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Resumo

A sustentabilidade dos ecossistemas é um desafio cada vez mais presente no
contexto atual. Tendo em conta a crescente necessidade de recursos alimentares, a
utilizacdo de plantas medicinais para a formulacdo de novos produtos tem-se revelado
uma mais-valia. Por outro lado, e tendo em consideracdo o uso racional de plantas, os
seus extratos podem contribuir com novos efeitos terapéuticos. Um exemplo é a C.

vulgaris (L.) Hull, planta nativa da flora portuguesa, vulgarmente conhecida como urze.

A caraterizacdo quimica da C. vulgaris foi avaliada determinando a fibra
dietética total que representou 38.96%, o teor de hidratos de carbono 36.21%, a
humidade 12.03%, o conteldo proteico total 6.80%, a gordura total 3.70% e as cinzas
2.31%. O perfil de vitamina E foi avaliado para as colheitas de maio e outubro. Os
resultados revelaram que diferentes condigfes climéticas a que a planta é sujeita nestes
meses influencia o perfil do teor de Vitamina E e seus vitdmeros. Sete acidos gordos
foram identificados, sendo o &cido linolénico (C18:3n3) o principal, seguido do &cido
linoleico (C18:2n6c) e do acido palmitico (C16:0). Para o estudo da atividade
antioxidante, viabilidade celular e atividade antimicrobiana foram selecionados trés
extratos (aquoso, alcodlico e hidroalcodlico). O contetdo fendlico total (CFT) e o teor de
flavonoides total (TFT) também foram avaliados. O extrato hidroalcodlico apresentou a
maior atividade antioxidante (51.83 + 3.90 umol eq. Trolox/g para o DPPH; 2138.30 +
15.46 pmol/g para o FRAP). O CFT e TFT variaram, respetivamente, entre 53.96 mg a
121.92 mg EAG/g e 14.80 mg a 118.26 ECA/ g para os trés extratos estudados.

Os resultados de viabilidade celular demostraram que os extratos da C. vulgaris
ndo apresentam possiveis efeitos adversos em concentracdes inferiores a 1mg/mL em
queratindcitos e fibroblastos. Para além disso, os resultados podem indicar um provavel
efeito protetor dos extratos sobre os fibroblastos. Por fim, o extrato hidroalcodlico de C.
vulgaris apresentou uma possivel atividade antimicrobiana contra S. aureus e S.

epidermis.

Este estudo mostrou o elevado potencial de C. vulgaris como fonte de
compostos bioativos, podendo estes resultados justificar parcialmente as suas possiveis

utilizagbes em produtos de cuidados da pele.

Palavras-chave: Sustentabilidade, C. vulgaris (L.) Hull, composi¢do nutricional,

propriedades bioativas, cuidados da pele
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Abstract

The ecosystems sustainability is an increasing challenge around the world.
Bearing in mind the growing need of worldwide resources, the application of medicine
plants in the development of new products has increased. Also, considering the rational
use of plants, its extracts can equally contribute to discover new therapeutic effects. An
example is a Calluna vulgaris (L.) Hull, native plant presents in portuguese flora, usually
known as heather.

The aim of this work was to characterize C. vulgaris and its different extracts
taking into account sustainability questions. C. vulgaris was chemical characterized by
dietary fiber represents 38.96%, the carbohydrates 36.21%, the moisture 12.03 %, the
protein content 6.80%, the total fat 3.70 % and the ash 2.31%. Vitamin E profile was
evaluated in two different harvest periods, May and October. This study revealed that
different climate conditions influence vitamin E profile. Seven fatty acids were identified in
C. vulgaris. Linolenic acid (C18:3n3) was the main fatty acid followed by linoleic acid
(C18:2n6c¢) and palmitic acid (C16:0).

Three extracts (aqueous, ethanolic and hydro-alcoholic) were screened for
antioxidant activity, cell viability and antibacterial activity. The total flavonoids content
(TFC) and total phenolic content (TPC) were also evaluated. Hydro-alcoholic extract
displayed the highest antioxidant activity (51.83 £ 3.90 umol Trolox equivalent per g for
DPPH; 2138.30 + 15.46 pmol/g for FRAP). The TPC and TFC varied, respectively, from
53.96 mg to 121.92 mg GAE/g and 14.80 mg to 118.26 CEQ/ g dry basis for the three
extract.

The cell viability results suggested that C. vulgaris extracts has no adverse
effects on keratynocytes and fibroblasts at concentrations inferior to 1mg/mL.
Furthermore, the results could indicate a probable protective effect of the extracts on
fibroblasts. The hydro-alcoholic extract of C. vulgaris showed a potential antimicrobial
activity against S. aureus and S. epidermis.

This study showed the high potential of C. vulgaris and these results can partially

justify their possible uses in skin care products.

Keywords: Sustainability, Calluna vulgaris (L.) Hull, nutritional composition,
bioactive proprieties, skin care.
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1.1 Sustentabilidade

1.1.1 Definicéo de Sustentabilidade

A sustentabilidade é um conceito que assenta no equilibrio entre os
ecossistemas e as necessidades humanas, ndo comprometendo as geracdes futuras.
Este conceito foi definido em 1987, no relatério de Brundtland. No entanto, a
preocupacdo com o estado do ambiente do planeta, manifestou-se primeiramente, ao
mais alto nivel, em 1972 na Conferéncia das Nag¢des Unidas, realizada em Estocolmo [1].
Desta conferéncia surgiu a Declaracdo do Ambiente, na qual o primeiro principio reitera
gque o Homem tem o direito de permanecer hum ambiente cuja qualidade de vida lhe
permita viver com dignidade e bem-estar, cabendo-lhe o dever solene de proteger e

melhorar o ambiente para as geragfes atuais e vindouras [2].

E consensual que atualmente a sustentabilidade é um objetivo cada vez mais
valorizado por diferentes organismos politicos, cientificos e pela comunidade em geral.
Quer a Organizacdo das Nagbes Unidas (ONU) e a Unido Europeia (EU), quer outras
entidades e instituicbes como Liga para a Prote¢cdo da Natureza (LPN) e Agéncia
Portuguesa do Ambiente (APA), tém apelado a necessidade de tornar funcional este
conceito, sendo crucial a formulagdo e implementacdo de estratégias que visem o
desenvolvimento sustentavel. Apesar desta constatacdo, o relatério de Avaliacdo dos
Ecossistemas do Milénio das Nacdes Unidas, verificou que cerca de 60% dos
ecossistemas estdo em continua degradacdo, estando o meio ambiente sobre clara
ameaca [3]. As sociedades atuais procuram um permanente progresso, 0 que origina um
aumento da complexidade cultural e das desigualdades e conflitos sociais. Na verdade, é
importante consciencializar a comunidade, ndo apenas para questbes ambientais, mas
igualmente para questdes sociais e culturais. No entanto, torna-se cada vez mais
preocupante a falta de medidas que se sobreponham a aspetos econdémicos e que

proporcionem uma atitude de mudancga para o planeta.

O ano de 2015 ficard na histéria como o ano em que foram definidos 17
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, fixados na cimeira da ONU em Nova lorque.
Trata-se de uma nova agenda de ag¢do a implementar até 2030, que tem como objetivo
criar um novo modelo global para acabar com a pobreza, promover a prosperidade e o

bem-estar, protegendo desta forma o ambiente e combatendo as altera¢c@es climaticas.
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1.1.2 Sustentabilidade Ambiental, Econdmica e Social

A Unido Europeia desenvolveu o “Modelo de Sustentabilidade de Trés Pilares”
que engloba um desenvolvimento ambiental, econdmico e social, huma relagdo de
simbiose. De acordo com a Organizacdo das Nacbes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO) em 2050 serd impossivel suprir as necessidades alimentares [4]. Na
realidade, parte dos ecossistemas estdo a ser destruidos em consequéncia de medidas
para aumentar a quantidade de alimentos disponiveis no mercado. O aproveitamento das
matérias-primas disponiveis revela-se assim como uma estratégia para o0
desenvolvimento sustentavel. No entanto, ndo se tratando de uma fonte inesgotavel, a
preocupacdo com a sua continua degradacao tem alertado as autoridades mundiais para
a questdo fulcral do uso eficiente dos recursos materiais e energéticos. Segundo o
Relatério do Estado do Ambiente Europeu de 2015 (The European environment — state
and Outlook, SOER), o caminho ¢é “longo e sinuoso” para uma gestdo ambiental racional.
O relatério constata que a Europa fez progressos na implementacdo de medidas
ambientais cruciais, mas esses avan¢os ainda ndo se traduziram em melhorias na

resiliéncia dos ecossistemas ou na reducao de riscos para a saude e bem-estar [5].

Em Portugal, o Relatério do Estado do Ambiente (REA) da Agéncia Portuguesa
do Ambiente de 2015, a semelhanca do seu congénere europeu, assume um caracter
mais analitico, abordando as principais tendéncias ambientais e fazendo analises mais

objetivas e concretas dos temas relevantes [6]. Segundo este relatério € importante

estabelecer objetivos e metas onde se destacam:
- Adocdao de padr6es de producdo e consumo mais sustentaveis;

- Obtencdo de um crescimento econOmico menos assente no consumo de
recursos naturais, garantindo que estes nao ultrapassam a capacidade de regeneracéo

do ambiente;

- Apoio de praticas agricolas ou florestais que contribuam para a melhoria

do ambiente e conservacédo dos recursos naturais (agua, solo, ar);

Todas as medidas descritas nestes programas sao sustentadas em andlises de
viabilidade econdmica e social, para além de viabilidade técnica e ambiental,

proporcionando uma garantia de envolvimento sistemético de todas as vertentes.
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1.2 Espécies Autéctones

As plantas autoctones da flora de uma regido conferem uma beleza Unica a
paisagem natural, servindo igualmente como recurso alimentar. Uma espécie autéctone
caracteriza-se por existir hum determinado ecossistema, sem intervencdo direta ou
indireta do Homem no seu habitat [7]. Sdo igualmente espécies mais adaptadas as
condicbes edafoclimaticas do ambiente, sendo mais resistentes a pragas, doencas,
periodos longos de estio e chuvas intensas [8]. Desta forma, ajudam a manter a
fertilidade do espaco rural, o equilibrio biolégico das paisagens e a diversidade de

recursos genéticos.

Ao longo do tempo, muitas plantas autéctones foram usadas no tratamento de
diversas doencas inflamatdrias, particularmente urinérias e respiratérias, atuando como

antissépticos, cicatrizantes, expetorantes ou diuréticos [9, 10].

1.2.1 Contextualizacdo da Urze na Flora Autdctone Portuguesa

A urze é o nome comum associado a diversas plantas da familia Ericaceae,
particularmente dos géneros Erica e Calluna, incluidas na flora autoctone de diversas
regibes. Em Portugal, estas espécies sdo muito comuns e encontram-se praticamente por

todo o pais, sobretudo em locais de degradacao da floresta original.

As plantas do género Calluna e Erica apresentam uma caracteristica toi¢a, que
corresponde a um aumento na base do caule. Esta caracteristica permite a planta
regenerar mesmo apos a destruicdo da parte area [11]. Ao nivel da flora portuguesa,
existe uma grande variedade de espécies de urze, algumas das quais se encontram

representadas na Figura 1.
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Erica erigena Erica lusitanica

Erica tetralix Calluna vulgaris Erica umbellata

Figura 1: Diferentes espécies de urzes presentes na flora autéctone portuguesa [12].
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1.3 Calluna vulgaris (L.) Hull

Calluna vulgaris (L.) Hull foi descrita pela primeira vez por Carl Linnaeus e
posteriormente reclassificada por John Hull, em 1808. E vulgarmente conhecida como
urze, sendo uma das espécies associadas a este tipo de planta [13]. A sua

classificacdo cientifica encontra-se sistematizada na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo cientifica da Calluna vulgaris (L.) Hull.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisao Spermatophyta
Subdiviséo Magnoliophytina
Infradivisédo Angiospermae
Classe Magnoliopsida
Subclasse Dilleniidae
Ordem Ericales
Familia Ericaceae
Género Calluna Salisb.
Espécie Calluna vulgaris (L.) Hull

Estruturalmente, a C. vulgaris € um arbusto ou subarbusto verde de pequenas
dimensdes com uma altura que varia entre os 20 e os 100 cm. Apresenta ramos
ascendentes e de cor castanha-acinzentada. Possui folhas persistentes, curtas e
diretamente inseridas na base do caule. As flores, com pedicelos reduzidos, dispdem-se

em cachos terminais, unilateralmente, apresentando cor rosa ou lilas, tal como se pode

visualizar na Figura 2.

