores, sendo que os extratos obtidos com o HE 2
apresentam valores mais elevados que os obtidos com o HE 1 nos extratos da lavanda e da cortica,
contrariamente, aos extratos do tomilho, eucalipto e cacau. No geral, no que diz respeito ao teor de
conteudo em fendlicos, nos extratos obtidos com os solventes hidroetanolicos, o melhor extrato foi o da
cortica (362,09 mg de EAG/ g de extrato), e nos extratos obtidos com os solventes eutécticos foram os
extratos de tomilho (32,02 mg de EAG/g de extrato) e eucalipto (33,36 mg de EAG/ g de extrato). No
que diz respeito ao conteudo em flavonoides, nos extratos obtidos com solventes hidroetanolicos, o
extrato que obteve maior valor foio da cortica (1448,16 mg de EQ/ g de extrato), sendo que nos extratos
obtidos com solventes eutécticos, o que apresentou maior valor foi 0 extrato do tomilho (204,31 mg de
EQ/ g de extrato).

No caso da atividade antioxidante, esta foi medida por trés métodos diferentes, DPPH, ABTS e FRAP.
No método DPPH, os extratos obtidos com os solventes hidroetandlicos apresentam maior atividade
antioxidante, sendo que no geral, os extratos obtidos com o HE 1 apresentam valores da atividade mais
elevados que os obtidos com o HE 2. Nos extratos obtidos com os solventes eutécticos os que
apresentaram maior atividade foram os obtidos com o SE 2. Nos extratos obtidos com os solventes
hidroetanolicos, os que apresentaram maior poder antioxidante foram o extrato da cortica (ECs, de 0,346
mg/mL) e do eucalipto (ECs, de 0,551 mg/mL) e nos extratos obtidos com os solventes eutécticos, os
que apresentaram maior poder antioxidante foram o extrato de cacau (EC de 1,769 mg/mL) e de
eucalipto (ECs, de 0,796 mg/mL). No método ABTS, os extratos obtidos com os solventes hidroetandlicos
apresentaram maior atividade antioxidante, sendo que no geral, os obtidos com o HE 1 a atividade foi
superior aos obtidos com o HE 2. Nos extratos obtidos com os solventes eutécticos os que apresentaram
maior atividade foi os obtidos com o SE 3. Nos extratos obtidos com os solventes hidroetandlicos os que
apresentaram maior poder antioxidante foi o extrato da cortica (EC., de 28,840 mg/mL) e do eucalipto

(ECs de 33,931 mg/mL) e nos extratos obtidos com os solventes eutécticos, o extrato que apresentou
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maior poder antioxidante foi o extrato de eucalipto (ECs, de 98,886 mg/mL). Por tltimo, no ensaio FRAP,
0s extratos obtidos com o HE 2 a atividade foi superior face aos obtidos com a HE 1. Nos extratos obtidos
com os solventes eutécticos os que apresentaram maior atividade foram os obtidos com o SE 3. Nos
extratos obtidos com os solventes hidroetanolicos os que apresentaram maior poder antioxidante foram
o0 extrato de lavanda (9,964 mg de ET/ g de extrato) e de cacau (7,221 mg de ET/ g de extrato) e nos
extratos obtidos com os solventes eutécticos, os extratos que apresentaram maior poder antioxidante
foram o extrato de tomilho (6,988 mg de ET/ g de extrato) e de eucalipto (9,124 mg de ET/ g de extrato).
No fator de protecao solar, os extratos obtidos com solventes hidroetanolicos apresentaram maior fator
de protecao solar, sendo que no geral, os obtidos com o HE 1 foram superiores aos obtidos com o HE
2. Nos extratos obtidos com solventes eutécticos os que apresentaram maior fator de protecao solar
foram os obtidos com o SE 2. Os extratos que obtiveram maior fator de protecao solar foram os extratos
da cortica (FPS de 10,427) e do eucalipto (FPS de 8,696). Na inibicdo da atividade da tirosinase, os
extratos obtidos com os solventes hidroetandlicos foram melhores, com a excecao do extrato da lavanda.
O extrato de tomilho foi 0 que apresentou maior percentagem de inibicao (34,4 - 46%), seguido do extrato
do cacau (28,4 - 41,2%), depois o extrato de eucalipto (26,6 — 40,1%), posteriormente o extrato de
cortica (27,2 - 38,6%) e, por fim, o extrato de lavanda (22 - 35,9%).

Por fim, foi possivel produzir nanoparticulas estaveis durante 91 dias, sendo que estas apresentaram
o0s valores esperados, pelo que consta na literatura, no que diz respeito ao tamanho (195 a 281 nm) e
ao indice de polidispersividade (0,270 a 0,394). No caso da carga (35 a 38 mV), os resultados obtidos
no presente estudo foram superiores aos que constam na literatura. Posteriormente, foi possivel fazer a
libertacao controlada dos extratos, tendo-se destacado os extratos do eucalipto (42%) e do cacau (26%).

Em conclusado, o presente trabalho demonstrou a eficacia dos solventes eutécticos, em conjugacao
com métodos de extracao alternativos e inovadores, na extracdo de compostos bioativos de diferentes
fontes naturais. Os extratos obtidos mostraram conteido em fendlicos e flavonoides significativo,
atividade antioxidante relevante e propriedades fotoprotetoras. Adicionalmente, os extratos
demonstraram elevada percentagem de inibicao da tirosinase, a enzima crucial no processo da sintese
de melanina, o que revela potencial para a sua aplicacao no tratamento de doencas pigmentares.

Foi ainda possivel utilizar os extratos obtidos com solventes eutécticos no desenvolvimento de uma
alternativa promissora e amiga do ambiente na encapsulacdo dos diversos extratos nas nanoparticulas
de quitosano de modo a promover a entrega e aumentar a biodisponibilidade dos bioativos presentes no

extrato.
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Com base nos resultados obtidos, e perspetivando trabalhos experimentais futuros, propdem-se:

e Incorporar os extratos em formulacdes cosméticas e avaliar do seu desempenho final, através
de testes de estabilidade, atividade antimicrobiana e efeito antioxidante;

e Avaliar a atividade antimicrobiana e a capacidade protetora anti-UV dos extratos naturais
encapsulados nas nanoparticulas de quitosano, de modo a poder adiciona-las a cremes ou
locoes;

e Testar a inibicao da enzima nas nanoparticulas de quitosano com os extratos encapsulados;

e Avaliar a permeacéao transdérmica;

e (Otimizar a encapsulacao dos extratos;

e Estudar outros meios de libertacao controlada.
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