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Resumo

As mudancas que tém ocorrido no nosso planeta tém aumentado a consciéncia ambiental
do consumidor. Este tem-se preocupado cada vez mais com a sustentabilidade e isso
reflete-se, por exemplo, na escolha de cosméticos, sendo o consumo sustentavel um
conceito cada vez mais presente nas nossas vidas. Nesse sentido, o uso de hidrolatos de
plantas aromaticas e medicinais tem ganho destaque na industria, devido ao facto destes
subprodutos possuirem diversas propriedades benéficas a saide humana. No entanto, a
bioatividade de hidrolatos ndo tem sido largamente estudada, sendo dado énfase ao
estudo dos Oleos essenciais. Para valorizar o uso de hidrolatos como ingredientes
cosméticos, durante o trabalho desta dissertacdo avalidmos as propriedades de oito
hidrolatos distintos e um extrato aquoso, pertencentes a diversas familias de plantas,
relativamente ao seu potencial antifangico, anti-inflamatorio e a sua biocompatibilidade

in vitro com células da pele.

Para isso avaliou-se a viabilidade celular em macréfagos de ratinho e queratinocitos
humanos, quando expostos aos diferentes hidrolatos e extrato aquoso. A atividade anti-
inflamatoria foi avaliada nos macrofagos, através da quantificacao da producao de 6xido
nitrico (NO) ap6s estimulacdo com lipopolissacarideo (LPS). A levedura Candida
albicans e o fungo filamentoso Aspergillus brasiliensis foram utilizados para avaliar a
atividade antifingica dos extratos. A concentracdo minima inibitoria (CMI) foi avaliada
pelo método de microdiluicdo e posteriormente a concentracao minima letal (CML) foi

determinada.

Os resultados demostraram que o hidrolato de Helichrysum italicum foi o mais
biocompativel tendo o de Thymbra capitata sido o menos biocompativel, em ambas as
linhas celulares. A diminuicao da producao de NO foi semelhante para todos os extratos,
apresentando resultados com perfil dose-resposta, o que ocorreu de forma semelhante
nos testes de viabilidade celular. Nos ensaios de atividade antiftingica, apenas o hidrolato
de Thymbra capitata apresentou CMI visual em ambos os microrganismos, ocorrendo

inibicdo completa do crescimento nas maiores concentragoes testadas.

Com este trabalho conclui-se que o estudo dos hidrolatos deve ser aprofundado devido
as suas inumeras propriedades, nomeadamente a atividade anti-inflamatoria aliada a
uma baixa toxicidade celular. O potencial antifingico também foi demonstrado, mas

apenas em concentracoes mais altas.
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Assim, conclui-se que os hidrolatos tém potencial como ingredientes cosméticos, uma
vez que retém algumas das bioatividades dos respetivos 6leos essenciais, com a vantagem

de apresentarem uma baixa citotoxicidade.
Palavras-chave

Atividade anti-inflamatoria; Atividade antimicrobiana; Hidrolatos; Macrofagos;

Queratindcitos; Viabilidade celular.
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Abstract

The changes that have occurred on our planet have increased the environmental
awareness of the consumer, which have become increasingly concerned with
sustainability. Sustainable consumption is a concept increasingly present in our lives and
this is reflected, for example, in the consumers’ choice of cosmetic products. In this
sense, the use of plant hydrolates has gained prominence in different fields, including
the pharmaceutical and cosmetic industries, since these by-products can present many
beneficial properties to our health. However, the bioactivity of hydrolates has not been
widely studied, as the majority of the studies focus on the characterization of essential
oils. During this dissertation we evaluated the bioactive properties of eight distinct
hydrolates and one aqueous extract from several families, focusing on their antifungal,
anti-inflammatory, and biocompatible potential, thus highlighting their potential use for

skin applications.

Cell biocompatibility of the plant extracts was evaluated in macrophages and
keratinocytes, through MTT assay. Anti-inflammatory activity was evaluated in
macrophages, by measuring the production of NO, after a pro-inflammatory stimulus
with LPS. Candida albicans yeast and filamentous fungus Aspergillus brasiliensis were
used to evaluate the antifungal activity of the extracts. The minimum inhibitory
concentration (MIC) was evaluated by the microdilution method and then the minimum

lethal concentration (MLC) was determined.

Overall, the results showed that Helichrysum italicum was the most biocompatible
hydrolate and the least biocompatible was the one from Thymbra capitata hydrolate, in
both cell lines. The decrease in NO production was consensual in all extracts, presenting
a dose-response profile, like cell viability results. Regarding antifungal activity, only
Thymbra capitata hydrolate showed a visual MIC for both microorganisms, with the

complete growth inhibition occurring only at the highest tested concentration.

The study of hydrolates should be deepened due to their numerous properties, as their
anti-inflammatory activity combined with reduced cellular toxicity. Antifungal potential
has also been demonstrated, but only at higher concentrations. It is then concluded that
hydrolates have a great potential as cosmetic ingredients, since they retain some of the

bioactivities present in essential oils combined with low cytotoxicity.
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representados como % de células de controlo expostas ao LPS. Também foi incluido
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controlo sem LPS para avaliar a producdo basal de NO. * representam significancia
estatistica quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p <
0,05 usando ANOVA unidirecional.

Figura 18 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis apos 48
horas em contacto com diferentes concentracoes de hidrolatos da familia Lamiaceae. O
controlo contém apenas o fungo com meio de cultura. Os dados correspondem as médias
+ DP e sdo representados como % de células de crescimento microbiano.

Figura 19- Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis ap0s 48
horas em contacto com diferentes concentracoes de hidrolatos da familia Asteraceae. O
controlo contém apenas o fungo com meio de cultura. Os dados correspondem as médias
+ DP e sdo representados como % de células de crescimento microbiano.

Figura 20 —Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis apos 48
horas em contacto com diferentes concentracées de hidrolatos das familias Cistaceae,
Cupressaceae, Orobanchaceae e Hamamelidaceae. O controlo contém apenas o fungo
com meio de cultura. Os dados correspondem as médias + DP e s3o representados como
% de células de crescimento microbiano.

Figura 21 - Representacao de um ensaio de determinacdo de CML, em placa de PDA,
onde foram plaqueada as suspensbdes obtidas com as concentracoes do extrato
imediatamente superiores e inferiores da CMI determinada visualmente. Verifica-se que
ocorreu crescimento do fungo Aspergillus brasiliensis para as concentracoes
plaqueadas, com excecao de 50% que foi assumida como CML.

Figura 23 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans ap6s 48 horas
em contacto com diferentes concentracoes de hidrolatos da familia Asteraceae. O
controlo contém apenas a levedura com meio de cultura. Os dados correspondem as
médias + DP e sao representados como % de células de crescimento microbiano.

Figura 22 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans apos 48 horas
em contacto com diferentes concentracoes de hidrolatos da familia Lamiaceae. O
controlo contém apenas a levedura com meio de cultura. Os dados correspondem as
médias + DP e sdo representados como % de células de crescimento microbiano.

Figura 24 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans apés 48 horas
em contacto com diferentes concentracoes de hidrolatos, hidrolatos das familias
Cistaceae, Cupressaceae, Orobanchaceae e Hamamelidaceae. O controlo contém apenas
a levedura com meio de cultura. Os dados correspondem as médias + DP e sao
representados como % de células de crescimento microbiano.

Figura 25 — Representacao de um ensaio de determinagdao de CML, em placa de SDA,
onde foram plaqueada as suspensdes obtidas com as concentracoes do extrato

imediatamente superiores e inferiores da CMI determinada visualmente. Verifica-se que
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ocorreu crescimento da levedura, Candida albicans para a concentracao de 12,5%, e nao

ocorreu crescimento a partir da concentragao de 25% que foi assumida como CML.

Folha em branco
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1. Introducao

O aumento do consumo de recursos naturais levou a uma excessiva exploracao do nosso
planeta e a sua respetiva deterioracdo, resultando num vasto leque de consequéncias
negativas como alteracoes climaticas, esgotamento de recursos naturais e polui¢dao. Ao
deparar-se com tais problemas, a consciencializa¢ao ambiental do consumidor tem vindo a
aumentar ao longo dos anos, promovendo consequentemente a preferéncia por produtos

mais ecologicos [1].

Os produtos sustentaveis, para serem considerados como tal, tém de seguir um certo padrao
de producao, como por exemplo: utilizacdo de menos agua, menos matéria-prima e menos
energia no seu desenvolvimento em relacao a metodologia classica. Devem ser produzidos
a partir de recursos naturais nao podem ser poluentes durante o seu processo de producao,
e as suas embalagens tém de ser reciclaveis [2]. Tais padroes de producao fazem com que

estes produtos apresentem um preco superior.

Tendo sentindo cada vez mais uma maior necessidade de se reinventar para responder as
necessidades do utilizador e do meio ambiente, diversas industrias tém tentado adotar o
conceito eco-friendly. O setor da cosmética nao é diferente e tenta moldar a sua producao a
estes parametros, tanto a nivel dos produtos de beleza como a maquilhagem e cosméticos

como em produtos de cuidados pessoais [3].

Os cosméticos por norma tém na sua composicao uma vasta gama de produtos sintéticos
como por exemplo parabenos, petroquimicos, laurilsulfato sédio, corantes artificiais e
conservantes. Tais aditivos levam a que muitos dos consumidores tenham receio de que a
exposicao prolongada a tantos quimicos possa originar efeitos adversos para a saade e levar
ao aparecimento de doencas na pele como alergias, dermatites e até cancro.
Consequentemente, a procura por produtos “verdes” e naturais tém tido um crescimento
exponencial. Em 2021, 49% dos consumidores afirmaram que estavam dispostos a pagar
mais por produtos marcados como sustentaveis. Caracterizados por uma suposta menor
toxicidade, baixo impacto ambiental e pelas diversas acOes terapéuticas, os produtos
“verdes” constituidos por extratos de origem natural ou concentrados de frutas ou plantas,
sao cada vez mais apelativos quando comparados com os que sao constituidos

exclusivamente por compostos sintéticos [3,4].

O interesse na producao de cosméticos e farmacos, que ajudem no combate as doencas de

pele, é cada vez maior. O crescente investimento da inddstria na producao de produtos com


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/petrochemical
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/sulphate

Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

aplicacdo na pele é também devido a sua facilidade de utilizacao, pois podem ser aplicados
diretamente no local de interesse.

Sendo a pele o maior 6rgao do corpo humano, abriga um vasto microbioma, composto por
diversos microrganismos comensais, que incluem bactérias, virus e fungos, os quais, porém,

podem tornar-se causadores de doencas em determinadas circunstancias [5].
1.1. Doencas topicas causadas por fungos

Dentro dos diferentes microrganismos que pertencem a microbiota cutdnea encontram-se
os fungos comensais, que estdo alojados nas camadas superficiais da pele principalmente
nas areas mais humidas do corpo. Contudo, estes microrganismos podem tornar-se
causadores de doencas, particularmente quando o sistema imunolégico se encontra
comprometido. As infe¢oes que ocorrem sao usualmente superficiais e podem afetar nao s6

a camada externa da pele, como também o cabelo e as unhas [6].

As doencas fungicas podem ser bastante incomodativas e evoluir para quadros mais graves,
quando nao sdo tratadas. Estas afetam varias partes do nosso organismo e dividem-se em
superficiais, subcutaneas e sistémicas. As doencas flngicas superficiais ocorrem nas
camadas mais externas da pele, unhas, cabelo e mucosas. As subcutaneas ocorrem
maioritariamente na derme e tecidos subcutaneos, e a infecao geralmente ocorre ap6s uma
lesao que afeta a integridade da epiderme. As infecOes flingicas sistémicas, ou sao
iatrogénicas ou se iniciam nos pulmoes através de inalagao, sdo dificeis de diagnosticar e

causam altas taxas de mortalidade [7,8].

As doencas causadas por fungos sao das mais prevalentes, estimando-se que quase um
bilido de pessoas no mundo sofra de dermatomicoses ou infe¢oes fingicas da pele, cabelo e
unhas [9]. De entre as espécies mais prevalentes, associadas a este tipo de doencas,
destacam-se as espécies pertencentes aos géneros Aspergillus, Candida, Cryptococcus,

Pneumocystis, Tricophyton e Malassezia [10,11].
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Tabela 1 — Exemplos de doengas causadas por fungos, respetivos fungos causadores e principais manifestagées

clinicas [10,12].

Doencas Fangicas Fungo Manifestacao clinica

Superficial (Camadas mais externas de pele, unhas, cabelo, membranas

mucosas)

Pé de atleta Trichophyton rubrum, Prurido; Vermelhidao;
T. mentagrophytes var. Descamacao da pele;
interdigitale Mau cheiro; Pele mais

dura e grossa na sola do
pé.