Figura 2: Calluna vulgaris (L.) Hull.
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A sua floragdo é estival ou outonal, florescendo assim regularmente entre os
meses de fevereiro e novembro. O fruto, que amadurece no outono, ndo apresenta

caracteristicas ornamentais.

7

A C. vulgaris é uma planta autdctone que se desenvolve numa vasta zona
geogréafica e em diferentes condi¢des climaticas, apresentando uma elevada capacidade
reprodutiva. Contudo, a sua germinacgdo é vulneravel a condicées de luminosidade, pH,
temperatura e humidade do solo [14]. Adicionalmente, possui tolerancia ecoldgica,
podendo, desta forma, crescer em ambientes de escassez de nutrientes, solos acidos,
pantanos, dunas ou florestas [15-17]. Como muitas espécies da familia Ericaceae, as
suas raizes associam-se em simbiose com fungos (micorriza) para assegurar 0 seu
desenvolvimento. Desta forma, a absorcdo de azoto torna-se mais eficiente, permitindo o

crescimento em solos contaminados com metais pesados [18].

No que diz respeito a sua distribuicdo geogréfica, a C. vulgaris € uma espécie
selvagem na Europa, sendo igualmente nativa no norte de Africa e da Asia. Pode ser
ainda encontrada em paises como o Canada, Estados Unidos da América, Australia ou
Nova Zelandia, onde foi sendo naturalizada [19]. A Figura 3 ilustra a sua distribuicédo a

nivel mundial, sendo notéria a sua prevaléncia na Europa [20].

Figura 3: Mapa de distribuicdo geografica da C. vulgaris (L.) Hull, a nivel mundial [20].
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Relativamente ao territério nacional, esta presente em praticamente todas as
regides, como pode ser observado na Figura 4. No interior de Portugal continental, onde
as regides sdo mais secas, 0 seu desenvolvimento ndo €, contudo, favorecido. Esta
igualmente incluida na flora autéctone do arquipélago dos Acgores. Na ilha da Madeira foi

introduzida mais tardiamente [21, 22].

Figura 4: Mapa de distribuicdo geogréafica da C. vulgaris (L.) Hull em Portugal continental [23].
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1.3.1 Uso Sustentavel da Calluna vulgaris (L.) Hull

De um modo geral, os consumidores preferem compostos naturais com
propriedades funcionais, capazes de substituir compostos sintéticos, muitas vezes
associados a efeitos tdxicos e cancerigenos. Por outro lado, a valorizagéo da diversidade
€ de grande importancia, ndo apenas para a preservacdo dos ecossistemas, mas
também como fonte natural de produtos para uma exploracdo sustentada [24]. O
aproveitamento sustentavel de plantas com propriedades medicinais poderd assim,
contribuir para a manutencao do ecossistema local, promovendo a valorizacdo da flora

regional e a sua preservacao.

Deste modo, a C. vulgaris (L.) Hull, sendo uma planta medicinal nativa com uma
vasta area geogréfica e capacidade de reproducdo em diferentes condi¢des climaticas,
pode ser uma fonte promissora para obtencdo de novos produtos naturais. O seu
crescimento espontaneo faz com que ndo sejam necessarias técnicas agricolas
especializadas para o seu crescimento, como a fertilizagdo, as quais intervém na
dindmica do ecossistema. A indastria podera, assim, retirar partido das suas
propriedades terapéuticas, aliando a isso uma melhor gestdo ambiental e desempenho
economico e social. A Figura 5 esquematiza as trés vertentes num processo de

interligacdo para o desenvolvimento sustentavel.

Figura 5: Interligacdo esquematica das areas envolvidas no desenvolvimento sustentavel da C.
vulgaris.
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1.3.2 Composicédo Quimica

Os organismos vivos sintetizam diversos compostos quimicos necessarios ao
seu desenvolvimento e sobrevivéncia. Nas plantas existem duas vias metabdlicas bem

descritas:

- Metabolismo primério: associado a substancias essenciais para a manutencao

da vida celular (tais como proteinas, lipidos e hidratos de carbono).

- Metabolismo secundario: relacionado com o crescimento e desenvolvimento da

planta, contribuindo para a sua protegéo [25].

Alguns metabolitos secundarios tém efeito sobre os sistemas biolégicos e por
isso sdo considerados bioativos. Estes compostos presentes nas plantas exercem
protecdo contra macro e microrganismos e dividem-se em diferentes grupos, entre os
quais estao incluidos os alcaloides, os terpenos, os esteroides, bem como 0s compostos
fendlicos [26-28].

Estima-se que cerca de 8000 dos compostos naturais identificados nas plantas
sdo compostos fendlicos [29]. Os compostos fendlicos sdo essenciais para o crescimento
e reproducdo das plantas, formando-se em condi¢gfes de stress, infecdes, ferimentos ou

exposicao a radiacdes ultravioleta [30].

Inimeros estudos descrevem as suas propriedades bioldgicas, nomeadamente
atividade antioxidante, anti-inflamatoria ou antibacteriana [31-33]. Por outro lado, diversos
estudos comprovaram que o teor fendlico da C. vulgaris é bastante elevado, fruto das
diferentes subclasses de compostos presentes, nomeadamente compostos fendlicos

como polifendis, flavonoides bem como cromonas e terpenos [34-41].

10
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1.3.3 Propriedades Bioldgicas

Uma panoplia de propriedades bioativas tém vindo a ser associadas a urze,
estimulando a sua aplicagdo em diferentes industrias como a cosmética, a alimentar ou a
farmacéutica. Na medicina tradicional, a infusdo da espécie em estudo tem sido utilizada
com acado desinfetante e diurética, atuando igualmente ao nivel do sistema nervoso,
particularmente com efeito calmante devido a sua atividade inibitéria da enzima
monamina oxidase (MAO) [41]. De igual modo, a C. vulgaris € usada em homeopatia no
tratamento do reumatismo, artrites e insénias [42]. Tem igualmente sido utilizada no
tratamento de inimeras doencas inflamatoérias, havendo diversos estudos que sustentam
esta acdo [38, 39, 43, 44]. A sua atividade antioxidante, antiproliferativa,
antiacetilcolinesterase, antiglucosidase e antibacteriana foi também demonstrada [9, 45,
46]. Com efeito, a C. vulgaris tendo vindo a ganhar relevo na comunidade cientifica como

uma fonte promissora de compostos ativos para diversos tipos de patologias.

1.3.3.1 Atividade Antioxidante

As reacgOes bioquimicas que ocorrem nas células e organelos no Homem séo o
motor essencial que sustenta a vida. Estas reagBes estdo envolvidas em inameros
processos metabdlicos, podendo originar radicais livres. Por definicdo, os radicais livres
sdo atomos, moléculas ou ides que possuem eletrdes desemparelhados, sendo por isso,
extremamente instaveis e reativos com outras moléculas. Formam-se a partir de trés
elementos, oxigénio, azoto e enxofre, originando respetivamente, espécies reativas de

oxigénio (ERO), espécies reativas de azoto (ERA) e espécies reativas de enxofre (ERE).

ERO incluem radicais como o anido superoxido (O2*) e hidroxilo (OH*®) e outras
espécies ndo radicalares, nomeadamente o éxido nitrico (NO) e o perdxido de hidrogénio
(H20,) [47]. Os radicais livres sdo produzidos de forma natural nho metabolismo das
mitocondrias sendo desta forma essenciais [47]. No entanto, a sua producdo é
aumentada devido a fatores externos como a poluicdo ou a radiacdo, atingindo desta

forma um nivel prejudicial sobre o Homem [48].

Quando o equilibrio entre a produgcédo e a eliminacdo de ERO se encontra
comprometido, devido a producéo excessiva destas espécies reativas, estamos perante

um situacao de stress oxidativo para as células [49].

11
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Estes radicais encontram-se assim na origem de diversas doengas, modificando
moléculas bioldgicas cruciais e conduzindo muitas vezes a altera¢bes funcionais ou
mesmo a perda da sua funcdo. Deste modo, os compostos antioxidantes desempenham
um papel fulcral no controlo deste processo oxidativo do organismo, neutralizando as
espécies reativas. Estes compostos tém sido descritos como substancias que retardam,

impedem ou eliminam efeitos oxidativos para uma determinada molécula alvo [50, 51].

A atividade antioxidante pode ser eficaz ao atuar na etapa de iniciacdo, como
inibidores da producédo de radicais livres (por acao com radicais lipidicos), bem como na
etapa de propagacao, como inibidores de enzimas pro-oxidativas (lipooxigenases) [47].
Os antioxidantes sdo compostos que podem atuar na prevencao de reagdes de oxidagéo
em alimentos, medicamentos e cosméticos, bem como ao nivel de doencgas croénicas,

cardiovasculares e neurodegenerativas [52].

O sistema antioxidante humano pode ser dividido em dois grandes grupos:
antioxidantes enzimaticos e antioxidantes ndo enzimaticos [47]. Nos antioxidantes
enzimaticos estdo envolvidas enzimas primarias (nhomeadamente, a superdxido
dismutase, a catdlase e a glutationa peroxidase) e enzimas secundarias (como a
glutationa redutase). Nos antioxidantes ndo enzimaticos estdo incluidos diferentes
compostos como cofatores, flavonoides, acidos fendlicos, carotenoides ou vitaminas e
seus derivados. A Figura 6 ilustra detalhadamente os diferentes compostos antioxidantes

subdivididos nas suas diferentes classes.

12
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Figura 6: Representac@o esquematica de antioxidantes naturais nas diferentes classes. A cor
verde representa antioxidantes exdégenos enquanto que a cor amarela representa antioxidante
enddgenos (adaptado de [47]).

Devido aos possiveis efeitos secundarios dos antioxidantes sintéticos,
frequentemente utilizados em produtos alimentares, € necessario o conhecimento de
novas substancias antioxidantes naturais benéficas para o ser Humano [53]. Os
compostos fenodlicos séo antioxidantes naturais sintetizados pelas plantas, estando
envolvidos na protegcdo do corpo humano contra radicais livres. Estdo desta forma,
associados a prevencgdo do stress oxidativo e doengas relacionadas [54].
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1.3.3.1.1 Efeito Fotoprotetor e Quimiopreventivo

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo formado por trés principais
camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme (ou tecido subcutaneo) [55, 56]. A sua
estrutura encontra-se representada na Figura 7.

poros

epiderme~< -

\f

glandula
sebicea

derme -

glandula — vasos
sudoripara | _ sanguineos
hipoderme - ol \ 11 L/
P { o, X A3 1( foliculo
4 piloso

Figura 7: Representagéo esquematica da estrutura do tecido cuténeo (adaptado de [57]).
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A epiderme é a camada superficial da pele, composta por células epiteliais
estratificadas, que se encontram subdivididas em diferentes camadas: estrato cérneo ou
epiderme ndo viavel, estrato lacido, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato
germinativo ou camada basal, constituindo a epiderme viavel [58]. A epiderme é
composta essencialmente por queratinécitos (80- 95%), que ao sofrerem um processo de
diferenciagdo, marcado por alteragdes moleculares, estruturais e funcionais, tornam-se

biologicamente inativos, formando deste modo o estrato corneo [56, 59].