Tinea capitis (coro T. tonsurans, Microsporum Perda e descamacdo de

cabeludo) audouinii cabelo no couro

cabeludo, com crostas e
prurido.

Onicomicose (unhas) T. rubrum, T. Unhas espessas,
mentagrophytesvar. descoloridas e
Mentagrophytes, Candida  deformadas.

Spp-

Tinea versicolor (peito, Aspergillus spp., LesOes individuais

costas, pescoco e bracos) Scopulariopsis spp., avermelhadas e
Scytalidium spp., escamosas na pele; hipo
Malassezia furfur ou hiperpigmentacao na

pele.

Candidose C. albicans Prurido , vermelhidao,

genital ou oral corrimento branco

espesso e irritacdo ao

urinar.

Subcutianea (pele e tecidos subcutaneos)

Esporotricose Sporothrix schenckii Lesao cutanea ou
subcutanea localizada,
pode se espalhar pelo
sistema linfatico e formar

outras lesoes.

Cromoblastomicose Candida spp. Lesoes elevadas e crostas
Candidose mucocutianea na pele, lesdes brancas

cronica fissuradas.
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1.2. Produtos terapéuticos e cosméticos a base de plantas

E cada vez mais dificil combater os microrganismos causadores de doenca, sendo que estes
se tém tornado resistentes aos tratamentos normalmente utilizados, como, por exemplo,
aos antibioticos. As solucoes disponiveis para o tratamento das infecoes sao cada vez mais
escassas e, como tal, as indtstrias farmacéuticas e cosméticas tem recorrido as primeiras
formas de tratamento, as plantas, como fonte alternativa de compostos bioativos.

Existem diversos preparados a base de plantas que podem ser utilizadas para esta
finalidade, desde preparagdes em p0, a tinturas, extratos ou Oleos essenciais. Os 6leos
essenciais tém sido uma escolha bastante popular, por exemplo, no tratamento das infe¢des

fangicas, devido a sua conhecida atividade antimicrobiana [13,14].

Os estudos relativos as funcionalidades das plantas tém aumentado exponencialmente, e
apesar de estes demonstrarem ser insuficientes como agentes terapéuticos, podem ser
benéficas se usadas como adjuvantes quando aplicadas, por exemplo, num produto

cosmético.

Um produto cosmético é qualquer substancia ou mistura que tem o objetivo de limpar,
perfumar, modificar o aspecto, proteger, ou corrigir os odores corporais das partes externas
do corpo. Podem ser produtos de higiene corporal ou produtos de beleza. As preparacoes a
base de plantas incluem o uso de apenas um dos seus constituintes ou uma mistura que
inclui as diversas partes da planta. Estas preparacoes sao destinadas a melhorar a aparéncia
da pele, sendo que muitas delas ja sdo utilizadas desde a antiguidade e evoluiram para os
cosméticos modernos. Os cosméticos tém a conotacdo de natural se a sua eficacia for devida

aos ingredientes da planta utilizada [15].

Por sua vez, segundo o Infarmed, como medicamento a base de plantas, entende-
se “qualquer medicamento que tenha exclusivamente como substancias ativas uma ou mais
substancias derivadas de plantas, uma ou mais preparacoes a base de plantas ou uma ou
mais substancias derivadas de plantas em associacdo com uma ou mais preparacoes a base
de plantas”. As substancias ativas presentes nas plantas sdo responsaveis pelas diversas
acoes terapéuticas dos diversos farmacos [16,17]. Temos como exemplo de medicamento a
base de plantas o Valdispert stress, que ajuda no combate ao stress mental, o RoterCysti,
utilizado em doencas do trato urinario, Premkor no sindrome pré-menstrual e Pulmocap

Thymus como expetorante [18].
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As plantas como agentes terapéuticos em doencas da pele ou como ingredientes cosméticos,

podem atuar através de diversos mecanismos de ac¢ao, listados nas sec¢bes abaixo.

Tabela 2 -Exemplos de mecanismos de acio que as plantas podem apresentar, assim como exemplos de alvos

farmacologicos e respetivas aplicagdes cosméticas [17,19].

Modo de acao Farmacologicos/alvos Aplicacoes

cosmetologicas

L. . Acne, infecoes, eczema e no .
Antimicrobiano Pele com impurezas
combate da caspa;

Anti-inflamatério Dermatite atopica; Pele sensivel
Anti-proliferativo Episodios de psoriase; Pele sensivel
Cura de feridas Ulceras; Pele fragil

. Queimaduras solares e
Efeito fotoprotetor Pele madura
cancro de pele;

1.2.1. Aplicacao como agentes antimicrobianos

A atividade antimicrobiana dos extratos de plantas tem sido estudada numa grande
variedade de microrganismos. Ao surgirem cada vez mais bactérias multirresistentes,
aumenta consequentemente a procura urgente de novas substincias com propriedades
antimicrobianas [20].

A exposicao das plantas selvagens as doencas infeciosas é a razao de ser dos mecanismos de
defesa que desenvolvem para sua propria protecao. As plantas devido aos seus compostos
fendlicos, aldeidicos e terpénicos tém atividade antimicrobiana; que por vezes ndo é

suficiente para debelar a infecao, mas ajuda no combate a proliferacao microbiana [21, 22].

A Candida albicans e o Aspergillus brasiliensis, fungos estudados na realizacao desta
dissertacdo, sao agentes frequentes de infecoes, servindo de modelo para testar a atividade

antifingica das preparacoes.

1.2.2. Aplicacao como agentes anti-inflamatérios

A atividade anti-inflamatéria das plantas tem sido demostrada em diversos trabalhos. O
estudo da atividade anti-inflamatoéria de extratos de plantas torna-se relevante pois a
inflamacdo é a forma que o corpo utiliza para combater os agentes prejudiciais a sua

integridade, como bactérias, parasitas, fungos e virus quando causadores de lesao tecidual.
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Os compostos maioritarios das plantas atuam de forma a reduzir a producao de mediadores
pro-inflamatoérios como a interleucina (IL)-6, o fator de necrose tumoral (TNF)-alfa, a IL-
10 e a expressao induzivel de 6xido nitrico sintase (iNOS), diminuindo assim a inflamacao.
Uma dieta rica em frutas e ervas pode contribuir para uma diminuicdo da resposta

inflamatoria e doencas relacionadas [23,24].
1.2.3. Atividade Citotoxica de extratos de plantas

O potencial citotoxico das plantas tem vindo a ser sobretudo estudado para possivel
aplicacdo em tratamentos anticancerigenos. Os seus fitoconstituintes, como polifendis,
flavonodides e catequinas provocam a apoptose das células, e quando se trata de células

cancerigenas a citotoxicidade é considerada como um endpoint positivo [25].

Os estudos de avaliacdo da toxicidade celular sdo essenciais para prever a toxicidade dos
extratos de plantas em estudo, sendo uma forma bastante importante de avaliacdo de
seguranca e de classificacdo de compostos. Os hidrolatos sdo conhecidos pela sua baixa
citotoxicidade, enquanto que os 6leos essenciais, mais concentrados, tendem a apresentar

uma maior citoxicidade, o que confere seguranca ao uso daqueles [26].
1.3. Hidrolatos como subproduto da hidrodestilacao

Os hidrolatos, também conhecidos com hidrossoéis ou a4guas aromaticas sao obtidas através
do processo de destilacao a vapor das plantas, sendo considerados produtos secundarios da
obtencao de 6leos essenciais. A sua constituicao fitoquimica baseia-se essencialmente nos

compostos volateis mais hidrofilicos isolados no decorrer da destilacao [27].

Os Oleos essenciais, ao terem um baixo rendimento de producdo, fazem com que seja
benéfico para os produtores aproveitarem o seu subproduto, os hidrolatos, produzindo
assim mais um produto de valor acrescentado para o mercado [28]. Apesar de os hidrolatos
serem obtidos a partir dos 6leos essenciais, diferem na composicao e eficacia, sendo os
hidrolatos menos toxicos, menos bioativos e detentores de um cheiro mais suave. Contudo
ao compartilharem algumas atividades biologicas com os respetivos 6leos essenciais podem
ter aplicacoes semelhantes [29]. A sua maior vantagem é serem faceis de produzir e nao
requererem grande trabalho adicional, sendo compostos essencialmente pela agua

proveniente da condensacao do vapor na producao dos 6leos essenciais [30,31].
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A sua utilizagao ja vem desde a antiguidade e o Homem ja ha muito que lhes reconhece
propriedades curativas tanto para a si proprio como para os seus animais. As suas utilidades
variam conforme os costumes de cada povo. Por exemplo, na Turquia os hidrolatos sao
utilizados por via oral, através da sua ingestdo, atuando como antibi6ticos naturais no
combate a doencas bacterianas [32]. Os iranianos e persas consomem os hidrolatos como
bebidas naturais, acreditando nas suas propriedades medicinais [33]. Apesar das possiveis
utilizacoes dos hidrolatos serem diversas, a informacao disponivel é muito escassa e dai
haver um crescente interesse em aumentar o namero de dados disponiveis sobre estes

subprodutos.

1.3.1. Aplicacoes dos hidrolatos
Devido as inimeras propriedades, os hidrolatos tém cada vez mais aplicagoes. Possuem

também vantagens, como a aplicacao topica sem necessitar de diluicao.

Nos cosméticos, os hidrolatos tém substituido a agua habitualmente utilizada na sua
formulacao, adicionado ingredientes ativos. Sao utilizados na fase aquosa de locoes, cremes
e sabonetes, ou de forma independente como tbnicos [34]. As suas propriedades
antimicrobianas fazem também, com que estes possam ser utilizados como forma de

prevenir o odor corporal e auxiliar na cicatrizagao de feridas [28,35].

Outra das aplicacoes é a sua utilizacdo em aromoterapia, onde o interesse tem sido crescente
por parte da populacdao em geral. Também podem ser aplicados em tecidos como lencois,

toalhas e roupas para eliminar cheiros desagradaveis [36].

1.4. Espécies de plantas com interesse na terapéutica e/ou

cosmeética

As plantas s3o utilizadas na terapéutica e/ou cosmética, através da utilizacdo das suas
folhas, raizes, flores, frutos, caule, e até da juncao de diversas partes da planta como referido
anteriormente. A destacar de entre as diversas familias de plantas, a mais utilizada para fins
cosméticos é a Lamiaceae, que se distingue pelas suas propriedades conservantes e

antifingicas [37].

Para a realizacao desta dissertacao foram selecionadas diferentes espécies, pertencentes a
diversas familias, que se distinguem pelas suas distintas propriedades. Na Tabela 3

encontram-se representadas as principais propriedades bioativas associadas a cada uma
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das espécies estudadas. Nas seccOes abaixo encontra-se uma breve descricdo das

caracteristicas de cada espécie e principais utilizacbes na terapéutica.

Tabela 3 — Tabela representativa das diferentes plantas, sua familia e principais propriedades.

Planta Familia Propriedades Referéncias
Echinacea Antisséptica, antioxidante,
Asteraceae ) . . . [38,39]
purpurea antibacteriana e anti-inflamatoria.
Helicrysum . . L
- Asteraceae Anti-inflamatdria e antialérgica. [40]
italicum
Matricharia Anti-inflamatoria, antioxidante e
. Asteraceae o ) [41]
camomila antimicrobiana.
Ocimum . Antimicrobiana, antioxidante,
. Lamiaceae . .. . [42]
basilicum inseticida e anti-inflamatoria.
Thymbra ) Antioxidante, antibacteriana,
. Lamiaceae e . s [43,44]
capitata antifingica e antiparasitaria.
Hamamelis ) Antioxidante, antibacteriana,
L Hamamelidaceae . . . [45]
virginiana antialérgica e anti-inflamatéria
Cupressus Anti-inflamatoria, antisséptica e
o Cupressaceae o [46]
lusitanica antibiotica.
Cistus ) Antidiarreica, antibacteriana e
. Cistaceae 5 . [47]
ladanifer anti-inflamatoria.
) Anti-inflamatoéria, antibacteriana,
Euphrasia e . : .
o Orobanchaceae  antifngica, antiviral, hipotensiva 18]
officinalis

e antiepilética.

1.4.1. Familia Asteraceae

Echinacea purpirea
A planta Echinacea purpiirea encontra-se distribuida pelo lado este dos Estados Unidos da

América e a sua época de floracgao situa-se entre os meses de junho e agosto [49].

Esta espécie tem diversas agoes terapéuticas e o seu perfil farmacologico permite que seja
utilizada como desintoxicante do sistema circulatoério, linfatico e respiratoério. E também
utilizada no tratamento de feridas, queimaduras e na prevencao e tratamento de candidose

genital recorrente [50]. Aliada a sua atividade anti-inflamatoria, alivia os sintomas de
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constipac¢des como a tosse e febre, e auxilia no tratamento de infe¢des urinarias, inflamacao
da boca e faringe [38,39]. Esta planta tem como principais constituintes polissacarideos,
flavonoides, 4cido chicorico, alquilamidas e poliacetilenos com atividade
imunoestimuladora[51]. Segundo a EMA os medicamentos a base desta planta encontram-
se disponiveis na forma liquida ou sélida quando se trata de serem ingeridos e na forma

semissolida quando o seu proposito é aplicacao topica [52,53].