Sob a epiderme encontra-se a derme. A derme é composta por tecido conjuntivo
denso irregular, sendo caracterizada pela presenca de fibroblastos e células imunes,
como os mastécitos e os macréfagos. Os fibroblastos produzem e segregam para o
espaco extracelular as proteinas da matriz extracelular, como o colagénio e fibras
elasticas [55, 56, 58].
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A hipoderme é composta por tecido conjuntivo especializado e as suas células
caracteristicas sdo os adipoOcitos, onde existe armazenamento de triglicéridos para
consequente producdo de energia. Esta camada funciona como isolamento térmico
através da acumulacdo de energia, como protetor contra agressfes fisicas e como

depdsito nutritivo de reserva. [60].

A pele é constantemente exposta a diferentes tipos de radiacdo. As espécies
reativas sdo produzidas apds exposicao a radiacdo ultravioleta (UV), conduzindo a um
aumento do stress oxidativo [61]. Um progressivo aumento do stress oxidativo modifica
as vias de expressao génica, podendo originar alteractes fenotipicas e envelhecimento
cutaneo [62, 63]. Para além disso, a radiacdo UV é o maior fator etiolégico do cancro
cutaneo, estando envolvida em outras doencas da pele como a psoriase, a acne, a
dermatite de contato alérgica e a vasculite cutanea [63-66]. Uma estratégia importante
para a protecdo contra agentes solares consiste na utilizacdo de produtos naturais, como
extratos de plantas, que visem reduzir possiveis danos cutaneos. A quiomioprevencgao
por estes compostos representa um novo conceito na tentativa de controlar processos

carcinogénicos [67].

No clima mediterraneo as plantas estdo sujeitas a temperaturas elevadas e a
intensa exposigao solar. Nestas condi¢gfes, os compostos fendlicos sdo essenciais, pois
oferecem resisténcia a foto-oxidagéo pelas radiacdes solares, dada a grande capacidade

de absorcéo na regido do ultravioleta e visivel (UV-VIS) [68].

O espectro de radiacdo UV divide-se em UVA (320-400nm), UVB (290-320) e
UVC (100-290). Os efeitos biol6gicos sobre a pele sdo dependentes dos tipos de
radiacdo UV que nela incidem [69]. A radiacdo UVC é completamente absorvida pela
camada de ozono. A radiacdo UVA atinge a derme e consequentemente € a radiacao
mais prejudicial para pele. Por sua vez, a UVB é absorvida pela epiderme, podendo
afetar a derme mas numa menor propor¢do em comparagdo com a UVA, como pode ser

observado na Figura 8.
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Figura 8: Representacéo da incidéncia das diferentes radiac6es UV na pele (adaptado de [69]).

De acordo com Perde-Schrepler et al.,, a C. vulgaris tem revelado uma acéo

promissora como agente fotoquimico protetor contra efeitos da radiacdo UVB, tendo

demonstrado em queratindcitos humanos (HaCat) a potencialidade do seu extrato,

reduzindo o stress oxidativo e possiveis danos no acido desoxirribonucleico (ADN),

potenciando a sobrevivéncia celular [70]. De igual modo, ensaios in vitro em células

endoteliais vasculares de veia umbilical humana (HUVEC) comprovou o efeito protetor

contra a radiagcdo UVB em funcéo da concentracdo de extrato [71].

Por outro lado, estudos in vivo caracterizados pela aplicacdo topica do extrato

em ratos SKH-1 sem pelo, comprovaram a reducdo do stress oxidativo, bem como

diminuicdo da apoptose e dos niveis de citoquinas pré-inflamatérias (IL-6, TNF-a) na pele

apos indugéo por UVB [72].
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1.3.3.2 Atividade Antimicrobiana

A pesquisa de extratos de plantas com atividade antimicrobiana é feita ha
milhares de anos. Nas diferentes partes da planta, como pétalas, folhas, ramos, raizes,
frutos, sementes ou rizomas, h& diferentes compostos com atividade antimicrobiana
(como glicosideos, taninos, saponinas, alcaloides e/ou acidos organicos) que podem
atuar como um sistema de defesa [73, 74]. Com efeito, tém sido desenvolvidos produtos
naturais em diferentes areas, como por exemplo na industria cosmética, que tém por
base propriedades antimicrobianas de diversas plantas [75, 76]. O conhecimento dos
compostos quimicos presentes nas plantas torna-se assim uma mais-valia para a
compreensédo dos seus efeitos [77]. Em particular, os compostos fendlicos surgem como
resposta a infegbes microbianas, podendo atuar como agentes antimicrobianos naturais
[78].

A avaliagdo das propriedades antimicrobianas de extratos ou partes da C. vulgaris
tem sido feita por diferentes técnicas, demonstrando uma associagdo entre a presenga de
compostos fendlicos e flavonoides, bem como a inibi¢do do crescimento de determinadas

estirpes bacterianas [79].
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1.3.4 Aplicacdo em Produtos Cosméticos

Na atualidade, o setor cosmético estd em crescente valorizagcdo, uma vez que a
utilizacdo de produtos cosméticos € cada vez mais frequente pela sociedade. A evolugéo
da ciéncia e da tecnologia proporcionou uma melhor compreensédo da fisiologia e acéo
dos mesmos. A ciéncia evoluiu no sentido de proporcionar um possivel tratamento em
pacientes com doengas dermatologicas, preocupando-se deste modo, com uma melhoria
da sua qualidade de vida. Assim, os produtos cosméticos, podem atuar como adjuvantes
na terapéutica de patologias cutaneas, ndo tendo com unico objetivo a melhoria do

aspeto exterior da pele [80, 81].

Estudos realizados recentemente baseiam-se na procura incessante de novos
ingredientes cosméticos com carateristicas inovadoras, propriedades antioxidantes,
efeitos anti-envelhecimento e branqueadores [82-84]. Um produto cosmético promissor,
deve ser eficaz, seguro, inovador, com uma formulacdo estavel, de facil metabolismo na
pele e de baixo custo [85]. Os ingredientes ativos s@o deste modo fulcrais nos produtos
cosmeéticos. Estes compostos podem ser obtidos a partir de fontes sintéticas ou naturais,

conforme descrito anteriormente.

Nos ultimos anos tem-se verificado uma tendéncia mundial para a incorporacéo
de extratos vegetais em formulacdes cosmeéticas, quer como fragancias, quer devido a
potenciais propriedades medicinais [85] A fitocosmética é deste modo um setor em

crescimento.

Os produtos cosméticos de extratos vegetais sdo muitas vezes associados pelo
consumidor a produtos suaves e biodegradaveis, com reduzida toxicidade, quando
comparados com produtos sintéticos. No entanto, esta aplicagdo € muito limitada uma vez
gue as plantas podem conter metabolitos toxicos e provocar reagdes cutaneas. Assim, a
valorizacdo de plantas promoveu a pesquisa de informagfes que cientificamente
comprovem a sua seguranga e eficacia terapéutica. O uso seguro e eficaz envolve, entre
outros, analises fisico-quimicas, microbiolégicas e ensaios de viabilidade celular. Para
determinar a seguranca dos extratos vegetais, devem ser desenvolvidos estudos in vitro

e in vivo que antecipem o desenvolvimento de novos ingredientes ativos [86].
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A comercializagdo de produtos cosméticos no mercado portugués deve cumprir
0s requisitos estipulados pelo Regulamento (CE) N°. 1223/2009 do Parlamento Europeu
e do Conselho de 30 de novembro de 2009, relativo aos produtos cosmeéticos. A
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude (INFARMED) é a entidade
responsavel pela regulacdo e supervisionamento de Produtos Cosméticos e de Higiene
Corporal (PCHC), garantindo a sua qualidade e seguranca, salvaguardando igualmente a

saude publica.

A indastria cosmética debate-se atualmente com dois grandes desafios: a
eliminacdo de testes em animais e o desenvolvimento de produtos sem conservantes.
Com efeito, este regulamento veio proibir por completo o uso de ingredientes testados em
animais em PCHC, bem como o ensaio do produto final em animais. Para isso, ha um
conjunto de métodos in vitro alternativos a experimentacdo animal, devidamente
validados pelo Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos (The European
Centre for the Validation of Alternative Methods, ECVAM), que permitem avaliar a sua
toxicidade. O conhecimento do perfil toxicolégico de uma substancia contida num produto
cosmeético € assim de extrema relevancia. A utilizagdo de linhagens celulares representa

uma primeira abordagem no campo da toxicidade [87].

Por outro lado, o desenvolvimento de produtos sem conservantes é outro dos
objetivos da industria cosmética. Conservantes sdo substancias quimicas, cuja funcéo é
inibir ou eliminar o crescimento de microrganismos no produto final. Estas substancias,
ao serem tdxicas para 0 microrganismo, podem igualmente tornar-se téxicas para o ser
humano. Os extratos naturais possuem uma variedade de compostos fenélicos com
propriedades antimicrobianas que desta forma podem vir a apresentar-se como uma

alternativa ao uso de conservantes quimicos [88].

O extrato da C. vulgaris tem sido incorporado em varios produtos cosméticos,
com diversas patentes a sustentar o seu efeito antioxidante, anti-inflamatério e
antimicrobiano [89-92]. A Tabela 2 resume alguns produtos cosméticos que possuem na
sua composicao o extrato da planta em estudo. Contudo, a literatura é pouco vasta no

gue toca as evidéncias cientificas que suportam o0 seu uso.
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Tabela 2: Produtos cosmeéticos que utilizam o extrato da C. vulgaris, as suas propriedades e as
empresas que 0s comercializam.

Empresa Nome do produto Pais Propriedade
Tilth Intense Restoration
Beauty

Naked Body Butter

Lemon & sage body butter Creme hidratante

Bliss
Blood Orange & White Pepper Body Butter
E.UA
Super-Sized Body Butter, Lemon & Sage
Arcona Overnight Cellular Repair Complex Hidratante facial
Double Duty Face Moisturizer, SPF 20 (2013 Protetor solar
Jack formulation)
Black
Beard Lube Conditioning Shave Creme de barbear
Borghese Complesso Intensive Age Defying Complex Italia Antirrugas
Time Freeze Firming Night Cream .
Firmeza e
Time Freeze Instant Lift Serum antienvelhecimento
T Locéo corporal
Lumene Firming Night Cream Finlandia reafirmante
Um soro de olho
Time Freeze Eye Perfecting Treatment revitalizacdo
Lift Touch Revitalizing Toner’ Limpeza de pele
Lab Series Skincare for Men Body - AB Rescue Body Franca Logao corporal
. reafirmante
Sculpting Gel
Inalaterra Agente Branqueamento
Adina Vegewhite 9 da pele
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2.1 Reagentes e Padrdes

Ao longo deste trabalho, nos procedimentos elaborados foram utilizados

diferentes reagentes de grau analitico, que se apresentam na seguinte lista:

1,4-Dioxano (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

a-Amilase termoestavel, protease e amiloglucosidade (Sigma Aldrich, Sintra, Portugal)
Acetato de sédio (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)

Acetona (Merck, Darmstadt, Germany)

Acido cloridrico (Merck, Darmstadt, Germany

Acido sulfurico 96% (Panreac, Barcelona, Espafia)

Acido sulfarico 0,1M (Merck, Darmstadt, Germany)

Acido gélhico (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)

Antibidtico (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)

Carbonato de sodio 7,5 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)
Catequina (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)

Cloreto férrico 20 Mm (Merck, Darmstadt, Germany)

Cloreto de aluminio 5% (Merck, Darmstadt, Germany)

Diclorometano (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)

Dimetilsulfoxido (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)

DPPH?- (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)
Etanol absoluto (Panreac, Barcelona, Espafia)

Eter de petroleo (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)

Folin—Ciocalteau 2N (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)

Hidréxido de sddio 1M (Merck, Darmstadt, Germany)

Hidréxido de potassio (Merck, Darmstadt, Germany)

n-hexano (Merck, Darmstadt, Germany)

n-hexano HPLC (Fisher Scientific, Loughborough, UK)

Nitrito de sédio 1% (Merck, Darmstadt, Germany)

Metanol (VWR International, Leuven, Belgium)

MTT (Atom Scientific, Manchester, UK)

Mistura de padrfes de acido gordos (FAME 37, Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Sulfato de sédio anidro (Merck, Darmstadt, Germany)
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Sulfato ferroso 1mM (SIGMA Chemical Co., St. Louis, USA)

Tampé&o acetato 0,3 M (Merck, Darmstadt, Germany)

Tocoferol (Calbiochem, La Jolla, CA, USA)

Tocol 2-metil-2-(4,8,12-trimetil tridecil)-cromano-6-ol (Matreya Inc, PA, USA)
Tocotrienol (Calbiochem, La Jolla, CA, USA)

Trifluoreto de boro (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Trolox (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)

TPTZ (Merck, Darmstadt, Germany)

2.2 Recolha e Tratamento da Amostra

A C. vulgaris foi recolhida no més de outubro de 2015 e no més de maio de 2016
em Moreira de Cbénegos, Portugal. A flor foi separada do resto da planta, sendo
armazenada em recipientes de plastico a 4°C até posterior utilizagdo, conforme ilustrado
na Figura 9.