Na cosmética pode ser utilizada como forma de prevenir manchas na pele, como protecao

contra o aparecimento de rugas e no tratamento da acne [46].

Helichrysium italicum
O Helichrysium italicum é um arbusto lenhoso e distribui-se principalmente pelo Sul da
Europa na area do Mediterraneo. E usualmente conhecido por Erva-caril e Perpétuas-das-

areias e a sua época de floragao é entre maio e setembro [54].

As acOes terapéuticas desta espécie incluem as anti-inflamatéria, antimicrobiana e
antialérgica. Os seus constituintes atuam de forma a proteger a pele delicada e irritada,
como no caso da psoriase e eczema. Na sua constituicao existem diversos polifen6is como

os flavonoides que atuam como antioxidantes [40].

Esta planta também pode ser aplicada na cosmética durante a producao de fragancias e
formulacdes, mas a sua maior aplicacdo esté relacionada com o seu 6leo essencial [45]. Os
seus Oleos essenciais sao utilizados diretamente na pele, como cicatrizantes por exemplo em

queimaduras e também como agentes anti envelhecimento [46].

Matricharia camomila
A Matricharia camomila pertence a familia Asteraceae e encontra-se distribuida por quase
toda a Europa e regiao mediterranica. O seu nome mais comum é camomila e a sua época

de florescimento é entre abril e junho [55].

As propriedades desta planta sdo diversas, desde atividades anti-inflamatorias,
antioxidantes a antimicrobianas. Tais propriedades fazem da Matricharia camomila uma
planta com valor multiterapéutico. E muito utilizada em infusdes devido ao seu sabor
agradavel e propriedades calmantes. Para além da conhecida agdo como sedativo, por ser
rica em flavonoides, terpenos e polissacarideos, possui um vasto leque de outras

propriedades [41].
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As suas aplicagdes também passam pela cosmética. A apigenina, composto obtido a partir
de extrato de camomila, tem um efeito protetor nos queratindcitos da pele, conferindo-lhe
propriedades hidratantes e auxilio no alivio de queimaduras. Tal como outras plantas desta

familia, reduz também os sinais de envelhecimento [56].

1.4.2. Familia Lamiaceae

Ocimum basilicum
O Ocimum basilicum pertence a familia Lamiaceae e distribui-se pelas regides da Asia
tropical, sul da Europa, Egipto, Marrocos, Indonésia e Califérnia. E comumente conhecido

por Manjericao e a sua época de floracao situa-se entre julho e setembro [57].

As agOes terapéuticas sao diversas, como adjuvante no tratamento de infecées da pele e
infecoes das vias respiratorias. Devido a presenca de compostos bioativos e volateis, como
estragol e linalol, apresenta propriedades anti-inflamatoérias, antioxidantes,

antimicrobianas e repelente de insetos [42][58].

E utilizado na indastria da perfumaria devido a sua agradavel fragancia. Os compostos
antioxidantes presentes 6leo essencial desta espécie tornam-na relevante também para o
setor da cosmética, para a producdo de preparacoes anti-envelhecimento. A sua agao

antimicrobiana ajuda no combate da acne [46].

Thymbra capitata

A Thymbra capitata, também conhecida por Tomilho (uma das suas variedades), é uma
espécie pertencente a familia Lamiaceae que floresce entre abril e outubro. Apresenta uma
larga area de distribuicao, estendendo-se pelo oeste Mediterraneo, Peninsula Ibérica e

noroeste de Africa [59,60].

Esta planta da familia Lamiaceae tem na sua constituicdo compostos fenodlicos,
especificamente monoterpenos, responsaveis pelas suas caracteristicas terapéuticas como a
sua acdo antioxidante, antibacteriana e antifingica. E utilizada tradicionalmente para o

tratamento de tosse e problemas de faringe [43].
As suas propriedades antimicrobianas despertam o interesse da indudstria cosmética para a

sua utilizacdo em formulagdes tépicas, devido ao seu o efeito conservante. O seu odor

agradavel também faz com que seja bastante utilizada em perfumes [61].
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1.4.3. Familia Hamamelidaceae

Hamamelis virginiana
A Hamamelis virginiana é nativa do Canada e do Leste dos EUA, mas é atualmente
cultivada na Europa. Os nomes pelos quais é conhecida habitualmente sao hamamelis ou

aveleira-de-bruxa e a sua época de floracao situa-se entre outubro e novembro [62].

Esta planta é rica em compostos fendlicos que lhe conferem propriedades antioxidantes,
antibacterianas, antialérgicas, anti-inflamatorias e anticancerigenas, fazendo com que seja
bastante utilizada em problemas dermatol6gicos, como acne, queimaduras solares, eczema
e cicatrizacao de feridas [63]. A utilizacao desta planta ja provém de tempos antigos, sendo
que a populacao nativa (india) dos EUA ja utilizava as suas folhas e cascas para curar

hemorroidas, picadas de insetos, distirbios gastrointestinais e condi¢des inflamatorias da

pele [45].

O ¢leo essencial da planta também é utilizado para a formulacao de produtos cosméticos,

como tonicos de limpeza, devido as suas propriedades bacteriostaticas [64].

1.4.4. Familia Cupressaceae

Cupressus lusitanica

Cupressus lusitanae é uma arvore com cerca de 25 a 30 m de altura que cresce
principalmente nas terras altas e encontra-se distribuido pelo litoral norte de Portugal. E
comumente conhecida por Cedro-de-Goa, Cedro-do-Bugaco, Cipreste-do-Bugaco e a sua

época de floracao € em marco [65,66].

Os compostos maioritarios de algumas das suas preparacoes, como o toratol e abietadieno
conferem-lhe propriedades anti-inflamatorias, antissépticas e antimicrobiana. O seu 6leo

essencial € utilizado para o tratamento de hemorroidas e reumatismo [46].

Extratos obtidos desta arvore da familia Cupressaceae sao utilizadas como conservantes em
formulacGes cosméticas, devido as suas propriedades antioxidantes e anti radicais. As suas
propriedades antimicrobianas fazem com que sejam utilizados em desinfetantes bucais e

champOs contra a caspa [46].
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1.4.5. Familia Cistaceae

Cistus ladanifer

Caracterizado pelas suas flores brancas, o Cistus ladanifer € um arbusto da familia Cistaceae
que se encontra principalmente distribuido pelo Sul de Portugal, restante Peninsula Ibérica,
nordeste da Africa e Sul de Franca. O nome pelo qual é comumente conhecido é Esteva e a

sua época floracao situa-se entre maio e junho [67].

O Cistus ladanifer e outras espécies de Cistaceae sao utilizadas como agentes terapéuticos
na medicina popular para o tratamento de doencas de pele, devido a sua acao antibacteriana

e anti-inflamatoéria [68][47].

Tém na sua constituicdo compostos polifendlicos com ingredientes bioativos utilizados em
formulagbes cosméticas, protegendo as células da pele do stress oxidativo e dos efeitos
nefastos da radiacio UV. E uma planta muito perfumada, bastante utilizada na industria

dos perfumes sobretudo pela sua resina, o labdano [69].

1.4.6. Familia Orobanchaceae

Euphrasia officinalis
A planta Euphrasia officinalis é conhecida pelo nome Consolo de vista. £ uma planta nativa

da Europa e a sua floracao ocorre entre os meses de julho e setembro [70].

A sua principal aplicagdo é a nivel ocular e as suas preparagoes sao utilizadas em
conjuntivites, fadiga ocular, inflamacao e no caso de existirem alergias oculares. Varias
investigacoes demostraram as suas propriedades bioativas, como anti-inflamatorias,
antimicrobianas, antifingicas e antivirais. Na sua composicao tem compostos altamente

ativos como ridéides flavonoides e acidos fenoélicos [71] [48].

A sua utilizacao cosmética é essencialmente em cremes para o contorno de olhos com efeito

revigorante ou anti-fadiga [46].
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Figura 1 - Imagem ilustrativa de todas as espécies de plantas estudadas durante a realiza¢ao deste trabalho, imagens

retiradas do site do projeto INOVEP: Inovacdo com Extratos de Plantas [114].
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2.0bjetivo

A realizacao deste trabalho teve como principal objetivo avaliar diferentes propriedades dos
hidrolatos ou extratos aquosos obtidos a partir das seguintes plantas produzidas em
Portugal: Cistus ladanifer, Cupressus lusitanica, Echinacea purpurea, Euphrasia
officinalis, Hamamelis virginiana, Helichrysum italicum, Matricaria chamomilla,
Ocimum basilicum e Thymbra capitata, a fim de determinar quais sao os extratos com
maior interesse como ingredientes bioativos no desenvolvimento de produtos cosméticos
e/ou farmacéuticos para aplicacdao na pele. Para atingir este objetivo, foram avaliadas as

seguintes propriedades dos extratos em estudo:

e Atividade citotoxica, através do ensaio colorimétrico do MTT em duas linhas
celulares, queratinécitos humanos (HaCaT, CLS 300493) e macrofagos de ratinho
(RAW 264.7, ATCC® TIB-71™);

e Atividade anti-inflamatoria, avaliada através da medicao da producao de oxido
nitrico em macro6fagos de ratinho (RAW 264.7, ATCC® TIB-71™), estimulados com
LPS;

e Atividade antiftingica, pela avaliacao da concentra¢do minima inibitéria (CMI) e da
concentracdo minima letal (CML) do fungo filamentoso Aspergillus brasiliensis e

da levedura Candida albicans.
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3.Materiais e Métodos

3.1. Hidrolatos e extrato aquoso

Para a realizacao deste trabalho foram incluidos oito hidrolatos das seguintes espécies:
Cistus ladanifer, Cupressus lusitanica, Echinacea purpurea, Hamamelis virginiana,
Helichrysum italicum, Matricaria chamomilla, Ocimum basilicum e Thymbra capitata; e
um extrato aquoso de Euphrasia officinalis. Os hidrolatos e o extrato aquoso utilizados
foram produzidos pelo Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior (CBP-BI), da
Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo Branco, no ambito da parceria

do projeto INOVEP: Inovacao com Extratos de Plantas.
3.2. Analise fitoquimica

A analise fitoquimica foi elaborada com o objetivo de conhecer os componentes maioritarios
presentes nos diferentes hidrolatos e extrato aquoso, e assim poder inferir sobre os seus

diferentes perfis bioativos.

A caracterizacdo foi feita igualmente pelo CBP-BI. Os hidrolatos foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS SCION-SQ 456 GC,
Bruker), enquanto o extrato aquoso o foi por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado a um detetor Diode Array (HPLC). Todas as analises de caracterizacao fitoquimica

foram realizadas em triplicado.

3.2.1. Hidrolatos

A separacdo dos compostos maioritarios presentes em cada hidrolato foi feita através de
uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS com 30m de comprimento, 0,25 mm de
diametro e 0,25 um de espessura (Agilent J&W GC Columns), adicionando-se hélio como
gas de arraste com um fluxo de 1 mL/min. Os hidrolatos foram injetados a diferentes
concentragoes utilizando-se um split de 1:5. A temperatura inicial foi programada para
45°C, aumentando 3°C/min até aos 175°C, e aumentando 15°C/min até aos 300°C,
mantendo-se nesta temperatura 10 minutos. O injetor e o detetor foram mantidos a 220°C

e 250°C, respetivamente.
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Como forma de identificar os compostos volateis foram utilizados dois métodos:
comparacao dos espetros de massa obtidos com os espetros de massa da biblioteca NIST 17
e através da comparagao destes com os indices de Kovats experimentais obtidos com uma
série de alcanos injetada com o mesmo método que a amostra. A quantidade de cada
composto é expressa em percentagem da area do pico do composto relativamente a area
total dos picos identificados na amostra, bem como em percentagem da area relativa do pico
de cada composto relativamente a area do pico do composto maioritario. A respetiva
informacao encontra-se nos relatérios enviados pelo CBP-BI, que estao presentes no Anexo

I —Relatérios de Analise Cromatografica.

3.2.2, Extrato aquoso

A separacgao dos compostos do extrato foi conseguida através de uma coluna YMC-Triart
PFP utilizando-se uma pré-coluna Triart PFP e um guard-c-holder Art-Nr XPGCH-Q1. A
fase movel foi constituida pelo solvente acetonitrilo e 0,1 % TFA/agua com um fluxo
corrente a 1 mL/m. O extrato foi injetado na coluna, a sua temperatura foi definida a 40 °C,
o gradiente da fase movel foi programado inicialmente 10 % A e 90 % B em 3 min, 15 % A e
85 % B dos 15-25 min, 18 % A e 82 % B dos 25-45min, 30 % A e 70 % B dos 45-50 min, 42
% A e 58 % B dos 50-54 min, 50 % A e 50 % B dos 54- 55 min, depois 100% A e 0% de B dos
55-60 min e por fim 10 % A e 90 % B nos 60 min.