Figura 9: Recolha da amostra da flor da C. vulgaris.
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2.3 Andlise Quimica

A andlise quimica foi efetuada tendo por objetivo caracterizar o perfil nutricional
da planta. De forma a complementar os diversos estudos e visando uma possivel

aplicacdo na industria alimentar, varios parametros foram assim estudados.

2.3.1 Determinagao do Teor de Humidade

A determinacdo de humidade por secagem € um método gravimétrico indireto e
a percentagem de humidade relaciona-se com a quantidade de agua e compostos
volateis presentes na amostra. O teor de humidade foi determinado com uma balanga de
determinagéo da humidade (Scaltec SMOO01, Scaltec Instruments, Germany) (Figura 10).
Neste método, 1g da amostra da flor foi submetido a um processo de secagem a uma
temperatura de 100 + 2°C durante 5 min. Esta andlise foi realizada em triplicado e o

resultado expresso em percentagem (%) de humidade.

Figura 10: Balanca de determinacdo de humidade.
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2.3.2 Determinacéo do Teor de Fibra Dietética

A determinagé@o do teor de Fibra Dietética Total (FDT) foi realizada tendo por
base um método enzimatico-gravimeétrico [93]. Com efeito, 1g de amostra seca e moida,
foi submetida a um processo de filtracdo (ensaio efetuado em duplicado). A amostra foi
gelatinizada com uma incubagdo com a enzima a-amilase termoestavel, ao qual se
seguiram duas incubagfes com protease e com amiloglucosidade de modo a simular o
sistema digestivo, num banho termostatizado (GDE, VELP® Scientifica, Italy) (Figura 11).
A fibra soluvel foi precipitada com etanol 95%. O residuo total foi filtrado e
sucessivamente lavado com etanol 78%, etanol 95% e acetona. ApGs secagem, pesou-se
0 residuo. Um dos duplicados foi usado para a determinacdo da proteina (Método
Kjeldahl) e o outro para a determinacdo do teor em cinzas (incineracdo a 525°C).

A FDT corresponde a massa, em percentagem (%), do residuo apés a digestao
menos o teor proteico e de cinzas do mesmo, corrigido também com a subtragédo do valor
do ensaio do branco (controlo). Foi utilizada a seguinte formula:

% FDT = [(Residuo da amostra — Teor proteico — Teor de cinzas — Branco) /
Massa da amostra] x 100.

Figura 11: Sistema termostatizado onde ocorreu incubacao.
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2.3.3 Determinacédo do Teor de Proteina

O teor proteico foi determinado através do método de Kjeldahl, quantificando o
azoto total presente nas amostras [94]. Num tubo de Kjeldahl, foram colocados 0,59 de
amostra seca (a pesagem foi determinada em papel isento de azoto), duas pastilhas
catalisadoras (isentas de selénio e mercurio) e 20 mL de &cido sulfarico a 96%. A
digestéo acida foi realizada numa manta elétrica, sendo os vapores neutralizados por um
sistema purificador de gases. O resultado da digestédo foi destilado de forma automatica
(BUCHI KjelFlex K-360, Switzerland) (Figura 12) e titulado com &cido sulfarico (H>SOu)
0,1 M, para a quantificacdo de azoto presente na amostra. A determinacdo do teor de
proteina total foi calculada por multiplicacdo do valor de azoto total pelo fator de
conversdao 6,25. A analise foi efetuada em triplicado e os resultados expressos em
percentagem (%) de proteina.

Figura 12: Destilador automatico
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2.3.4 Determinacédo do Teor de Cinzas

A determinacdo do teor de cinzas total processou-se por via seca, com
incineracao de 1g de amostra moida a uma temperatura compreendida entre 450 - 500°C
usando uma mufla (Thermolyne 48000, F48010-26, Electrothermal Engeneering Ltd,
United Kingdom), até a obtencéo de cinzas brancas e posterior determinacdo da massa
do residuo. A andlise foi efetuada em triplicado para cada amostra e os resultados foram
expressos em percentagem (%) de cinza.

2.3.5 Determinacgéo de Gordura

A andlise do teor de gordura foi efetuada pelo método de Soxhlet [95]. Cerca de
5 g de amostra foram misturadas com sulfato de sédio anidro. A mistura foi transferida
para cartuchos de celulose e colocada em ampolas de extracdo dos dispositivos de
Soxhlet. Foi feita uma extracdo com éter de petréleo para balbes previamente tarados.
Efetuou-se a eliminag&o do solvente por evaporacdo e a secagem do residuo em estufa a
100°C, por periodos de 30 min até obtencéo de peso constante da amostra. A analise foi
efetuada em triplicado para cada amostra e os resultados expressos percentagem (%) de

gordura em peso seco.

2.3.6 Determinacao de Hidratos de Carbono

O teor de hidratos de carbono foi calculado indiretamente, por diferengca dos
restantes parametros do perfil nutricional das amostras. A seguinte formula foi usada para

a sua determinacgéo:

% Hidratos de Carbono = 100% - (% Proteinas + % Gordura + % Humidade+ %

Cinzas + % Fibra)
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2.3.7 Determinacédo do Teor de Vitamina E

A extragdo da vitamina E foi realizada com n-hexano por um método de extracédo
a frio, previamente descrito [96], com pequenas alteracdes. Inicialmente foi pesado 0,150
g de amostra moida, procedeu-se a extragdo com a adi¢cdo de 2,5 mL de etanol absoluto,
5 mL de n-hexano e 20 pL de padrdo interno (1 mg/mL de solugdo Tocol). Depois da
mistura ser colocada numa placa de agitacdo (MS-H-S10, DragonLab) durante 30 min,
2,5 mL da solucéo de cloreto de sodio (NaCl) a 1% foram adicionados.

A mistura foi centrifugada a 5000 rpm durante 2 min (Thermo Scientific, Heraeus
Megafuge 16, USA). O residuo foi re-extraido trés vezes com 5 mL de n-hexano. Apés
cada centrifugagdo o sobrenadante foi recolhido. Desta forma, juntaram-se as fases
organicas das trés extracdes e adicionou-se sulfato de sodio (Na>SO.) de modo a
eliminar a quantidade de &agua presente. Depois de uma nova centrifugacdo, o
sobrenadante foi recolhido e a amostra foi levada a secura numa corrente de azoto.

O residuo obtido foi ressuspendido em 1 mL de n-hexano e filtrado para
posterior injecdo no sistema de HPLC. Todas as extragfes foram realizadas em material

de vidro amber de forma a estarem protegidas da luz.

2.3.7.1 Andlise Cromatogréfica

A analise cromatogréfica foi realizada num sistema HPLC da Jasco (Japan),
equipado com um injetor automatico (AS-2057PLUS), uma bomba (PU-2089PLUS) e um
detetor de fotodiodos (MD-2018PLUS) acoplado a um detetor de fluorescéncia (FP-
2020PLUS). A separacdo cromatogréfica foi efetuada numa coluna de fase normal
Supelcosil™ LC-SI (7,5 cm x 3mm x 3um; Supelco, Bellefonte, PA, USA) com um sistema
isocratico de uma mistura de n-hexano/ 1,4 dioxano (98:2) a um fluxo constante de 0,8
mL/ min.

A vitamina E foi identificada de acordo com o espectro de absor¢cdo UV e o
tempo de retencdo de padrdes comerciais. A quantificacéo foi efetuada pelo método do
padréo interno, obtida usando um detetor de fluorescéncia com comprimentos de onda de
excitacdo e emissao de 290 e 330 nm, respectivamente [97]. Os dados foram analisados

no Software Chromnav (verséo 1.18.03, Jasco, Japan).
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2.3.8 Avaliac&o do Perfil de Acidos Gordos

Para a determinacdo de &cidos gordos utilizou-se o método de extracdo a frio
acima descrito para a vitamina E, no entanto sem a adicdo do padrdo interno (Tocol
1mg/mL) e com pequenas modificacdes [98]. Inicialmente pesou-se 0,75 g de amostra
moida e adicionou-se 10 mL de n-hexano e 5 mL de etanol absoluto, procedendo-se de
igual forma para a obtencdo do residuo para a determinacdo de vitamina E.
Posteriormente foi realizada uma saponificacdo, dissolvendo a amostra em 1 mL de
diclorometano, adicionando 750 pL de hidréxido de potassio (KOH) em metanol (0,5 M).
A amostra foi colocada de seguida na estufa (Thermo Scientific Heraeus D-6450 Hanau,
Germany) a 100°C durante 10 min. Decorrido esse tempo foi deixada a arrefecer em gelo.
Procedeu-se a metilagéo, adicionando triflureto de boro (BFs) a 14 % numa solugcéo de
metanol.

Durante este processo, a amostra foi novamente colocada na estufa (30 min) e
deixada a arrefecer em gelo. Depois de a amostra estar a temperatura ambiente, foi
adicionado 1 mL de H>O e 5 mL de n-hexano, com posterior centrifugagdo durante 5 min
a 3000 rpm. Cerca de 3 mL de sobrenadante foram recolhidos e adicionados a sulfato de
sédio anidro para eliminar a agua presente na amostra, voltando a centrifugar
novamente. Por fim, foi retirado 1 mL de sobrenadante para um tubo de injecéo para
posterior analise cromatogréfica. Tanto o processo de saponificacdo como o processo de

metilagcdo foram realizados na hotte.
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2.3.8.1 Andlise Cromatogréfica

A separacgdo dos esteres metilicos de &cidos gordos (Fatty Acids Methyl Esters -
FAME) foi realizada recorrendo a cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de
chama (GC-FID). O cromatografo (Shimadzu GC-2010 Plus, Japan) foi acoplado com um
auto - injetor (Shimadzu 20i, Japan) e um detetor de ionizagdo em chama (FID)
(Shimadzu, Japan). Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida CP-Sil 88 (Varian,
The Netherlands; 50 mmx 0,25 mm diametro interno e 0,20 um de espessura de filme). O
gas de arraste, hélio, foi mantido a um fluxo de 40 mL/min, tendo sido utlizado o seguinte
programa de temperaturas: 120°C, durante 5 min e aumento até 220°C (3 °C/min), onde
se manteve por 10 min. As temperaturas do injetor e detetor foram 250°C e 270 °C,
respetivamente. A razdo de "split" foi 1:25 e o volume injetado foi 1,0 yL. As injecbes

foram realizadas em duplicado.