Os compostos foram identificados a partir de curvas de calibracdo com padroes e, de

seguida, foram quantificados consoante a concentracao de amostra injetada.
3.3. Determinacao da viabilidade celular

Durante este trabalho estudou-se a resposta celular de duas linhas celulares distintas
(queratindcitos humanos e macréfagos de ratinho) quando expostas aos diferentes
hidrolatos e extrato aquoso. O método utilizado para avaliar a atividade citotoxica foi o
ensaio 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazoélio, mais conhecido como

ensaio MTT - Microculture Tetrazolium Assay.

Durante este ensaio o MTT, sal de tetrazoélio de cor amarela é convertido em cristais violeta
pela acdo da redutase mitocondrial, existente nas células eucarioticas (Figura 2). Estes
cristais, sendo insolaveis, acumulam-se no interior das células, sendo necessario um
solvente (isopropanol) para os extrair e solubilizar, produzindo assim uma cor roxa. A
quantidade de cristais de formazam formados, pode correlacionar-se assim com a

viabilidade celular ap6s a exposicao aos estimulos, sendo que uma maior intensidade da cor

18



Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

representa um maior nimero de células viaveis conversoras do MTT. De forma oposta,
quando é observavel uma diminuicao da intensidade da cor estamos perante um nimero de
células mais reduzido ou uma redugdo da viabilidade das mesmas. As diferentes
intensidades da cor roxa sdo quantificadas através de leitura 6ptica de absorvancias com
recurso a um espetrofotometro. As leituras foram efetuadas a 570,m como comprimento
teste e 650nm como comprimento de referéncia, sendo estes valores posteriormente

subtraidos durante o tratamento de resultados [72,73].

Redutase

MTT Formazan H,C

Amarelo I Roxo

Figura 2- Digrama representativo da reacdo de conversdo do sal tetrazolio (MTT) em formazan, adaptado de

[74].

Através da utilizacdo deste ensaio foi entdo avaliada a viabilidade celular das células em
estudo, quando expostas aos hidrolatos ou extrato aquoso. Os ensaios foram realizados de
acordo com a ISO/EN 10993-5 — Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for

in vitro cytotoxicity [72], como detalhado nas sec¢Oes abaixo.

3.3.1. Células

Durante o procedimento, utilizaram-se as linhas celulares de macréfagos de ratinho (RAW
264.7 ATCC® TIB-71™) como modelo de inflamacao, e queratinocitos humanos HaCaT

(ATCC-CCS-300493) representativos da epiderme.

3.3.2. Cultura e manutencao das linhas celulares

Ambas as linhas celulares foram cultivadas em meio completo, DMEM (Life technologies),
com ligeiras alteracOes na sua suplementacido mediante a linha celular, conforme descrito

na Tabela 4.
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Durante a sua preparacao, os meios de cultura foram ajustados a um pH de 7,2-7,4 e, de
seguida, esterilizados por filtracao utilizando uma unidade de filtragdo com uma membrana

de 0,22 um.

Tabela 4 — Constituintes dos meios de cultura celular completos para as linhas celulares RAW (macro6fagos) e

HaCaT (queratindcitos).

Macrofagos Queratinécitos

Bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich®, St. Louis,

Missouri, Estados Unidos da América) 17,95 mM 35,9 mM
D-glucose (Sigma-aldrich®) 25 mM 25 mM
Penicilina (Sigma- Aldrich®) 100 U/mL 100 U/mL
Estreptomicina (Sigma- Aldrich®) 100 pg/mL 100 pg/mL
FBS nao inativado (Life Technologies - Carlsbad, 0% ]
Califérnia, Estados Unidos da América)

FBS inativado (Life technologies) - 10%

As linhas celulares foram mantidas em cultura numa incubadora (NUAIRE, DHD
AUTOFLOW, CO. Air- Jacketed Incubator) a 37 °C, 95 % de humidade e 5 % de CO2.

De forma a manter as células RAW em cultura, estas foram subcultivadas a cada dois dias
ou quando apresentavam uma confluéncia elevada (cerca de 80 %). Para a sua passagem, o
meio de cultura foi removido, adicionado meio novo e estas foram raspadas com auxilio de
um raspador celular, e transferidas para um novo frasco de cultura.

Para a realizacao dos ensaios, as células foram utilizadas entre as passagens 10 e 25. Quando
o numero de passagem se tornava elevado, era descongelado um novo criovial com uma
passagem mais baixa, de forma a permitir a manutencao de um ntimero de passagens baixo,

conforme recomendado pela ATCC.

Relativamente as células HaCaT, quando se mostravam com uma confluéncia de
aproximadamente 80 %, eram tripsinizadas com recurso a uma solu¢do de Tripsina-EDTA
[solucao de protéase com tripsina a 0,05 % m/v e EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético)
a 0,2 g/LL — HyCloneTM]. Para tal, o meio era removido e a solucao de tripsina era
adicionada de forma a cobrir as células no frasco de cultura, e incubada a 37 °C na
incubadora. Quando as células se encontravam soltas, e de forma a parar a acao da tripsina,
adicionou-se meio de cultura completo. As células foram recolhidas por centrifugacio a 125
RCF (Forca Centrifuga Reativa), durante 5 minutos, de forma a ser possivel remover o

sobrenadante. O pellet composto pelas células recolhidas foi ressuspendido em meio
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DMEM e parte da suspensao foi transferida para um novo frasco de cultura, dando origem
a uma nova passagem. Para a realizacao dos ensaios, as células foram utilizadas entre as

passagens 40 e 60.

3.3.3. Metodologia do ensaio de MTT

Tratamento das células e preparacao da placa de 96 pocos

O procedimento iniciou-se com a verificacao dos frascos de cultura de 75 cL previamente
cultivados, e quando estes se mostravam na confluéncia ideal, iniciavam-se os ensaios.
Seguidamente ao processo de recolha das células, descrito anteriormente, a suspensao
celular de ambas as linhas foi contada. Para tal, num Ependorf foram adicionados 10 pL de
suspensao celular a 10 pL de azul tripano a 0,4 % (Merk® - Darmstadt, Alemanha), que
permitiu a marcacao das células vivas. Apos ressuspensao foram colocados 10 uL na cAmara
de Neubauer. Tendo a contagem concluida foi calculada a média do ntimero de células por
quadrante, multiplicada pelo fator de diluicao (1:2) e por 104, como demostrado na seguinte

Equacao 1.

n? total de células

N©° de células/mL = x fator de diluicao x 10000 (1)

n? de quadrantes contados
Dependendo do ntimero de células contadas, a suspensao foi diluida de forma a se obter a
densidade celular desejada para cada linha celular. As células foram semeadas numa placa
estéril de 96 pocos, com uma densidade de 5x104 e 1x104 células em cada poco, para o ensaio
com RAW e HaCaT respetivamente, e num volume final de 100 pL por poco. Ap6s semeadas,

as placas foram incubadas durante 24 h a 37 °C com 5 % de CO2.

Exposicao das células aos diferentes estimulos

Apbs o periodo de incubacao de 24h, foram preparadas as gamas de concentracoes de cada
um dos extratos em meio DMEM, através da realizacio de diluicOes sucessivas,
correspondendo as concentracoes finais de 50 %, 25 %, 12.5 %, 6.25 %, 3,13 %, 1,57 %, 0,78
%.

As diluicoes foram feitas em tubos de Eppendorf, em que no primeiro foram colocados 700
uL de meio de cultura e 700 pL do extrato em estudo, e apds homogeneizagao por agitacao,
foram transferidos 700 uL do primeiro tubo para o segundo. O processo repetiu-se para
todas as concentragoes (

Figura 3).

Adicionalmente foram também preparados trés controlos:
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¢ Controlo negativo de citotoxicidade (meio DMEM),
e Controlo positivo de citotoxicidade [(2 % SDS) (Dodecilsulfato de Sodio)(PanReac
AppliChem)]

¢ Controlo de solvente na maior concentracao utilizada (50 % agua).

Para exposicao das células aos estimulos (extratos ou controlos), o meio de cultura foi
removido de forma a restarem apenas as células nos pocos da placa e foram adicionadas 100
uL das diluicGes e respetivos controlos. As placas foram incubadas durante 24 horas a 37
°C, com 95 % de humidade do ar e 5 % de CO,, de forma para permitir a atuacao dos

hidrolatos ou extrato aquoso.

Preparacao e colocacao do MTT nas células

No terceiro e tltimo dia de ensaio, os estimulos foram removidos e as células foram lavadas
uma vez com 150 uL de PBS (solucdo salina com tampao fosfato), [1.37 M de NaCl
(FisherChemical - Waltham, Massachusetts, Estados Unidos da América) com 27 mM de
KCl (ChemLab - Zedelgem, Bélgica), 100 mM de Na2HPO4 (FisherChemical) e 20 mM de
KH2PO4 (ChemLab)], de forma a remover vestigios de extratos que possam interferir com
o MTT.

Foram entdo adicionados 100 pL de uma solucado de MTT (Alfa Aesa®- Haverhill,

Massachusetts, EUA) a cada poco (na concentracéo final de 1 mg/mL em meio incompleto)
e a placa foi colocada em incubacdo, protegida da luz, durante 3-4 horas nas condicoes

normais de 37 °C, 95 % de humidade e 5 % de CO2.

Terminado o periodo de incubacdo, a solugdo de MTT foi descartada e foram adicionados
100 pL de isopropanol (FisherChemical), seguido de uma ressuspensao, com o objetivo de
dissolver os cristais de formazan. Procedeu-se entdo a leitura das absorvancias a 570mm €

650m € ao respetivo tratamento de dados.

Representacao esquematica da metodologia aplicada durante o ensaio de
determinacao da atividade citotoxica

A

Figura 3 esquematiza a metodologia aplicada durante o ensaio de determinacao da atividade

citotdxica:
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Figura 3 - Representacio esquematica da metodologia aplicada durante a realizacdo do ensaio de MTT, elaborado no programa BioRender.
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3.3.4. Tratamento de resultados

Cada placa correspondeu a um ensaio para um extrato, sendo que foram realizados no

minimo dois ensaios independentes que para serem considerados validos teriam de se

mostrar concordantes, ao seja, com resultados semelhantes em ambos os ensaios (desvio

padrao inferior a 20% em todas as condicoes em teste). Em cada ensaio foram incluidos 6

replicados de cada condigao.

Os dados foram tratados no programa Microsoft Excel (Microsoft® Excel® para Microsoft

365) e a respetiva analise estatistica assim com a elaboracao dos graficos foi feita através do

programa GraphPad (Prism 9.1.1 for mac OS, GraphPad Software, LLC). A anélise foi feita

pela seguinte ordem:

1.
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Os valores obtidos na leitura espetrofotométrica nas absorvancias a 650.m foram
subtraidos aos valores da absorvancia a 570nm.

O valor obtido na subtrac¢ao foi normalizado ao controlo, através da multiplicacao
por 100 e divisao pela média do controlo negativo (células expostas apenas a meio
de cultura). Obtivemos entao os valores relativos de viabilidade celular em relacao
ao controlo que representa o maximo de viabilidade celular (100 %).

No programa GraphPad foi elaborado grafico de barras que relaciona a percentagem
de viabilidade obtida para cada condicao, com as diferentes concentragoes de extrato
estudadas. Com base no referido grafico foi ainda feita uma analise estatistica
(ANOVA unidirecional).

Através da média de percentagem de viabilidade celular construiu-se uma curva
sigmoidal e determinou-se a concentracio inibitéria capaz de inibir 50% da

viabilidade celular (ICs,) para cada preparacao.



Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

3.4. Determinacao da atividade anti-inflamatéria

3.4.1. Producio de Oxido Nitrico

No decorrer deste trabalho foi avaliada a atividade anti-inflamatoéria dos hidrolatos e extrato
aquoso estudados, através da quantificacao da producao de 6xido nitrico pelos macrofagos
de ratinho (linha celular RAW 264.7; ATCC®, TIB -71TM).

Este ensaio baseia-se na capacidade destas células induzirem o processo inflamatorio,
quando expostas ao lipopolissacarideo (LPS). Esta exposi¢do leva a um aumento da
expressao da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) e, consequentemente, a um aumento na
producao de oxido nitrico, para niveis quantificaveis, in vitro [75]. Esta quantificacao é feita

através do reagente de Griess que é preparado pela adicao de dois reagentes (A+B):

O reagente A, Sulfanilamida 1% (p/v) (Sigma-Aldrich®) em Acido Fosférico 5% (v/v)
(Sigma-Aldrich®) foi elaborado da seguinte maneira:

Primeiramente foi preparado o acido fosférico e foram adicionados 2.485 mL de acido
fosférico a 97.515 mL H.O. Apos a preparacao do acido foi adicionada 1g de Sulfanilamida

e, apos completa dissolugdo, a solucao foi guardada a 4° num frasco opaco.