Os FAMEs foram identificados por comparacao dos tempos de retencdo com 0s
de uma mistura de padrbes (FAME 37) e por adicdo de padrdo as amostras. Os
resultados foram expressos em relacdo ao total de AG (% area relativa). Os dados
obtidos foram analisados recorrendo ao software CP-Maitre (versdo 2.30, Shimadzu GC

solution, Japan).

30



Valorizacéo de Calluna vulgaris (L.) Hull como potencial ingrediente cosmético | FFUP

2.4 Determinacao de Compostos Bioativos

2.4.1 Preparacéao dos Extratos

A amostra (flor da C. vulgaris) foi triturada num moinho (Grindomix Retch
GM200, Germany) até obtengdo de um po fino. 1g de amostra foi depois submetido a
extracdo com 20 mL de solvente. Utilizaram-se trés solventes diferentes: etanol; etanol:
agua (1:1) e agua. A extragcdo decorreu durante 30 min a 40°C numa placa de
aguecimento (Mirak, Thermolyse, USA) sob agitacdo magnética constante. Os extratos
foram depois filtrados com papel de filtro Whatman No.1. e liofilizados (Telstar, Cryodos,

Spain) ou sujeitos a evaporagdo num evaporador rotativo.

Na Figura 13 pode ser observado as diferentes fases a que a amostra foi sujeita

até a obtencao do extrato seco.

Figura 13:. Diferentes fases da amostra para a obtencéo dos trés extratos. a) Recolha da flor da
C. vulgaris b) Amostra apds aquecimento a 40°C (30 min) sob agitacdo constante por diferentes
solventes (aquoso, hidroalcodlico e alcodlico, de cima para baixo) ¢) Amostra apés filtracao d)
Amostra apos o processo de liofilizacao.
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2.4.2 Determinacgédo do Conteudo Fendlico Total

A determinacdo do Conteudo Fendlico Total (CFT) foi feita por método
espectrofotométrico, utilizando-se um reagente ndo especifico, o reagente de Folin-
Ciocalteu [99]. Na presenca deste reagente, os polifenois atuam como agentes redutores,
ocorrendo reacoes de oxidagdo-redugcdo das quais resulta a formacdo de um complexo
de cor azul, com um maximo de absor¢cdo a 765 nm [100-103]. Com efeito, a 500 uL de
extrato adicionou-se 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu a 2N (diluicdo de 10x). De
seguida, adicionou-se 2 mL de carbonato de sodio (Na;COs) a 7,5%. Deixou-se reagir
num banho de agua, ao abrigo da luz, a uma temperatura de 45°C, durante 15 min.
Arrefeceu-se a mistura durante 30 min a temperatura ambiente e procedeu-se a leitura da
absorvéncia a 765 nm num leitor de Microplacas Synergy HT (BioTek Instruments,
Synergy HT GENS5, USA). O ensaio foi realizado em triplicado. Utilizou-se como padrao
uma solucdo de &cido galhico. A correlacdo entre a absorvéncia da amostra e a
concentracdo do padrdo (acido galhico) foi obtida através da curva de calibracdo (gama
de linearidade: 5-100ppm, R? = 0,997). O CFT dos extratos, foi expresso em miligramas
de equivalentes em &cido géalhico (EAG) por grama de extrato (mg Eq. EAG/ g de
extrato).

2.4.3 Determinagao do Teor de Flavonoides Total

O Teor de Flavonoides Total (TFT) foi determinado através da realizagdo de um
ensaio colorimétrico, baseado na formacéo de complexos flavonoide-aluminio (cor rosa),
0S quais apresentam um maximo de absor¢do a 510 nm [85]. Com efeito, a 30 pL de
extrato adicionaram-se 75 pL de agua destilada e 45 pL de solucdo de nitrito de sodio
(NaNO,) a 1 %. ApoOs 5 min de reacdo adicionaram-se 45 pL de uma solugéo de cloreto
de aluminio (AICl3) a 5% e aguardou-se 1 min. Por fim, adicionaram-se 60 pL de hidroxido
de sddio (NaOH) 1M e 45 pL de agua destilada. As leituras foram efetuadas a 510 nm,
usando o leitor de microplacas Synergy HT Reader (BioTek Instruments, Synergy HT
GENS5, USA). Utilizou-se como padrdo uma solucdo de catequina em diferentes
concentracdes, de modo a tracar a curva padrdo (gama de linearidade: 5— 400 ppm, R? =
0,999). O TFT foi expresso em miligramas de equivalentes de catequina (ECA) por

grama de extrato (mg ECA/ g de extrato).
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2.4.4 Atividade Antioxidante

O estudo da formacdo e eliminacdo de radicais livres, bem como o dano
causado por estes em sistemas biologicos, tem sido cada vez mais valorizado pela
comunidade cientifica. N&o existindo um método universal, a avaliacdo da capacidade
antioxidante in vitro deve ser estudada por mais de uma metodologia, de forma a
obterem-se resultados mais fidveis [104]. No presente estudo, a atividade antioxidante foi
determinada pela capacidade de neutralizacdo do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo

(DPPH?*) e pelo método do poder antioxidante por reducéo do ido férrico (FRAP).

2.4.4.1 Capacidade de inibicao do radical DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo ensaio do 2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo (DPPH®). Na presenga de compostos antioxidantes a reducdo na
concentracdo de DPPH® é controlada por absorvéncia a um comprimento de onda
especifico. Na sua forma radicalar o DPPH*, absorve entre 514 a 517 nm, no entanto,
apoés a reducgdo por um agente antioxidante, ocorre descoloracdo, passando de violeta a
amarelo [85, 105].

A mistura da reacgéo foi feita numa placa de 96 pocos, onde foram adicionados
30 pyL de amostra e 270 pL de DPPH. Prepararam-se solu¢cdes com diferentes
concentracdes (2,5 — 100 ppm) deste composto, diluidas em etanol absoluto. Apdés um
periodo de incubacao de 40 min, a temperatura ambiente e no escuro, a absorvéncia foi
medida a 517 nm, num leitor de microplacas Synergy HT Reader (BioTek Instruments,
Synergy HT GENS5, USA). A curva de calibracdo (gama de linearidade: 2,5 — 100 ppm,
R2 = 0,997) foi obtida a partir da solugdo mae de Trolox (Acido (¥)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico), utilizado como controlo positivo. A capacidade
antioxidante foi expressa em micromoles de equivalentes de Trolox por grama de extrato

(umol eq. Trolox/g de extrato).
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2.4.4.2 Capacidade Antioxidante de Reducéao do Ferro (FRAP)

7

Este método é caracterizado pela redugdo do complexo Fe (lll) /ferricianeto
[FeCI3/KFe (CN))s] a Fe (Il), forma ferrosa, pela presenca de um composto antioxidante
na solugcdo, em meio acido. Esta reacdo origina um aumento da absorvéncia, por
formagédo de um complexo de cor azul intensa [52]. O poder antioxidante por reducéo do
ido férrico foi determinado segundo uma metodologia previamente descrita [106].

Adicionam-se 90 pL de extrato a 270 uL de agua destilada e 2,7 mL de reagente
FRAP (10 mL de tampéao acetato 0,3 M, 1 mL solu¢cdo TPTZ 10 mM e 1 mL FeCl; 20 mM).
Homogeneizou-se a solugdo e colocou-se em banho-maria a 37°C durante 30 min. Apos
incubacao, as absorvéncias foram lidas a 595 nm num leitor de microplacas Synergy HT
Reader, (BioTek Instruments, Synergy HT GENS5, USA). Utilizou- se sulfato ferroso a
1Mm como padréo, obtendo-se uma curva de calibragcdo (gama de linearidade: 75 — 1500
uM, R? = 0,999). A atividade antioxidante foi expressa em micromoles de sulfato ferro por

grama de extrato (umol/g).
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2.5. Viabilidade celular - Ensaio MTT

De forma a garantir a seguranca dos extratos é importante o estudo da sua
atividade biolégica e do seu efeito a nivel celular. O ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) permite estudar a viabilidade celular. Este ensaio
baseia-se na monitorizacdo da absorcdo e metabolismo de um corante mitocondrial vital
o MTT, pelas células mitocondriais [107]. A reducdo de sais de tetrazélio por células
vivas € considerada um meio fidvel de avaliacdo da proliferagdo celular in vitro. As
desidrogenases mitocondriais de células vidveis clivam o anel de tetrazélio do MTT, de
cor amarela alaranjada, obtendo cristais de formazan, de cor purpura. Estes cristais séo
insoliveis em solu¢des aquosas e soluveis num solvente adequado. A absorvéncia
destes cristais é medida espectrofotometricamente.

A viabilidade celular foi estudada em diferentes células da pele nomeadamente
em gqueratindcitos (HaCaT) e fibroblastos (PCS-201-012). As células HaCaT foram
cultivadas em meio RPMI (Gibco, Invitrogen Corp., USA) enquanto que a linhagem de
fibroblastos foi cultivada em meio DMEM (Biowhittake, Belgium). Estes meios foram
suplementados com 1% de antibi6tico e soro bovino fetal inativado a 10% para as células
HaCat e 15% para os fibroblastos. As células foram mantidas numa incubadora (Thermo
Scientific, Forma Series || Water Jacket CO2 incubator, USA), com ambiente de 5% de
CO; a 37°C. Quando as células apresentavam uma confluéncia de 90 a 95%, foram
tripsinizadas com recurso a uma solucéo salina tamponada com fosfato (PBS, a pH 7,4) e
tripsina (Invitrogen, Waltham, MA).

As células foram cultivadas numa microplaca de 96 pocos, com uma densidade
de 5x10° por mL, durante 24h. Ap6s o periodo de multiplicacdo e adesdo celular,
incubaram-se as duas linhas celulares com diferentes concentracdes de extrato seco (0,1
pg/mL — 1 mg/mL) dissolvidos nos respetivos meios, durante 24h a 37°C. De seguida
procedeu-se a remocao dos extratos e posterior lavagem com solugdo salina de tampao
fosfato (PBS, pH 7.4). A viabilidade celular foi avaliada adicionando 20 pL do reagente de
MTT a cada poco, com um periodo de incubacédo de 4h a 37°C.

Por fim, adicionou-se dimetilsulféxido (DMSO) diluido em 50% de etanol para a
solubilizacdo dos cristais de MTT. Na Figura 14 pode ser observado a placa apos as 4h

de incubacéo e a solubilizacéo dos cristais.
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Figura 14: Placa de 96 pocos referentes ao ensaio de MTT, depois 4h de incubacdo e apés a
solubilizagdo dos cristais (da esquerda para a direita).

O controlo foi obtido incubando as células apenas com o meio de cultura. A
absorvéncia foi lida num espectrofotometro (Dynex Technologies MRx TC II, USA) a 570
nm. Todo o processo foi realizado em camara de fluxo (Faster BHA 48, Germany) e os
reagentes utilizados previamente aquecidos em banho-maria a 37°C. Cada concentracao
foi analisada em triplicado, em trés experiéncias independentes, de modo a determinar o

namero de células viaveis [85, 100, 108].
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2.6 Atividade Antimicrobiana

2.6.1 Estirpes de Microrganismos

No estudo da atividade antimicrobiana foram incluidos sete microrganismos
(sete bactérias e um fungo), representados quer por estirpes da Cole¢do de Cultura
Americana (American Type Culture Collection, ATCC) quer por isolados clinicos. As
espécies selecionadas foram: Staphylococcus aureus (ATCC 6538 e isolado clinico), S.
epidermidis (isolado clinico), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli
(ATCC 8739), Klebsiella peumoniae (ATCC 4352), e Candida albicans (ATCC 10231).

Os isolados clinicos foram identificados recorrendo ao kit Vitek-2 (Biomerieux,
France). Todas as espécies foram congeladas numa infusdo de Brain Heart (Difco
Laboratories, USA) com 20% de glicerol (Sigma) a - 70°C até analise. Em cada ensaio
antimicrobiano foi previamente verificada a viabilidade celular recorrendo a cultura dos
microrganismos em Nutrient agar (Difco Laboratories, USA), no caso das bactérias, e
Sabouraud dextrose agar (SDA; Difco Laboratories, USA), no caso C. albicans.

2.6.2 Determinacédo da Concentracdo Minima Inibitéria

A concentracdo minima inibitoria é definida como a concentragdo mais baixa de
extrato capaz de inibir completamente o crescimento de microrganismos. A atividade
antibacteriana e antifingica foram avaliadas de acordo com o micrométodo CLSI M7-A6 e
com o micrométodo CLSI M27-A3, respetivamente, apds 48 horas de incubagdo a 37°C
[109, 110]. Foram preparadas diluicbes dos extratos em meio de Mueller Hinton (Difco
Laboratories, USA) para as bactérias e em RPMI (Biochrom, Germany) no caso dos
fungos. As concentracgdes avaliadas variaram entre 0,1 pg/mL e 1 mg/mL.

O crescimento microbiano foi visualmente comparado para cada concentracéo
com o controlo (sem extrato). Todas as determinacfes foram realizadas em duplicado
para cada ensaio, sendo realizados um total de trés experiéncias independentes com

resultados concordantes para cada extrato.
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2.7 Andlise Estatistica

Todos os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. A andlise
estatistica dos resultados foi realizada recorrendo ao software estatistico GraphPad
Prism 6.01 (GraphPad, San Diego, USA). Para verificar as diferencas entre extratos foi
realizado um teste ANOVA. As comparacdes post hoc das médias foram realizadas de

acordo com o teste HSD de Tukey. A significancia foi definida para p <0,05.
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3.1 Analise Quimica

3.1.1 Caracterizacao do Perfil Nutricional

A caracterizacdo nutricional é essencial para o conhecimento do perfil de
macronutrientes de espécies que visem uma possivel aplicacdo na industria alimentar.

Os valores nutricionais determinados para a C. vulgaris estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Teores em percentagem (%) da humidade, fibra, cinzas, proteina, gordura e hidratos de
carbono na flor da C. vulgaris.

C. vulgaris
% Fibra 38,96+ 1,64
% Hidratos de Carbono 36,21 + 0,20
% Humidade 12,03 £ 0,15
% Proteina 6,80 + 0,27
%Gordura 3,70+ 0,10
% Cinzas 2,31 +0,09

(média + desvio padrao)

A andlise nutricional permitiu constatar que a flor da urze é constituida por um
elevado contetdo em fibra e hidratos de carbono (~75%), seguido de um teor de
humidade de aproximadamente 12% e um reduzido teor de proteina (~7%) e gordura (~

4%). As cinzas representam cerca de 2% da massa seca.

O perfil nutricional da C. vulgaris ndo se encontra descrito na literatura. Desta
forma, ndo é possivel relacionar diretamente estes resultados com outras analises
realizadas. Este estudo inovador permite assim um conhecimento mais detalhado desta
espécie.

Por seu lado, o perfil nutricional de outras plantas nativas da regido tem sido
descrito na literatura. O fruto da planta nativa medronheiro ( Arbutus unedo L) pertence a
mesma familia da C. vulgaris, Ericaceae, sendo igualmente predominante em Portugal
[111]. Rodriguez et al. determinaram que a percentagem de hidratos de carbono do
medronheiro representava cerca de 20% do teor nutricional, apresentando cerca de 18%

de fibra total [112]. Estes macronutrientes sdo igualmente maioritarios em C. vulgaris.
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No grupo de investigacdo onde decorreu esta dissertacdo foram realizados
estudos nutricionais para outras espécies, tendo por base os métodos acima descritos. A
andlise realizada em diferentes ervas arométicas, como cebolinho (Allium
schoenoprasum L.), coentros (Coriandrum sativum L.), horteld (Mentha spicata L.) e salsa
(Petroselinum crispum (Mill.) Nym), evidenciaram teores em fibra total e proteina entre 2
e 5 %, respetivamente, e hidratos de carbono entre 1 e 4% [113]. No caso do castanheiro
a andlise nutricional revelou que tanto a casca como 0 ourico sédo constituidos por uma
elevada quantidade de agua (15-40%), um teor proteico na ordem dos 3 % e um elevado
teor em fibra e hidratos de carbono [114].

No que diz respeito aos dados obtidos para a C. vulgaris é notério 0os seus
elevados valores em fibra e hidratos de carbono. Na verdade, plantas nativas contém
uma maior percentagem de nutrientes e compostos bioativos em comparagdo com muitas
espécies que sdo cultivadas [115]. Este facto esta relacionado com as condi¢bes de
stress com que este tipo de plantas se depara, desenvolvendo deste modo um
mecanismo de protecdo mais eficaz, proporcionando uma maior producdo de
macronutrientes que permite o seu desenvolvimento.

A incorporagdo de plantas naturais em géneros alimenticios € uma nova aposta
da industria alimentar, na elaboracdo de um novo conceito de alimentos, intitulados
alimentos funcionais, alimentos comuns, integrados na dieta, capazes de produzir
beneficios para saude. C. vulgaris perante a composi¢cdo quimica que apresenta podera
ser melhor explorada numa nova area no setor alimentar e assim criar um novo género

alimentar, com propriedades quimicas e beneficios reconhecidos.
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3.1.2 Determinacgédo da Vitamina E

A vitamina E encontra-se entre os antioxidantes mais importantes no combate ao
stresse oxidativo [116, 117]. Os seus diferentes constituintes apresentam propriedades
antioxidantes que resultam na manutencdo da integridade das membranas celulares
devido a acdo protetora contra a peroxidacao dos &cidos gordos [118]. No ser humano, a
vitamina E atua como parte integral do sistema de defesa primério intracelular e tem
vindo a ser relacionada com a prevencao de varias doencas, nomeadamente, cancro,
cataratas, doenca de Parkinson, aterosclerose, doencas coronarias e algumas doencas
imunolégicas [119, 120]. Nas plantas, os tocofer6is e 0s tocotrienbis protegem as
membranas dos cloroplastos da foto-oxidag&o, proporcionado um ambiente ideal para o
processo fotossintético [121].

A vitamina E é constituida por um conjunto de oito compostos relacionados entre
si, quatro tocoferois (a-, p-, y-, - tocoferol) e quatro tocotriendis (a-, B-, y-, &- tocotrienol),
0s quais diferem no nuimero e posi¢cdo dos grupos metilo no anel aromético. Estes
compostos lipofilicos sdo sintetizados pelas plantas e variam de acordo com o tipo de
planta de onde o 6leo é extraido [120].

A determinacao do perfil de vitamina E da amostra foi avaliada em dois periodos
diferentes do ano, nomeadamente em maio e outubro. A Tabela 4 apresenta 0s
resultados obtidos de cada um dos vitdmeros determinados, para os meses de maio e

outubro, respetivamente.

Tabela 4: Valor total de Vitamina E e dos diferentes vitameros da amostra da C. vulgaris em maio

e outubro.
Vitameros Maio Outubro
a-tocoferol 23.06 + 0.852 32.5+0.48°
B-tocoferol 0.91 + 0.08? 0.39 £ 0.01°
y-tocoferol 2.71 +0.232 1.19 + 0.06°
d-tocoferol 4.03 £ 0.542 0.36 + 0.01°
[-tocotrienol 4.47 +0.07 Nd
y-tocotrienol 23.05+1.162 0.54 +0.03°
Total 58.23 + 2.942 34.99 + 0,59°

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=3).
Letras diferentes para cada coluna significam diferencas
significativas (p <0,05). Valores expressos em mg/100g de amostra.
Nd - ndo determinado.
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A amostra recolhida nos dois meses é essencialmente composta por a-tocoferol.
O o-tocoferol é a forma mais comum encontrada nos tecidos fotossintéticos [122]. Na
flora nativa de Portugal o perfil de vitamina E para a flor de outras plantas foi ja avaliado.
O composto maioritario determinado foi igualmente o a-tocoferol para a carqueja
(Pterospartum tridentatum) (~ 9 mg/100g), bem como diferentes espécies de giesta,
nomeadamente, Cytisus multiflorus (0,75 mg/100g), Cytisus scoparius (~11 mg/100g) e
Cytisus striatus (~20 mg/100g) [123].

Diferentes estudos descrevem as propriedades antioxidantes dos tocotrienois
como sendo mais significativas do que as dos tocoferdis [124, 125]. Os tocotrienois,
sobretudo o y-tocotrienol, protegem a pele contra o stress oxidativo provocado pelas
radiagbes UV [126]. O y-tocotrienol apresenta uma diferenca bastante significativa entre
os dois meses em estudo, enquanto o B-tocotrienol apenas foi detetado na amostra do
més de maio.

No global o perfil nutricional da C. vulgaris em maio exibe valores
consideravelmente superiores aos observados no més de outubro. Esta variacdo deve-
se, provavelmente, as diferentes condi¢des climéaticas a que a amostra foi sujeita nos
diferentes periodos do ano. Os vitdmeros atuam como compostos antioxidantes sendo
afetados pelas condicbes de temperatura e humidade, fazendo com que a planta
responda de forma diferente perante o stress ambiental a que esté sujeita [114].

Além da sua utilizacdo a nivel alimentar, a vitamina E tem tido novas aplicacdes
na indastria cosmética, sendo utilizada para a producdo de nanoemulsées benéficas para
a prevencdo do envelhecimento da pele [126]. Com efeito, a vitamina E apresenta uma
forte atividade anticolinérgica, podendo ser utilizada como ingrediente na cosmetologia
baseado nas suas propriedades de hidratagéo da pele [127-129].

O poder antioxidante dos seus vitameros atua na prevencdo e tratamento do
envelhecimento cutaneo [130, 131]. Os beneficios para a salde atribuidos a vitamina E
fazem com que C. vulgaris possa ser uma alternativa viavel para possiveis aplicacdes na

area cosmeética.
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3.1.3 Determinac&o do Perfil de Acidos Gordos

Os é&cidos gordos obtidos atraves da dieta sdo a principal fonte de energia. A
importancia dos acidos gordos como compostos bioativos pode ser demonstrada pela
sua atividade fisiolégica, como por exemplo, a mediacdo na producdo lipidica e o
envolvimento na expressao dos genes [132, 133]. Os acidos gordos sdo a forma mais
abundante de cadeias de carbono reduzidas disponiveis na natureza. As plantas
representam uma fonte renovavel significativa destes compostos, uma vez que muitas
espécies acumulam-nos como principais componentes de armazenamento em sementes
[134].

O tipo de gordura consumido depende das fontes da dieta, que tipicamente inclui
gorduras saturadas de fonte animal e Gleos vegetais tropicais e gorduras insaturadas de
Oleos vegetais. Existem varios tipos de acidos gordos, que se classificam consoante o
seu grau de saturacdo. Assim, temos acidos gordos saturados (Saturated Fatty Acids,
SFAs), monoinsaturados (Monounsaturated Fatty Acids, MUFAs) e polinsaturados
(Polyunsaturated Fatty Acids, PUFAs). Os acidos gordos saturados tém vindo a ser
relacionados com efeitos adversos na saulde, enquanto os AG insaturados sdao
considerados benéficos para a salde humana.

Na Tabela 5 é apresentado a percentagem relativa da composicdo em acidos

gordos na amostra da flor da C. vulgaris.

Tabela 5: Composi¢éo em acidos gordos (% area relativa) na amostra da flor da C. vulgaris.