O reagente B, N-1-naftilenodiamina 0.1% (p/v) (Sigma-Aldrich®) foi preparado através da
dissolucao de 0.1 g em 100 mL agua e a preparacao foi também armazenada a 4°C num

frasco opaco.

A quantificagdo do contetido em nitritos realizou-se apds a leitura da absorvancias a 550mm

através de uma reta de calibracao de nitrito de sd6dio (NaNO.).

3.4.1.1. Metodologia do ensaio de quantificacao da producao

de 0xido nitrico

Tratamento das células e preparacao da placa de 96 pocos

Tal como nos ensaios da citotoxicidade, quando os frascos de cultura se mostravam
confluentes, as células estavam prontas para a realizacdo de ensaios. A preparacao da placa
de 96 pocos foi feita conforme descrito anteriormente, com a diferencga de que neste ensaio
foi necessaria uma densidade celular maior, correspondente a 1x105 células por poco. Apos

semeada, a placa foi incubada durante 24 h a 37 °C com 5 % de CO..

25



Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

Exposicao das células aos estimulos

Apbs 24h, foram preparadas as diluicoes seriadas de forma semelhante ao descrito
anteriormente para os ensaios de citotoxicidade, com um ajuste no volume final (350 pL).
Foram preparadas 7 concentracoes (v/v) correspondentes a 50 %, 25 %, 12.5 %, 6.25 %, 3,13
%, 1,57 %, 0,78 %. Seguidamente foi feita a preparacao dos trés controlos, correspondentes
ao controlo positivo (meio DMEM com adicao de LPS), controlo negativo (meio DMEM) e
controlo de solvente (50 % agua). Apos exposicao das células aos estimulos e respetivos
controlos, o LPS (Sigma-Aldrich®) foi pipetado para cada poco, com excecao do controlo
negativo, ficando na concentragao final de 1 ug/mL. As células foram incubadas durante 24

h, permitindo a indug¢io do processo inflamatorio (Figura 4).

Ensaio colorimétrico de Griess

No terceiro dia do ensaio, os sobrenadantes de cada poco foram recolhidos para uma nova
placa de 96 pocos e foram adicionados volumes iguais de reagente de Griess. Ap6s meia
hora de incubacao a temperatura ambiente, no escuro, as absorvancias da placa foram lidas
a 550um.

Os niveis de nitritos presentes do meio de cultura foram quantificados usando a reta de
calibracao, previamente contruida através da adicao do reagente de Griess aos padroes de
NaNO. a diferentes concentracoes e posterior leitura no espetrofotémetro a 550.m para

construcao da respetiva curva.

Esquema representativo da metodologia aplicada durante o ensaio de
determinacio da atividade anti-inflamatéria
A Figura 4 esquematiza a metodologia aplicada durante o ensaio de determinacao atividade

da anti-inflamatoéria:
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Tratamento das células e preparacao da placa de 96 pocos

Raspar Colocar células em Dilui¢do das Semear
Células falcon Contagem celulas com meio celulas
- - > = s
> il 4 - 0000000000
> - . ) [elelelolelelelelele]
g . 0000000000
W
v
~—W e

Colocacao dos estimulos nas células

350uL DMEM
+
350uL
Preparagao

Colocagdo dos estimulos

—
& "»,‘ \/ \ & & LPS
~—N S~~—N ~—— ~—N ~—N DMEM Solvente
350pL  350pL 350pL 350pL  350pL 350pL
Ensaio colorimétrico de Griess
Legenda:
2 3 4 5 & 5 9 W o w 30 min. j RB mpiasiag: s an s eie , Controlo S/LPS
s( YOO (‘)OO.( @O /\ s ‘ 0000000 ) Controlo C/LPS
OO0 )@ OO Adigdo do O 00000000
‘ /(ngthg reagente Griess SN ~ ‘/ »»f ‘:gﬁ:f % Solvente
5 ( ( ; o - 000000000006 Diluicoes
A + B

Figura 4 - Representacdo esquematica da metodologia aplicada durante a realizacio do ensaio de quantificacdo da atividade anti-inflamatéria, elaborado no programa

BioRender.
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3.4.1.2. Tratamento de resultados

Os resultados foram obtidos através da realizacio de, no minimo, dois ensaios
independentes concordantes, ou seja, com valores semelhantes em ambos os ensaios
(desvio padrao inferior a 20 % em todas as condigOes em teste), onde cada placa constitui

um ensaio para o respetivo extrato. Cada condicao foi testada em triplicado em cada ensaio.

Os dados foram tratados no programa Microsoft Excel (Microsoft® Excel® para Microsoft
365) e a respetiva analise estatistica assim como a construcao dos graficos foi feita através

do programa GraphPad (Prism 9.1.1 for mac OS, GraphPad Software, LLC).

A analise foi feita seguindo os seguintes passos:

1. Os valores obtidos durante a leitura espetrofotométrica na absorvancia a 550mm
foram aplicados na reta de calibragao padrao.

2. Posteriormente foram normalizados ao controlo, através da multiplicacdo por 100 e
divisao pela média do controlo positivo. Obtivemos entao os valores de producao de
oxido nitrico em relacao ao controlo positivo (onde a producao de 6xido nitrico é
maxima) e o respetivo grafico.

3. No programa GraphPad foi elaborado grafico de barras que relacionava a
percentagem de producdo de 6xido nitrico com diferentes concentragoes de extrato
estudadas. No referido grafico foi ainda feita uma analise estatistica (ANOVA
unidirecional).

4. Através da média de percentagem de producao de 6xido nitrico construiu-se uma
curva sigmoidal e determinou-se a concentracdo necessaria para reduzir, em

metade, a producao maxima de 6xido nitrico, ou seja, o ECs, de cada preparacao.

3.4.2. Determinacao da Atividade Scavenging

Quando foi observada uma redu¢io na quantidade de 6xido nitrico produzido recorreu-se a

uma avaliacao adicional, conhecida como avaliacao da atividade Scavenging.

Durante este ensaio in chemico (em que nao foram utilizadas células), foi avaliada a
capacidade dos hidrolatos em estudo removerem o 6xido nitrico do meio libertado por um
dador externo — o S-Nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP, Sigma-Aldrich).

Através de uma comparacao destes resultados com os resultados obtidos nos ensaios
celulares, consegue-se perceber se a reducgao dos niveis de 6xido nitrico se deve a capacidade
da prépria preparacdo em removeé-lo do meio e ndo a um verdadeiro efeito na redugao da

sua producao pelas células estimuladas com LPS.
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3.4.2.1. Metodologia para a determinacao da atividade

Scavenging

Preparacao das diluicoes

Foram preparadas 7 diluicoes de extrato em meio de cultura (v/v), especificamente 50 %,
25 %, 12.5 %, 6.25 %, 3,13 %, 1,57 %, 0,78 % e ainda dois controlos, compostos por meio de
cultura (controlo negativo) e por meio de cultura com adicao do reagente SNAP (controlo

positivo), como representado na Figura 5.

Para a preparacdo das diluicdes seriadas, foram colocados 350 pL de meio e 350 pL de
preparacao no primeiro tubo de Eppendorf, a solucdo foi agitada e 350 pL foram
transferidos para o segundo tubo e assim sucessivamente para as restantes diluicoes.

Numa placa de 96 pocos, foram colocados 300 pL. de cada diluicio em cada poco e
adicionados 0,9 uL. de SNAP a cada diluicao e ao controlo positivo. A placa foi incubada

durante 3 horas em incubadora a 37 °C e 5 % CO..

Ensaio colorimétrico de Griess

Passadas 3 horas, os 300 uL foram distribuidos por 3 pocos (100 puL a cada pogo) e foram
colocados 100 pL de reagente de Griess em cada poco, o que permitiu a quantificacdo de
nitrito (NO,). Ap6s 30 min. foi feita uma leitura da absorvancia no espectrofotometro de

microplacas xMarkTM (Bio-Rad) a um comprimento de onda de 550nm.

Esquema representativo da organizacao da placa de 96 pocos durante o ensaio

de Scavenging
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Figura 5 - Representacio esquematica da placa de 96 pocos, utilizada no ensaio Scavenging, elaborado no

programa BioRender.
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3.4.3. Tratamento de resultados

Os dados foram tratados no programa Microsoft Excel (Microsoft® Excel® para Microsoft
365) e a respetiva analise estatistica, assim como a construcao de graficos, foi feita através
do programa GraphPad (Prism 9.1.1 for mac OS, GraphPad Software, LLC).

A analise foi feita seguindo os seguintes passos:

1. Os valores obtidos durante a leitura espetrofotométrica na absorvancia a 550mm
foram aplicados na reta de calibracao padrao de NaNO.,.

2. Posteriormente, foram normalizados ao controlo com SNAP, através da
multiplicacdo por 100 e divisdo pela média do controlo positivo. Obtivemos entao os
valores de 6xido nitrico em relacdo ao controlo e o respetivo grafico.

3. No programa GraphPad foi elaborado grafico de barras que relacionava a
percentagem de 6xido nitrico presente por adicdo do dador SNAP, com diferentes
concentracgoes de extrato estudadas. No referido grafico foi ainda feita uma anélise
estatistica (ANOVA unidirecional).
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3.5. Avaliacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos hidrolatos e extrato aquoso foi determinada através do
estudo do seu potencial antifingico contra um fungo filamentoso e uma levedura. Foram
utilizados dois testes, nomeadamente a determinagdo da concentracdo minima inibitoria
(CMI) e determinagao da concentracdo minima letal (CML). A CMI é definida como a
concentracdo minima que inibe o crescimento de um microrganismo, determinada por
avaliacao visual do seu crescimento. A CML corresponde a menor concentragdo em que o

composto é capaz de provocar a morte do microrganismo em estudo.

3.5.1. Microrganismos

Os microrganismos testados incluiram a Candida albicans ATCC 10231 e o Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404 (Tabela 5). O protocolo foi adaptado das normas da NCCLS M38-
A — Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para a Determinacdo da
Sensibilidade a Terapia Antifingica dos Fungos Filamentosos e M27-A2 — Método de
Referéncia para Testes de Diluicio em Caldo para Determinacdo da Sensibilidade de

Leveduras a Terapia Antifingica [62-63].

Tabela 5 - Estirpes flngicas, utilizadas no estudo da atividade antimicrobiana, sua classificagio e respetivos

meios de cultura usados para promover o seu crescimento em laboratoério.

Espécie Classificacao Estirpe Meio
. . ATCC Sabouraud-Dextrose Agar, SDA
Candida albicans Levedura )
10231 (VWR Chemicals)
Aspergillus Fungo ATCC Potato-Dextrose Agar, PDA (VWR
brasiliensis Filamentoso 16404 Chemicals)

Para a realizacao dos ensaios de atividade antimicrobiana, foi utilizado o meio de cultura
liquido RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma-Aldrich®). A sua preparacao
foi feita através da adicao de 10,4 g de RPMI, 34,53 g de tampao MOPS (acido
morfolinopropanesulfonico) (BioReagentsTM) e 900 mL de dgua desmineralizada. O pH
foi acertado a 7,0 com a adicao de NaOH 0,85 %, o volume foi ajustado a 1 L e o meio foi

esterilizado por filtracao (0,22 uM) e armazenado a 4°C no frigorifico, até a sua utilizacao.
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3.5.2. Metodologia para determinacao da atividade antifangica

3.5.2.1. Contra Aspergillus brasiliensis — fungo filamentoso

Preparaciao do indculo
Para a realizacao do ensaio, a cultura de Aspergillus brasiliensis foi repicada 4 a 7 dias antes
do mesmo, numa placa de PDA e colocada na estufa (NUAIRE, DHD AUTOFLOW, CO2 Air-

Jacketed Incubator) a 25 °C, para permitir o crescimento do microrganismo.

Apbs o tempo de incubacao, a placa foi utilizada para preparagao do inéculo. Para isso, as
colonias foram cobertas com 1 mL de NaCl estéril (0,85 %) e uma gota de Tween 20
(PanReac AppliChem, ITW Reagents), e a suspensao foi misturada com a ansa e transferida
para um eppendorf. Dessa mistura, foram retirados 100 pL da suspensao e misturados com
900 uL de RPMI por forma a permitir a leitura de densidade 6tica (DO) a um comprimento
de onda de 600nm. A suspensao foi acertada para um valor de DOeo, entre 0,09 e 0,11, por
aplicacdo da féormula CixVi=CfxVf. Desta suspensdo, foi ainda realizada uma dilui¢do de

1:50, obtendo-se um valor final médio de 0,4 — 5 x 104 CFU/mL.