Acido gordo  Percentagem relativa (%)

C16:0 20,79+ 2,12
C18:0 4,55 + 0,56
C18:1n9c 7,78+ 1,13
C18:2n6¢c 27,28+ 1,19
C20:0 1,99 + 0,26
C18:3n3 34,71 +£2,11
C22:0 2,90 + 0,40

(média + desvio padrao)

Acido palmitico (C16:0); acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1n9c), &cido linoleico); acido
araquidico (C20:0); acido linolénico (C18:3n3); acido beénico (C22:0).
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Consoante € possivel observar, foram identificados sete acidos gordos na
amostra. O &cido linolénico (C18:3n3, PUFA) foi o acido gordo presente em maior
guantidade, seguido pelo &cido linoleico (C18:2n6c, PUFA). Estes dois &cidos gordos
polinsaturados estdo descritos na literatura como ingredientes anti-inflamatorios,
importantes para formulacdes do cuidado da pele [135, 136]. O &cido palmitico (C16:0,
SFA) foi o0 acido gordo saturado presente em maior quantidade. Estes trés tipos de acidos
gordos identificados representam cerca de 80% da percentagem relativa e foram
reconhecidos previamente em C. vulgaris [137]. Todos os &acidos gordos presentes na

amostra foram igualmente identificados em outros tipos de plantas nativas [138].
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3.2 Determinagédo de Compostos Bioativos

3.2.1 Método de Extracéo

A definicdo de “extracao verde” de produtos naturais baseia-se em processos de
extracdo que visam reduzir o consumo de energia, permitindo a utilizacdo de solventes
alternativos e considerados como GRAS (Generally Recognized as Safe), garantindo
igualmente a seguranca dos produtos bem como a sua qualidade [139]. A eficacia da
extracdo dos compostos bioativos € influenciada por muitos fatores como o tempo, a
temperatura, a pressao e, particularmente, a composi¢éo do solvente [140, 141].

A extragdo de compostos bioativos, nomeadamente polifenois, depende da
dissolugdo de cada composto na matriz da planta, bem como da sua difusdo para o
solvente externo. Desta forma, a sua solubilidade é influenciada pela natureza da
amostra da planta e pela polaridade dos solventes utilizados [142].

Varios solventes tém sido utilizados para a extracdo de compostos fenélicos em
C. vulgaris, nomeadamente metanol e acetona [36, 143]. No entanto, a sua utilizagdo néao
€ considerada segura. Por sua vez, o etanol é reconhecido como um composto GRAS. A
sua facil recuperacao e reutilizacdo torna este solvente uma boa opg¢ao para um processo
gue se quer eficaz e, simultaneamente, sustentavel. Os extratos obtidos poderdao ser
utilizados para varios fins, sem colocar em risco a saide humana.

Nesta pesquisa foram estudados trés tipos solventes: aquoso, hidroalcodlico e
alcodlico. O tempo e a temperatura de extracdo foram estabelecidos tendo por base
estudos anteriores de eficacia da extragdo realizados no grupo de investigacdo [144,
145]. Na Figura 15 estdo representados 0s extratos obtidos, sendo notério o diferente

aspeto macroscépico, resultante dos diferentes compostos extraidos.

Figura 15: Aspeto macroscépico dos diferentes extratos, respetivamente, aquoso, hidroalcodlico,
alcodlico, da esquerda para a direita.
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3.2.2 Teor de Compostos Fendélicos Total

O CFT dos diferentes extratos da planta foi determinado usando o reagente de
Folin-Ciocalteu. Sendo um método nao especifico, o reagente de Folin-Ciocalteu é usado
para obter apenas uma estimativa dos compostos fendlicos presentes nos extratos [146,
147]. Trata-se de um método simples, muito utilizado, mas que apresenta algumas
limitagbes, nomeadamente, a interferéncia de substancias como acgucares, aminas
arométicas, dioxido de enxofre e acido ascérbico [148]. Os resultados encontram-se

representados na Tabela 6.

Tabela 6: Conteudo fendlico total (mg eq. EAG /g extrato seco) da flor da C. vulgaris para os trés
tipos de extratos analisados: aquoso, hidroalcodlco e alcodlico.

Extrato CFT (mg EAG/g)

Aquoso 75,43 + 7,3452
Hidroalcodlico 121,92 + 0,815

Alcodlico 53,96 + 5,389¢

Os valores séo apresentados como média * desvio padrdo (n=3).
Letras diferentes significam diferengas significativas (p <0,05).

O CFT nos diferentes extratos variou entre 53,96 e 121,92 mg EAG por grama
de extrato. O valor mais elevado de CFT foi obtido no extrato hidroalcodlico e o contetdo
mais baixo para o extrato alcodlico. A analise dos resultados revelou uma diferenca
significativa entre os diferentes solventes utilizados. Este facto € influenciado sobretudo
por uma maior ou menor polaridade do solvente utilizado, podendo extrair diferentes
compostos consoante a sua estrutura quimica.

Estudos anteriores tém comparado o CFT em diferentes tipos de extratos de C.
vulgaris particularmente nas partes aéreas da planta [79, 149]. Segundo Orhan et al., o
teor é mais elevado utilizando acetato de etilo como solvente (29,7 £ 0,1 mg EAG/q),
comparativamente a uma fracdo de n-butanol, cloroférmio e agua [149]. Outro estudo
revela que o extrato aquoso (142,46 + 0,50 mg EAG/g) apresenta um valor superior em
relacdo ao extrato alcodlico (81,86 + 0,95 mg EAG/g) e ao extrato de acetato de etilo
(67,55 £+ 0,38 mg EAG/Q) [79].

Estes estudos apresentam uma gama de valores particularmente diferente dos
resultados obtidos. Na verdade, varios métodos sdo utilizados para a extracdo de
compostos fendlicos e desta forma a estimativa do seu teor € muitas vezes variavel.

A concentracdo de compostos fendlicos totais em C. vulgaris esta

_intrinsecamente relacionada com a sazonalidade, como foi previamente estudado [35]._
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Como retratado anteriormente, a composicdo quimica é condicionada por parametros
como o clima, a radiacdo solar e a nutricdo mineral, a qual pode interferir com o teor de

metabolitos secundarios [150].

3.2.3 Teor de Flavonoides Total

Os flavonoides sdo um grande grupo de metabolitos secundérios da classe dos
polifenois distribuidos em vegetais, plantas medicinais, sumos de fruta e uma grande
variedade de bebidas (cha, café, vinho) [151-154]. Os compostos fendlicos,
particularmente os flavonoides, sdo responsaveis por efeitos antioxidantes através da
eliminacéo a larga escala de ROS e da peroxidacao lipidica [155]. Estudos experimentais
demonstraram os inimeros efeitos benéficos destes compostos na saude humana,
incluindo prote¢do cardiovascular, atividade anticancerigena, antialérgica, antiviral e
propriedades anti-inflamatoérias [156, 157]. O TFT dos extratos foi determinado usando a
catequina como padrdo. Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados obtidos.

Tabela 7:Teor de flavonoides totais (mg ECA/g extrato seco) da flor da C. vulgaris para os trés
tipos de extratos analisados: aquoso, hidroalcodlco e alcodlico.

Extrato TFT (mg ECA/Q)

Aquoso 88,72 £ 1,9452
Hidroalcodlico 118,26 + 3,598

Alcodlico 14,80 + 1,136°

Os valores séo apresentados como média + desvio padrédo (n=3).

O TFT presente na flor da C. vulgaris foi maior para o extrato hidroalcodlico
(118,26 mg eg. CAT/g), seguindo-se o extrato aquoso (88,72 mg eg. CAT/g) e o extrato
alcodlico (14,80 mg eq. CAT/g). Como descrito anteriormente, o extrato hidroalcodlico é
igualmente mais eficaz na extracdo de compostos fendlicos, apresentando um maior

conteudo relativamente aos outros extratos.
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Segundo Vucic et al., existe uma variacdo do valor de TFT nas partes aéreas da
planta, dependendo do tipo de extrato (aquoso, acetato de etilo e alcodlico) [79]. O teor
mais elevado foi determinado com o extrato de acetato de etilo, correspondente a uma
concentracdo total de 63,68 mg eq. rutina/ g [79]. O maior flavonoide identificado em C.
vulgaris foi o caempferol-3-O-B-D-galactosideo, associado a uma elevada atividade
antioxidante [149]. Estes tipos de ensaios s&o muito influenciados por uma serie de

fatores descritos anteriormente.

3.3 Atividade Antioxidante

3.3.1 Capacidade de inibic&o do radical DPPH

O radical DPPH é frequentemente utilizado para a determinacdo da atividade
antioxidante priméaria. A atividade de eliminacdo deste radical livre tem sido estudada em
compostos antioxidantes puros, nomeadamente em extratos de plantas e frutos, bem
como em produtos alimentares [158]. Neste estudo a atividade antioxidante foi expressa
em equivalentes de Trolox por grama de extrato para os diferentes tipos de extratos,

como pode ser observado na Tabela 8.

Tabela 8: Atividade antioxidante dos diferentes extratos da flor da C. vulgaris, aquoso,
hidroalcodlico e alcodlico baseados na capacidade de inibigdo do radical DPPH.

Extrato DPPH (umol eq. Trolox/g)

Aquoso 23,66 + 0,6492
Hidroalcodlico 51,83 + 3,903

Alcodlico 15,02 £ 1,574°

Letras diferentes significam diferencas significativas (p <0,05).

Como é possivel constatar o extrato hidroalcodlico apresenta uma atividade
antioxidante superior (51,83 umol eq. Trolox/g), sendo o extrato alcodlico o que possui
uma capacidade de inibicdo do radical mais baixa (15,02 umol eq. Trolox/g). Estudos
anteriores tém demonstrado a significativa atividade antioxidante da C. vulgaris face ao
radical DPPH [70, 72, 159, 160]. Em comparac¢do com outras espécies da mesma familia,
como Erica arbérea L. e Erica carnea L., 0 seu poder antioxidante revelou-se superior
[159]. O elevado conteudo fendlico presente em C. vulgaris esta diretamente relacionado

com uma maior atividade antioxidante, particularmente no extrato hidroalcodlico.
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3.3.2 Capacidade Antioxidante de Reducéo do Ferro (FRAP)

A capacidade dos extratos da C. vulgaris para reduzir os ibes de ferro foi
determinada usando o ensaio de FRAP. Este ensaio mede a reducéo do ido férrico (Fe®")
ao ferro ferroso (Fe?*) na presenca de antioxidantes. Os valores obtidos estdo expressos

na Tabela 9.

Tabela 9: Atividade antioxidante dos diferentes extratos: aquoso, hidroalcodlico e alcoélico da flor
da C. vulgaris baseado na sua capacidade de reduzir o irdo férrico (Fe3*) ao estado ferroso (Fe2*).

Extrato FRAP (umol/g)

Aquoso 1354,5 + 102,142
Hidroalcodlico 2138,3 + 15,46°

Alcodlico 634,8 + 99,00°

Os valores s@o apresentados como média = desvio padrdo (n=3).
Letras diferentes significam diferengas significativas (p <0,05).

Os valores variaram entre 634,8 e 2138,3 umol/g para o extrato alcodlico e
hidroalcodlico, respetivamente. Como foi anteriormente evidenciado, o0 extrato
hidroalcodlico apresenta os valores mais elevados, exibindo um perfil antioxidante
superior aos restantes extratos. Este ensaio foi anteriormente realizado num extrato
hidroalcodlico (70% em etanol) da C. vulgaris, tendo-se verificado atividade antioxidante
face a este método [159]. A significativa capacidade antioxidante desta espécie pode ser
explicada pela presenca de dois compostos fendlicos, o caempferol-3-O-B-D-galactosideo
(seu principal flavonoide glicosideo) e a quercetina. [149, 161].

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada através de métodos
espectrofotométricos. As diferencas observadas entre os dois ensaios sdo expectaveis,

uma vez que possuem diferentes mecanismos de acao e diferentes condi¢des reacionais.
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3.3.3 Correlacéo de Atividades

De modo a interligar os resultados obtidos efetuou-se uma correlacdo de
atividades. A Tabela 10 apresenta os valores da correlacédo de Pearson (R?) obtidos para
0s varios ensaios efetuados, relacionando o conteddo de compostos bioativos com a

atividade antioxidante nos diferentes extratos da C. vulgaris.

Tabela 10: Valores de Correlacdo de Pearson (R?) obtidos para os ensaios.

Ensaios DPPH CTF Flavonoides
CTF 0,996 1 0,899
Flavonoides 0,858 0,899 1
FRAP 0,963 0,983 0,964

A anadlise da Tabela 10 permite verificar uma correlacdo muito forte entre os
varios tipos ensaios. Os polifenois tém sido descritos como responsaveis pela atividade
antioxidante de extratos vegetais. Os dois métodos utilizados para determinar a atividade
antioxidante, DPPH e FRAP, apresentam uma correlacdo positiva entre o CFT e o TFT.
Geralmente o elevado CFT est4 relacionado com uma elevada atividade antioxidante dos
extratos [158].

O elevado teor em compostos fendlicos, associado a elevada atividade
antioxidante, constitui uma boa evidéncia dos beneficios do extrato hidroalcodlico da C.
vulgaris. Este facto esta relacionando sobretudo com a possibilidade de extracdo de um

maior nimero compostos (polares e apolares).
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3.3 Viabilidade Celular — Ensaio MTT

Os diferentes extratos da C. vulgaris foram avaliados em duas linhas celulares,
guerationocitos e fibroblastos, de modo a verificar os seus efeitos na viabilidade celular. Os

ensaios foram realizados com diferentes concentracfes de extrato: 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000

pg/mL.
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Figura 16: Efeito da atividade metabdlica de células HaCat apds o seu contacto com diferentes
extratos (aquoso, hidroalcolico e alcodlico) e concentragcdes da C. vulgaris, determinado pelo
ensaio de MTT. Valores sdo expressados com as médias + desvio padrdo (n=4). * p<0,05
comparado com as diferentes concentracdes

Consoante é possivel observar na Figura 16, os extratos ndo conduziram a uma
diminuicao da viabilidade celular em queratinécitos até uma concentragdo de 100 pg/mL.
Para estas concentracfes, a viabilidade celular manteve-se superior a 80%. Quando os
gueratinécitos sdo expostos a uma concentracdo de extrato de 1000ug/mL ocorre uma

diminuicdo da viabilidade celular, em particular apds exposicao ao extrato aquoso.

A Figura 17 apresenta os resultados do ensaio de viabilidade celular em

fibroblastos.
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Figura 17: Efeito da atividade metabdlica de fibroblastos apds o seu contacto com diferentes
extratos (aquoso, hidroalcolico e alcodlico) e concentracdes da C. vulgaris, determinado pelo
ensaio de MTT. Valores séo expressados com as médias + desvio padrédo (n=4). * p<0,05
comparado com as diferentes concentracdes

A percentagem de viabilidade celular em fibroblastos apresenta uma gama de
valores semelhante para concentragbes até 100 pg/mL. No geral, estes valores séo
inferiores aos obtidos para os queratindcitos nas mesmas concentracdes. Estes
resultados sdo concordantes com outros autores que observaram que os queratinécitos
sdo mais resistentes do que os fibroblastos, quando em contacto com diferentes
substancias [162-165].

A concentracdo de 1000 pg/mL apresentou os valores mais elevados de
viabilidade celular, sendo estatisticamente diferentes quando comparados com outras
concentracdes. Este facto pode estar associado a um efeito protetor do extrato que a
elevadas concentracBes pode estimular a atividade mitocondrial, o que pode justificar a
elevada percentagem de viabilidade celular verificada. S&o, contudo, necessarios mais

ensaios que comprovem este efeito protetor.
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3.5 Atividade Antimicrobiana

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana foram selecionadas bactérias Gram-
positivas (S. aureus e S. epidermidis), Gram-negativas (E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa) e fungos (C. albicans). De acordo com diferentes autores, 0s microrganismos
presentes na flora “normal” da pele incluem diferentes bactérias como S. epidermis, S.
aureus ou até mesmo P. aeruginosa [166, 167]. Staphylococcus € género de bactéria
mais representativo na pele humana, dentro do qual S. epidermidis € a espécie mais
prevalente [166-168]. Por outro lado, S. aureus € uma espécie que tem sido
frequentemente encontrada a colonizar locais humidos da pele de pessoas saudaveis,
sendo em alguns casos considerada um agente patogénico resistente a meticilina, [167].

Na pele, a P. aeurigosa pode causar dermatite ou infecbes em tecidos moles
mais profundos [169]. E. coli e K. pneumonia sdo também duas espécies importantes em
infecbes nosocomiais [170, 171]. Por fim, Candida € um género de fungos patogénicos
mais comumente encontrado em humanos, sendo agentes causadores da candidiase.
Dentro deste género, C. albicans é considerada a espécie mais patogénica [172].

Com efeito, a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos nestas
espécies pode ser considerada de grande relevancia na area cosmética. Além disso, 0s
microrganismos como fungos e bactérias sdo importantes fatores causadores do
processo de oxidagdo durante o armazenamento de produtos cosméticos, provocando
por consequéncia a sua deterioracdo. A Tabela 11 resume os valores de CMI para cada

um dos microorganismos.

Tabela 11: Atividade antimicrobiana dos diferentes extratos da C. vulgaris expressos com a
concentracdo minima inibitoria (CMI).

CMI (mg/mL)
Estirpes bacterianas Extrato
AQu0sO0 Hidroalcodlico Alcodlico

S. epidermidis DSM28764 8.8 2.0 10.8
S. aureus ATCC6538 17.5 2.0 21.6
S. aureus MRSA 35.0 2.0 43.2
P. aeruginosa ATCC9027 >35.0 >8.5 >43.2
E. coli ATCC8739 >35.0 >8.5 >43.2
K. pneumoniae ATCC4352 >35.0 >8.5 >43.2
C. albicans ATCC10231 >35.0 >8.5 >43.2

Os dados séo representados com a média das repeti¢cdes (n=3).
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A anadlise da Tabela 11 permite constatar que o extrato hidroalcodlico apresentou
valores de CMIs que variam entre 2 e 8.5 mg/mL. O extrato aquoso e alcodlico, pelo
contrério, apresentaram valores superiores para todas as espécies avaliadas. O valor de
CMI mais baixo foi obtido com o extrato hidroalcodlico em ambas as estirpes de S.
aureus e S. epidermidis. Pelo contrario, os valores de CMI mais elevados foram
verificados nas espécies P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae e C. albicans, quando

utilizado o extrato alcodlico.

De acordo com Fabry et al. para que os extratos de plantas possam ser
considerados como potencialmente ativos terapeuticamente, os valores de CMI devem
ser inferiores a 8 mg / mL [173]. Pelo contrario, Gibbons sugere que os fitoquimicos
isolados devem ter valores de CMI inferiores a 1 mg / ml para que possam ter atividade
antimicrobiana [174]. Os valores de CMI determinados para os extratos avaliados foram
apenas inferiores a 8 mg/mL no caso do extrato hidroalcodlico nas estirpes de S. aureus
e S. epidermidis, indicando assim um eventual efeito antimicrobiano. Pelo contrério, se for
tida em conta a definicho de Gibbons, nenhum dos extratos apresenta atividade

antimicrobiana.

A potencial atividade antimicrobiana de extratos de C. vulgaris tem sido
estudada por diferentes autores. De acordo com Kumarasamy et al., o extrato metanélico
de C. vulgaris possui atividade antimicrobiana contra as estirpes S. aureus e S. hominis,
com um valor de CMI de 0,1 pg/ml [9]. Pavlovi¢ et al., demonstraram uma leve atividade
do extrato etandlico de C. vulgaris contra S. aureus e Bacillus subtilis [175]. Por sua vez,
Gharreb et al. estudaram este efeito em C. vulgaris e em mais duas espécies presentes
na medicina tradicional, Ferula sp. e Tribulus sp. Estes autores mostraram que o extrato
etanodlico de C. vulgaris apresenta atividade antimicrobiana contra um maior niamero de
bactérias patogénicas (Agrobacterium Tumefaciens, Erwinia sp., K. pneumoniae e P.

aeruginosa) em comparag¢ao com as outras duas espécies estudadas [45].

A potencialidade do extrato de C. vulgaris contra determinadas bactérias
patogénicas encontra-se desta forma brevemente descrita na literatura, sendo
relacionado o seu efeito com a presenca de compostos fendlicos e flavonoides na sua
composicdo. O presente estudo reforgca os resultados obtidos anteriormente por
diferentes autores, comprovando o seu potencial uso como antimicrobiano. Com efeito,
de modo a identificar os compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana verificada
neste estudo preliminar, ensaios mais detalhados ser&o realizados no grupo de

investigacao nos proximos tempos.
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O trabalho realizado pretendeu valorizar a planta C. vulgaris, visando uma
possivel aplicagdo na industria cosmética e eventualmente nutracéutica. A andlise
nutricional permitiu um conhecimento inovador do perfil de macronutrientes,
demonstrando uma elevada quantidade em fibras e hidratos de carbono na planta. A flor
da C. vulgaris foi recolhida em dois meses distintos (maio e outubro) revelando ser
essencialmente constituida por a-tocoferol, o principal tocoferol que atua na prevengéao e
tratamento do envelhecimento cutaneo. Para além disso, a analise do perfil de vitamina E
permitiu demonstrar que as diferentes condicbes climaticas a que a planta esta sujeita
nos diferentes meses influenciam consideravelmente o seu conteddo quimico.
Relativamente a composicdo em acidos gordos, o acido linolénico foi o composto
maioritario presente, seguido pelo acido linoleico. Ambos os &cidos gordos estdo
descritos na literatura como ingredientes anti-inflamatorios importantes para formulagbes

do cuidado da pele.

A avaliacdo global deste trabalho permitiu concluir que para além da sua
composi¢cdo quimica, rica em compostos potencialmente benéficos para pele, a C.
vulgaris é constituida por um elevado teor de compostos bioativos. O elevado contetdo
fendlico presente na planta encontra-se diretamente relacionado com uma maior
atividade antioxidante, conferindo uma importante acdo antioxidante contra os radicais
livres decorrentes do stresse oxidativo. Apesar dos trés extratos (aquoso, hidroalcodlico e
alcodlico) terem demonstrado potencial antioxidante, o extrato hidroalcoodlico revelou uma

melhor evidéncia desta propriedade.

O objetivo do trabalho passou também pela avaliagdo dos diferentes extratos da
C. vulgaris em duas linhagens celulares da pele, onde foi verificado que estes néo
interferem consideravelmente na viabilidade celular até uma determinada concentracao.
Uma possivel atividade antimicrobiana destes extratos foi demonstrada, o que
certamente ir4 constituir um ponto de partida para a avaliacdo das vantagens de novas
aplica¢fes da planta no futuro.

O estudo e o desenvolvimento de novos produtos usando extratos desta planta

Y

pode assim tornar-se uma garantia de sucesso, aliado a sustentabilidade ambiental.
Perante os resultados obtidos é demonstrada a potencialidade da planta como
ingrediente ativo na formulacéo de produtos cosméticos.

As investigacbes devem assim aprofundar-se no sentido de compreender a
eficacia terapéutica do extrato, o seu perfil, a sua estabilidade e a sua rentabilidade,

relativamente a sua producédo a escala industrial.
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Numa perspetiva futura e de continuidade deste trabalho, a determinagao e
identificacdo individual dos compostos bioactivos por HPLC, bem como a avaliagdo dos
extratos em modelos 3D de pele e olho (nomeadamente modelos validados como o
EpiSkin® ou o EpiOcular® que permitam a avaliagdo do potencial irritante dérmico e
ocular) deverdo ser tidos em conta. Dentro do campo das perspetivas futuras estdo
igualmente incluidos ensaios da avaliagdo de eficécia in vivo, através de patch testes
durante 48 horas. De forma a avaliar a seguranca do extrato, seria também interessante
desenvolver estudos de sensibilizacdo e tolerncia cutanea em condicdes normais de

uso.
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