Inoculacao da Placa de 96 Pocos

As diluicoes seriadas das preparacoes em estudo foram feitas diretamente na placa de 96
pocos, como representado na Figura 6. Para isso foram pipetados 200 pL de cada hidrolato,
em duplicado, nos primeiros pocos (linha A), e 100 uL. de RPMI para os seguintes pocos
(linhas B-H). De seguida, 100 uL de hidrolato dos pocos da linha A foram transferidos para
a linha B, com o auxilio da multicanal, e ap6s uma ressuspensao procedeu-se da mesma
maneira para os restantes pocos de forma que preparacoes ficassem nas concentracoes de

50 %, 25 %, 12.5 %, 6.25 %, 3,13 %, 1,57 % € 0,78 %.

Foram por fim adicionados 100 pL da suspensao em cada pogo da microplaca que continha
as diluicoes, assim como no controlo positivo de crescimento (microrganismo em meio de
cultura). O controlo negativo de crescimento microbiano foi composto s6 por meio de
cultura, sem adicao do microrganismo. Foi feita uma leitura das absorvancias da placa a

600nm (t=0 h) e posteriormente a placa foi incubada 48 h a 35 °C.

Avaliacao dos resultados
Apés as 48 h de incubacao, foram lidas de novo as absorvancias (t=48 h) e avaliados os
CMISs por inspecao visual dos pocos. Quando os extratos apresentavam CMI, procedeu-se a

determinacao da CML, transferindo 10 uL de cada suspensao onde nao se verificava
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crescimento para uma placa de Petri contendo meio PDA. As placas foram incubadas 48 h
a 35 °C e avaliadas apos este periodo de incubacio. A concentracdo mais baixa onde nao se
verificou o crescimento de coldnias, apos as 48 horas de incubacao, foi definida como a

CML.

3.5.2.2. Contra Candida albicans - levedura

Preparacao do indculo

Cerca de 24 h antes do ensaio foi feita a repicagem da estirpe para uma placa de SDA e
incubada numa estufa (BINDER) a 37 °C em aerobiose.

Para a preparacao do inéculo foram escolhidas colonias isoladas que foram suspensas numa
solucao de NaCl a 0.85 %, seguindo-se de agitagao durante 15 segundos. A densidade 6tica
(DO) foi acertada a 0.5 Macfarland (1-5 x 10® CFU/mL) utilizando um densitometro de
bancada (Grant-bio). Foi por fim foram realizadas duas dilui¢des sucessivas, 1:50

adicionando 10 pL a 490 uL de RPMI, seguida de 1:20, adicionando 80 pL da diluicao

anterior a 1520 pL de meio RPMI (concentracio de 1 — 5 x 10° CFU/mL).

Inoculacao da Placa de 96 Pocos

As placas de 96 pocos foram preparadas de forma semelhante ao escrito anteriormente para
o fungo filamentoso, e como representado na Figura 6. A suspensao com levedura foi
adicionada na quantidade de 100 puL em todo os pocos que continham diluicGes, assim como

no respetivo controlo positivo, obtendo-se a concentracao de inéculo final desejada (0.5 —

2.5 x 10° CFU/mL). Foi feita uma leitura das absorvancias da placa a 600.m, correspondente

ao t=0h, e posteriormente a placa foi incubada durante 24 h a 35 °C.

Avaliacao dos resultados

Passadas 24 h, as absorvancias foram lidas no mesmo comprimento de onda e foram
avaliados os CMIs visuais, ou seja, as concentracoes onde se verifica a auséncia de
crescimento. Quando foi possivel determinar a CMI, era necessario determinar o CML
transferido 10 uL de cada poco onde nao se verificava turvacao, para meio de cultura SDA.
A placa foi incubada de novo por 48 h a 35 °C e, ap6s o periodo de incubacao, foi observado
o crescimento na placa de SDA. A concentracao mais baixa plaqueada onde se verificou a

auséncia de colonias apo6s incubacao, foi considerada como a CML.

Esquema representativo da metodologia aplicada durante o ensaio de
determinacao da atividade antimicrobiana
A Figura 6 esquematiza a metodologia aplicada durante o ensaio de determinacao atividade

da antimicrobiana:
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Figura 6 - Representacao esquematica dos ensaios de avaliacao da atividade antimicrobiana, elaborado no programa BioRender.
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3.5.3. Tratamento de resultados

Para cada extrato foram realizados varios ensaios, e em cada um dos ensaios as condicoes
foram repetidas em duplicado. Os ensaios foram considerados validos quando mais que dois

ensaios tinham resultados semelhantes, e desvios padrées inferiores a 20 %.

Os dados foram tratados no programa Microsoft Excel (Microsoft® Excel® para Microsoft
365) e a respetiva andlise estatistica assim como a construcao dos gréficos foi feita através
do programa GraphPad (Prism 9.1.1 for mac OS, GraphPad Software, LLC).

A analise foi feita seguindo os seguintes passos:

1. Os valores das absorvancias obtidos ao tempo zero (t=0h) foram subtraidos dos
valores das absorvancias obtidos as 24 h no caso da C. albicans e 48 h no caso do A.
brasiliensis.

2. Os valores foram normalizados ao controlo, multiplicados por 100 e dividindo pela
meédia do controlo positivo de crescimento microbiano (microrganismo em meio de
cultura).

3. No programa GraphPad foi elaborado um grafico de barras em funcao dos valores
médios + DP, que relacionava a percentagem de crescimento microbiano com as

diferentes concentracoes das preparacao estudadas.
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4.Resultados

4.1. Analise fitoquimica

Os hidrolatos em estudo foram obtidos através do processo de hidrodestilacdao, pela
utilizacao do aparelho graduado Clevenger. Os tempos de destilacao foram variaveis assim
como o respetivo rendimento, dependendo de cada hidrolato. Por exemplo, 51,73 g de
folhas de Hamamelis virginiana deram origem a 4 mL de hidrolato, enquanto que 50 g de

Echinacea purptirea permitiram obter 3,5 mL de hidrolato.

Os hidrolatos produzidos foram entao analisados através de GC/MS, tendo-se identificado

os seus compostos maioritarios (Tabela 6).

Tabela 6 — Tabela representativa dos hidrolatos estudados, parte da planta utilizada na hidrodestilacao e os

compostos maioritarios presentes em cada hidrolato, determinados por GC-MS.

Amostra Parte da planta Composto maioritario (%)

4-Hidroxi-3-metoxibenzaldeido

Cistus ladanifer Parte aérea (21,58)
D-Verbenona (9,81)
Cupressus lusitanica Folha Terpinen-4-ol (38,93)
Hamamelis virginiana Folha Carvacrol (26,80)
. i . Trans-Verbenol (11,70)
Echinacea purpiurea Mix
Levoverbenone (9,49)
Helichrysum italicum - a-Terpineol (30,55)
Matricaria chamomilla Inflorescéncia Bisabolol oxide A (80,67)
Eugenol (52,53)
Ocimum basilicum - . 8 5253
Linalool (38,34)
Thymbra capitata Mix Carvacrol (98,11)

E de destacar (Tabela 6) a percentagem altamente significativa de carvacrol (98,11 %) na
composicao do hidrolato de Thymbra capitata

O extrato aquoso de Euphrasia officinalis foi obtido através da infusdo dos seus ramos
terminais. Neste extrato em especifico 6,02g de material vegetal deram origem a uma massa

de extrato total de 0,51 g.
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Apbs producao do extrato aquoso, foi analisado por HPLC para a identificacido dos seus

compostos maioritarios (Tabela 7).

Tabela 7 — Tabela representativa do extrato aquoso estudado, parte da planta utilizada na extracdo aquosa e os

compostos maioritarios presentes no extrato, determinados por HPLC.

Amostra Parte da planta Compostos maioritarios
(nG/mL)
Epicatequina (5,093)

Euphrasia officinalis Ramos terminais
Rutina (2,211)

4.2. Atividade citotdéxica dos hidrolatos e extrato

aquoso

O potencial citotoxico dos extratos em estudo, foi avaliado em duas linhas celulares
distintas. Em primeiro lugar, avaliou-se a citotoxicidade em queratin6citos humanos,
modelo que mimetiza o alvo de aplicacao dos extratos, considerando uma futura utilizacao
topica. Secundariamente foi avaliada a toxicidade em linha celular de macro6fagos de
ratinho, de forma a estabelecer a gama de concentragoes biocompativeis, com interesse nos
estudos seguintes de atividade anti-inflamatoria. O estudo de duas linhas celulares distintas
também possibilitou a comparacdo de resultados entre ambas as linhas celulares,

permitindo a anélise da sensibilidade de cada uma delas a preparacao em questao.

4.2.1. Biocompatibilidade cm queratinécitos humanos (HaCaT)

Relativamente aos resultados obtidos para os queratinocitos humanos, podemos observar
que, por exemplo na Lamiacea, apesar de alguns hidrolatos pertencerem a mesma familia,

apresentam perfis de biocompatibilidade distintos,.

Dos hidrolatos das plantas pertencentes a esta familia, o hidrolato de Thymbra capitata
apresentou um perfil bastante citotoxico, contrariamente ao hidrolato de Ocimum
basilicum que demonstrou ser um dos mais biocompativeis (Figura 7). Pela analise da
figura, podemos verificar que o hidrolato da Thymbra capitata apresenta
biocompatibilidade apenas nas dltimas 3 concentracoes em estudo (0.78 % a 3.13 %), e o
hidrolato de Ocimum basilicum apresenta biocompatibilidade em todas as concentracoes
estudadas, ja que os valores de viabilidade celular se encontram acima de 70 %, para todas

as concentragoes.
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Por outro lado, todos os hidrolatos na familia Asteraceae (Figura 8) se demostraram
bastante biocompativeis com a linha celular de queratindcitos. Dentro destes, o hidrolato
de Helichrysum italicum destacou-se pela sua biocompatibilidade, sendo apenas citotoxico
na concentracdo mais elevada (50 %). Contrariamente, o hidrolato de E. purpiirea
demostrou-se biocompativel apenas nas concentracoes 0,78 % e 1,56 %, apresentando-se

como o hidrolato menos biocompativel dentro da familia Asteraceae.

Dos extractos pertencentes as restantes familias Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea
e Orobanchacea, verificou-se que apresentaram perfis bastante distintos de citotoxicidade
(Figura 9). O extrato aquoso da Euphrasia officinalis, destacou-se dos restantes pois foi o
unico que demostrou um aumento da viabilidade celular, apesar de nao significativo, em

todas as concentracoes em relacao ao controlo.

Para avaliar se a reducdo da viabilidade observada nas concentragcoes mais elevadas, se
devia a uma acao direta dos extratos, ou apenas ao efeito gerado pela privacao de metade
do meio de cultura, incluiu-se um controlo adicional (controlo de solvente), composto por
agua ultrapura, na mesma propor¢ao a presente na maior concentragdo. Através da
observacao do grafico comparativo do controlo de solvente com o controlo negativo (Figura
10) conseguimos observar que a privacao de metade do meio DMEM através da adicao do
solvente, neste caso agua, nao afeta a viabilidade dos queratinocitos, pois a sua viabilidade

é cerca de 85% em comparagdo com o controlo.
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Figura 7- Efeito dos hidrolatos da familia Lamiaceae na viabilidade celular de queratinécitos (ensaio do MTT).
Os queratinocitos (HaCaT) foram expostos a diferentes concentracoes de hidrolatos, com meio DMEM como
controlo negativo e com SDS (2 %) como controlo positivo de citotoxicidade. * representam significancia
estatistica quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA

unidirecional.
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Figura 8 - Efeito dos hidrolatos da familia Asteraceae na viabilidade celular de queratindcitos (ensaio do MTT).

Os queratinocitos (HaCaT) foram expostos a diferentes concentra¢des de hidrolatos, com meio DMEM como
controlo negativo e com SDS (2 %) como controlo positivo de citotoxicidade. * representam significancia

estatistica quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA

unidirecional.
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Figura 9 - Efeito dos hidrolatos da familia Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea e do extrato aquoso
Orobanchaceae na viabilidade celular de queratinécitos (ensaio do MTT). Os queratindcitos (HaCaT) foram
expostos a diferentes concentragdes de hidrolatos com meio DMEM como controlo negativo e com SDS (2 %)
como controlo positivo de citoxicidade. * representam significAncia estatistica quando comparados com o

controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA unidirecional.
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Figura 10 - Gréfico representativo dos valores de viabilidade nos controlos de solvente e ao controlo de
viabilidade utilizado nos ensaios de citotoxicidade das células HaCaT. * representam significncia estatistica

quando comparados com o controlo, calculadas atravez da anélise estatistica t-Test.

4.2.2. Biocompatibilidade com macrofagos de ratinho (RAW 264.7)

Os resultados a seguir representados referem-se a biocompatibilidade dos extratos com a
linha celular de macréfagos de ratinho (RAW 264.7).

De uma forma geral, estes demonstraram que, na maioria das preparacoes, a diminuicao da
viabilidade foi proporcional ao aumento da concentracio de extrato utilizada. Em todos os
graficos se verifica que nas concentracoes mais elevadas a viabilidade celular diminui em

relacdo ao controlo.

Relativamente aos resultados obtidos para os hidrolatos das plantas pertencentes a familia
Lamiaceae, o hidrolato de Thymbra capitata apresentou um perfil bastante citot6xico, com
valores de viabilidade significativamente baixos em todas as concentracdes.
Contrariamente, o hidrolato de Ocimum basilicum, demostra-se pouco citotoxico (Figura
11).

Pela analise da figura, podemos verificar que o hidrolato de Thymbra capitata nao
apresenta biocompatibilidade em nenhuma das concentracoes em estudo. Apesar de
pertencer a mesma familia, o hidrolato de Ocimum basilicum apresenta biocompatibilidade
nas maioria das concentracoes estudadas, (0,78 % - 6,25 %), ja que os valores de viabilidade

celular se encontram acima de 70 %, para esta gama de concentracdes.

Dos hidrolatos das plantas pertencentes a familia Asteraceae, o hidrolato de Helichrysum
italicum destacou-se novamente pela elevada biocompatibilidade. Contrariamente os
hidrolatos de E. purpiirea e M. camomila apresentaram maior citoxicidade e perfis
semelhantes entre si. No caso do hidrolato de Helichrysum italicum apenas na
concentracdo de 50,00 %, a percentagem de viabilidade celular estd abaixo de 70 %,

comparativamente ao controlo. Os restantes hidrolatos pertencentes a mesma familia, sdo
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ambos biocompativeis a partir da quarta concentracio estudada, nomeadamente 6,25 %

(Figura 12).

O extrato aquoso de Euphrasia officinalis € novamente o tnico que demostra um aumento,
apesar de pouco significativo, da viabilidade celular (%) nas menores concentracoes
testadas de hidrolato (0,78 % - 6,25 %).

Os restantes hidrolatos das familias Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea
representados na Figura 13, apresentam um perfil dose-resposta, aumentando a viabilidade

a medida que a concentracao de hidrolato diminui.

De forma semelhante ao realizado para os queratinécitos, estudou-se o efeito gerado pela
privacao de metade do meio de cultura na linha celular de macrofagos de ratinho. Através
da observacao do grafico representativo dos valores de viabilidade do controlo de solvente
e controlo DMEM (Figura 14), verificamos que na linha celular em questao, a privacao de
50% de meio DMEM, afetou a viabilidade celular. No controlo de solvente a viabilidade

ficou reduzida a cerca de 40% em comparagao com o controlo de viabilidade.
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Figura 11 - Efeito dos hidrolatos da familia Lamiaceae na viabilidade celular de macréfagos (ensaio do MTT).
As células de macrofagos (RAW 264.7) foram expostas a diferentes concentracoes de hidrolatos, com meio
DMEM como controle negativo e com SDS a 2 % como controle positivo (morte celular). * representam
significancia estatistica quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05

usando ANOVA unidirecional.
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Figura 12 - Efeito dos hidrolatos da familia Asteraceae na viabilidade celular de macr6fagos (ensaio do MTT). As

células de macrofagos (RAW 264.7) foram expostas a diferentes concentragdes de hidrolatos, com meio DMEM

como controle negativo e com SDS a 2 % como controle positivo (morte celular). * representam significancia

estatistica quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA

unidirecional.
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Figura 13 - Efeito dos hidrolatos da familia Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea e do estrato aquoso

Orobanchaceae na viabilidade celular de macréfagos (ensaio do MTT). As células de macréfagos (RAW 264.7)

foram expostas a diferentes concentracoes de hidrolatos, com meio DMEM como controle negativo e com SDS

a 2 % como controle positivo (morte celular). * representam significancia estatistica quando comparados com o

controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA unidirecional.
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Figura 14 - Gréafico representativo dos valores de viabilidade nos controlos de solvente e ao controlo de
viabilidade utilizado nos ensaios de citotoxicidade das células RAW 264.7. * representam significancia estatistica

quando comparados com o controlo, calculadas atravez da anélise estatistica t-Test.

4.3. Atividade anti-inflamatoria dos hidrolatos e extrato

aquoso

O potencial anti-inflamatorio dos extratos em estudo foi avaliado na linha celular RAW. Os
macrofagos de ratinho foram expostos a um estimulo inflamatoério (LPS) na presenca dos
extratos. Através da adicao deste estimulo foi possivel observar a diminuicao da producao
de NO provocada pelos hidrolatos e extrato aquoso. O estudo da atividade citotoxica e anti-
inflamatoria nas células RAW permite que posteriormente seja possivel uma comparacgao
entre ambos os resultados, de forma a percebemos se a diminui¢do da producao de NO foi

influenciada pela viabilidade celular na concentragao de extrato utilizada.

4.3.1. Influéncia dos extratos na producao de 6xido nitrico

Os graficos seguintes sao referentes a producao de 6xido nitrico pelos macrofagos quando
expostos a diferentes concentracoes de hidrolatos e apos estimulacdo com LPS, um
conhecido indutor de resposta inflamatoria a nivel celular. De forma geral, verificAmos que
os macrofagos apresentam reducao na producao de NO comparativamente aos valores de

controlo quando expostos a altas concentracoes de extratos.

Relativamente aos resultados obtidos para os hidrolatos das plantas pertencentes a familia
Lamiaceae, o hidrolato de Thymbra capitata apresentou uma grande reducao no nivel de
NO (Figura 15). Com base nos resultados apresentados anteriormente, relativos ao seu
efeito na viabilidade celular (Figura 11), o hidrolato de Thymbra capitata nao apresenta

biocompatibilidade em nenhuma das concentracoes em estudo. A elevada reducao de NO,
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em determinadas concentracoes (3,13 % - 50,00 %), pode ser justificada pela elevada

citotoxicidade nessas concentracoes.

Na familia Asteraceae (Figura 16) os hidrolatos de Helichrysum italicum e de Matricharia
camomila apresentaram perfil dose-resposta, e a diminuicdo da producao de NO foi
proporcional ao aumento da concentracao de extrato. O hidrolato de Echinacea purpurae
apresentou uma acentuada descida na producdo de NO nas primeiras concentracoes,

correspondendo as concentracoes mais elevadas (6,25 % - 50,00 %).

Do grupo de hidrolatos das familias Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea e do extrato
aquoso da familia Orobanchaceae, a Euphrasia officinalis foi o extrato que apresentou um
perfil mais distinto, com uma reducao muito pronunciada na producao de 6xido nitrico na
concentracao de 50 %. Nos restantes hidrolatos, nas concentracoes mais altas (6,25 % -

50,00 %) a producao de NO foi bastante baixa (Figura 17).
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Figura 15 - Efeito dos hidrolatos da familia. Lamiaceae na producao de NO pelas células RAW 264.7. As células
foram expostas a meio completo ou a diferentes concentragtes do extrato durante 24 horas na presenca de LP¢
(1 pg/mL). Os dados correspondem as médias + DP e sdo representados como % de células de controlo expostas
ao LPS. Também foi incluido controlo sem LPS para avaliar a producio basal de NO. * representam significancia
estatistica quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA

unidirecional.
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Figura 16 - Efeito dos hidrolatos da familia Asteraceae na producio de NO pelas células RAW 264.7. As células
foram expostas a meio completo ou a diferentes concentracgoes do extrato durante 24 horas na presenca de LPS
(1 pg/mL). Os dados correspondem as médias + DP e sdo representados como % de células de controlo expostas
ao LPS. Também foi incluido controlo sem LPS para avaliar a producio basal de NO. * representam significancia

estatistica quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA

unidirecional.
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Figura 17 - Efeito dos hidrolatos das familias Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea e do estrato aquosc
Orobanchaceae na producao de NO pelas células RAW 264.7. As células foram expostas a meio completo ou a
diferentes concentragoes do extrato durante 24 horas na presenca de LPS (1 pg/mL). Os dados correspondem as
médias + DP e sdo representados como % de células de controlo expostas ao LPS. Também foi incluido controlo
sem LPS para avaliar a producao basal de NO. * representam significincia estatistica quando comparados com

o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA unidirecional.
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4.3.2. Atividade Scavenging

Quando se verificou uma diminuicao da producao de NO nos ensaios de atividade anti-
inflamatoria, recorreu-se ao ensaio de atividade Scavenging de forma a percebermos se a
reducdo observada anteriormente foi devida a diminui¢do na producao celular de NO ou se
os extratos estavam a interferir diretamente na quantificacao de nitritos. Foi entdo realizada

uma reacao entre um doador de NO (reagente SNAP) e diferentes concentracoes de extratos.

De uma forma geral, podemos verificar que os hidrolatos em estudo nao apresentaram
atividade Scavenging, na maioria das concentracoes testadas, sendo que apenas na
concentracdo de 50 % ocorreu diminuicao significativa dos niveis de NO quantificados em
todos os hidrolatos. As diferencas mais significativas ocorreram quando se utilizou o
hidrolato do Helichrysum italicam (Tabela 8 - Capacidade de eliminacdo de NO dos
hidrolatos das plantas da familia Asteraceae.) e o extrato da Euphrasia officinalis (Tabela
10) em que ocorreu uma descida mais pronunciada dos niveis de NO, indicadora do

capacidade Scavenging destes hidrolatos, para determinadas concentracoes.

Tabela 8 - Capacidade de eliminagdo de NO dos hidrolatos das plantas da familia Asteraceae. Os resultados sao
expressos em percentagem de libertagao NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo.; *p <

0,05 foi considerada uma reducéao significativa, ANOVA unidirecional.

Asteraceae

Concentracdo Echinacea purpurae Matricharia camomila Helichrysum italicum

0,78 100,5 £ 0,9994 95,17 £3,321 79,29 * 9,432
1,56 93,51 + 2,257 99,09 +1,912 78,11 + 8,652*
3,13 94,85 + 1,778 95,12 10,8524 78,8 £ 7,753
6,25 93,04 * 1,456* 92,95 13,244 77,07 £ 5,573%
12,5 94,1 + 2,796 94,23 * 3,244 66,65 + 7,855"
25 85,38 + 1,864* 77,86 + 1,281% 58,2 + 9,003*
50 72,65 £2,458% 72,44 * 2,748* 48,9 £ 7,148*
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Tabela 9 - Capacidade de eliminacao de NO dos hidrolatos das plantas da familia Lamiaceae. Os resultados siao
expressos m percentagem de libertacdo NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo. p <

0,05 foi considerada uma redugio significativa, ANOVA unidirecional.

Lamiaceae
Concentracao Thymbra capitata Ocimum basilicum
0,78 95,37 £ 3,316 98,35 £ 2,198
1,56 96,1+ 2,235 98,1 + 1,969
3,13 89,93 + 4,179 86,14 + 6,064
6,25 91,47 * 3,605 93,34 t 4,766
12,5 86,57 + 1,012* 88,34 t 3,494%
25 86,97 *+ 3,756 80 £ 2,701%
50 81,29 + 2,713* 66,37 * 3,555

Tabela 10 - Capacidade de eliminacdo de NO dos hidrolatos das plantas das familias Cistaceae, Cupressaceae
Hamamelidacea e do estrato aquoso Orobanchaceae. Os resultados sdo expressos m percentagem de libertacio
NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo. p < 0,05 foi considerada uma reducao

significativa, ANOVA unidirecional.

Cistaceae Cupressaceae Orobanchaceae Hamamelidaceae

. Cistus Cupressus Euphrasia Hamamelis
Concentracao . . R Lo
ladanifer lusitanica officinalis virginiana
100,4
0,78 99,84 11,604 85,2942,110% 102,3+2,426
+1,680
99,73
1,56 99,21 +1,394 76,6713,923* 93,6913,047
4,842
96,55
3,13 100,9 +2,885 72,7742,211% 94,9312,624
+4,476
98,19
6,25 91,51 £1,959 64,5311,469* 92,3212,700
+6,600
93,14
12,5 88,77+3,209* 55,18+1,862* 87,6+2,621%
15,942
92,33
25 78,7412,927* 34,6413,515* 81,49+3,106*
17,992
81,81
50 68,816,913* 18,1615,747* 66,39+1,882*
+8,421*
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4.4. Comparacao dos valores de EC;o e IC5o

Com a finalidade de percebemos qual a preparaciao que se demostrava mais interessante,
fizemos uma comparacgio entre os valores de EC;, e IC;5, obtidos nos ensaios realizados.
Através desta tabela é possivel estabelecer uma comparacao IC;,/ECs,, na qual se
considerou que quanto maior a diferenca de resultados mais atraente seria o possivel uso
da planta em aplicacoes cosméticas, uma vez que se verificaria uma maior viabilidade aliada

a baixos valores de producao de NO.

Tabela 11 - Tabela comparativa dos valores de ICso das RAW e HaCaT e ECso das células RAW.

Producao NO Viabilidade celular
ECso IC50 RAW IC50 HaCaT
Euphrasia officinalis 4,487 20,46 -

Echinacea purpurea 4,977 11,63 12,86

Ocimum basilicum 3,870 29,90 >50
Thymbra capitata 1,306 1,307 5,054
Cupressus lusitanica 3,117 8,620 30,85
Hamamelis virginiana 4,661 5,845 36,69
Helicrysum italicum 1,924 36,14 42,00
Matricharia camomila 1,903 11,20 27,58
Cistus ladanifer 1,411 14,62 11,49

Pela observacao geral da Tabela 11 podemos concluir que o hidrolato que mostra melhor
perfil de resultados é o de Helicrysum italicum devido ao grande intervalo entre estes

valores sendo o de Thymbra capitata o que revela menos interesse (Tabela 11).

No que diz respeito a viabilidade celular, quanto menor for a concentracao necessaria para
inibir 50 % da viabilidade celular (ICs5,) maior é a atividade citotoxica de um extrato.
Analisando os graficos de curva dose-resposta (Apéndice II — Concentracdo necessaria de
extrato para inibir 50 % da viabilidade celular) gerados para a obten¢do dos IC50 acima
representados (Tabela ), verificamos que o hidrolato de Helicrysum italicum apresenta uma
baixa atividade citotoxica nas duas linhas celulares, apresentando um elevado valor de IC5,
(36.14 % e 42 % para Raw e HaCaT, respetivamente). O hidrolato de Thymbra capitata
apresenta baixos valores de IC5o, (1,307 % e 5,054 % para Raw e HaCaT, respetivamente),

apresentando entao uma elevada citotoxicidade nas linhas celulares em estudo.

49



Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

Através de uma observacdo geral (Tabela 11) verificamos que os valores de ICs, sdo, para
grande generalidade dos hidrolatos, superiores nas células HaCaT. Querendo isto dizer que
a linha celular RAW se mostrou mais sensivel a acdo dos hidrolatos, apresentando uma

menor viabilidade celular na sua presenca.

Quanto a atividade anti-inflamatéria, quanto menor o valor de EC5, (concentracao para qual
50 % da populagdo mostra resposta apés um periodo de tempo especificado) maior é a
capacidade do extrato reduzir a producdo de NO. Analisando os graficos de curva dose-
resposta (Apéndice IIT — Concentracao de extrato para a qual 50% da populacdo apresenta
resposta ap6és um periodo de tempo especifico) observamos que os hidrolatos de
Helicrysum italicum e de Thymbra capitata sao os que demostram maior capacidade de
reducao do 6xido nitrico (1,924 % e 1,306 % para Helicrysum italicum e Thymbra capitata,
respetivamente). O hidrolato que se distingue com maiores valores de producao de NO é o

de Echinacea purpurea (4,977 %).

Os baixos valores de producao de NO do hidrolato da Thymbra capitata também podem
ser justificados com os baixos valores de viabilidade do mesmo, retirando o interesse deste
hidrolato no que toca a acao anti-inflamatoéria, devido a poder ser justificado pela sua

citotoxicidade.
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4.5. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos em estudo foi avaliada através da sua exposicdo a
dois microrganismos diferentes, o fungo filamentoso Aspergillus brasiliensis e a levedura
Candida albicans. Durante estes ensaios foram avaliados os seus crescimentos através dos
graficos efetuados pela leitura das absorvancias e pela inspe¢ao visual da turvacdo dos
pocos, assim como do posterior crescimento do microrganismo em meio de cultura solido,

aquando da determinagao da CML.

Tabela 12 - Tabela representativa dos CMI (Concentragdo Minima Inibitéria) visuais determinados para o

Aspergillus brasiliensis e Candida albicans. Os valores de CIM e MLC s3o expressos em % (v/v).

Extratos Aspergillus brasiliensis Candida albicans
Euphrasia officinalis N.O. N.O.
Echinacea purpurea N.O. N.O.

Ocimum basilicum N.O. N.O.
Thymbra capitata 12,50 (%v/v) 12,50 (%v/v)
Cupressus lusitanica N.O. N.O.
Hamamelis virginiana N.O. N.O.
Helicrysum italicum N.O. N.O.
Matricharia camomila N.O. N.O.
Cistus ladanifer N.O. N.O.

N.O. — Nao foi possivel observar na gama de concentragoes estudadas.

Tabela 13 - Tabela representativa das CML (Concentracoes Letal Minima) para o Aspergillus brasiliensis e

Candida albicans com o hidrolato Thymbra capitata. Os valores de CMI e CML sdo expressos em % (v/v).

CML Visual (%v/v)
Aspergillus brasiliensis Candida albicans
Thymbra capitata 50,00 25,00

4.5.1. Aspergillus brasiliensis

Os valores de CMI e CML observados durante a realizacdo dos ensaios estao representados
nas tabelas

e Tabela 13. O hidrolato de Thymbra capitata foi o nico hidrolato em que foi possivel
determinar a CMI visual (

), por observacao da auséncia de turvacao nas maiores concentracgoes (12,50 % - 50,00 %).

Como foi determinada a CMI para este hidrolato, feito um outro ensaio de determinacao da
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CML. Verificou-se que o seu valor foi de 50 % (Figura 20), que corresponde a 4 vezes o valor
de CML.

Através da observacdo dos seguintes graficos, verificAimos que o hidrolato em que foi
observavel uma reducdo mais acentuada de crescimento microbiano foi o de Thymbra

capitata (Figura 19).

Como ¢é visivel nos graficos para os restantes hidrolatos, o crescimento microbiano ocorreu
em todas as concentraces estudadas, que corrobora os resultados determinados por
inspecdo visual da placa (Figura 21). Apesar de existir uma reducdo do crescimento
microbiano para algumas concentracoes em estudo, através dos graficos efetuados, é

observavel que o decréscimo de crescimento nao foi muito elevado.
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Figura 18 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis apés 48 horas em contacto
com diferentes concentracoes de hidrolatos da familia Lamiaceae. O controlo contém apenas o fungo com meio
de cultura. Os dados correspondem as médias + DP e sao representados como % de células de crescimento

microbiano.
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Figura 19- Crescimento gnc\gob,q.aqg (,é d’o Qongxolo) de Aspergillus brasiliensis ap6s 48 horas em contacto
com diferentes concefﬁragoes de hldroTatos da familia Asteraceae. O controlo contém apenas o fungo com
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meio de cultura. Os dados correspon as médias + DP e sdo representados como % de células de

crescimento microbiano.
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Euphrasia officinalis
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Figura 20 —Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis ap6s 48 horas em contacto com
diferentes concentracoes de hidrolatos das familias Cistaceae, Cupressaceae, Orobanchaceae e Hamamelidaceae.
O controlo contém apenas o fungo com meio de cultura. Os dados correspondem as médias + DP e sdo

representados como % de células de crescimento microbiano.

Figura 21 - Representacio de um ensaio de determinacao de CML, em placa de PDA, onde foram plaqueadas as
suspensoes obtidas com as concentragoes do extrato imediatamente superiores e inferiores da CMI determinada
visualmente. Verifica-se que ocorreu crescimento do fungo Aspergillus brasiliensis para as concentragoes

plaqueadas, com exce¢ao de 50 % que foi assumida como CML.

4.5.2. Candida albicans
Os valores de CMI e CML observados durante a realizacao dos ensaios estao representados
nas tabelas

e Tabela 13. O hidrolato de Thymbra capitata foi, tal como no fungo Aspergillus

brasiliensis, de novo o tnico hidrolato em que foi possivel determinar a CMI visual (

53



Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

), por observacao da auséncia de turvagao nas maiores concentragoes (12,50 % - 50,00 %).
Como foi confirmada a n3o turvacao nas concentracdes mais elevadas deste hidrolato, foi
feito um outro ensaio, de determinacdo CML. Verificou-se que o seu valor foi de 25 %
(Figura 25), que corresponde a 2 vezes o valor de CMI. Através da observacao dos seguintes
graficos, verificAmos que o hidrolato em que foi observavel uma redugdo mais acentuada de

crescimento microbiano foi o de Thymbra capitata (Figura 22).

Através da observacao do graficos restantes hidrolatos (Figura 22, Figura 23 e Figura 24),
verificamos que o decréscimo do crescimento microbiano néo foi consideravel, diminuido
apenas nas maiores concentracoes testadas, mas nao o suficiente para provocar a inibicao

da Candida albicans.
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Figura 23 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans apds 48 horas em contacto com
diferentes concentragoes de hidrolatos da familia Lamiaceae. O controlo contém apenas a levedura com meio
de cultura. Os dados correspondem as médias + DP e sdo representados como % de células de crescimento

microbiano.
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Figura 22 - Crescimefito microbiano (% do Controlo) de Candida albicans ap6s 48 horas em contacto com
diferentes concentracgdes de hidrolatos da familia Asteraceae. O controlo contém apenas a levedura com meio de
cultura. Os dados correspondem as médias + DP e sdo representados como % de células de crescimento

microbiano.
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Euphrasia officinalis Cistus ladanifer
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Figura 24 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans ap6s 48 horas em contacto com
diferentes concentragdes de hidrolatos, hidrolatos das familias Cistaceae, Cupressaceae, Orobanchaceae e
Hamamelidaceae. O controlo contém apenas a levedura com meio de cultura. Os dados correspondem as médias

+ DP e sdo representados como % de células de crescimento microbiano.

Figura 25 — Representaciao de um ensaio de determinacdo de CML, em placa de SDA, onde foram plaqueada as
suspensdes obtidas com as concentragdes do extrato imediatamente superiores e inferiores da CMI determinada
visualmente. Verifica-se que ocorreu crescimento da levedura, Candida albicans para a concentracao de 12,5%, e

ndo ocorreu crescimento a partir da concentragio de 25% que foi assumida como CML.
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5.Discussao

As diversas alteracOes climaticas que temos vindo a enfrentar despertaram o lado mais
ecologico dos consumidores, e como tal, tem aumentado a compra de produtos mais
“verdes”, com utilizacao de plantas na sua constituicao e com menos aditivos sintéticos [1].
Os cosméticos e fairmacos com aplicacao na pele sao dos que tém despertado mais interesse,
pois, as doencas topicas tém tido um crescimento exponencial, sendo ja uma das doencas
mais prevalentes, tendo sido estimado que afetem mais de um bilhao de pessoas em todo o
mundo [5,76].

As plantas demonstram ter cada vez mais aplicacdes no que toca ao combate por via topica
das doencas nas quais a bioatividade de extratos de plantas se demonstra relevante. Os
hidrolatos ao serem um subproduto proveniente da producdo de oOleos essenciais por
hidrodestilacao sao muitas vezes esquecidos e dai a pouca informacao acerca dos mesmos.
Durante esta dissertacao demos atencao as suas bioatividades e tentdmos demonstrar o seu
interesse no combate de doencas de pele causadas por fungos, aliando a sua a¢ao antifingica
ao seu potencial para modelar a resposta inflamatoria, habitualmente presente nestes

quadros clinicos [77].

De forma a estudar mais aprofundadamente a acao dos hidrolatos no tratamento tépico de
doencas cutaneas, durante a realizacdo do presente trabalho, foram investigados varios
hidrolatos pertencentes a diferentes familias, especificamente as espécies Cistus ladanifer,
Cupressus lusitanica, Echinacea purpurea, Hamamelis virginiana, Helichrysum italicum,
Matricaria chamomilla, Ocimum basilicum e Thymbra capitata e o extrato aquoso de
Euphrasia officinalis. A acao dos extratos foi estudada em duas linhas celulares distintas
(macro6fagos e queratindcitos) e em dois fungos que serviram de modelo preditivo para a
sua possivel acdo contra este grupo de microrganismos, nomeadamente o fungo filamentoso

Aspergillus brasiliensis e a levedura Candida albicans.

Inicialmente os hidrolatos e extrato aquoso foram caracterizados em relacdo aos seus
compostos maioritarios, de forma a inferir sobre o possivel contributo destes compostos

para as diferentes bioatividades mostradas.

Como descrito na seccao dos resultados, de forma geral, os hidrolatos que mais se
evidenciaram pela sua bioatividade foram o de Thymbra capitata e o de Helichrysum
italicum, por se terem mostrado mais bioativos, numa maior gama de ensaios.

Diversos estudos confirmam ser o Carvacrol o principal componente do hidrolato de

Thymbra capitata, com percentagens que variam entre os 75,14 % e 98,5 %, na parte volatil
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do hidrolato. A quantidade de carvacrol na amostra em estudo esta compreendida entre o
intervalo descrito na literatura por Moukhles et al. (2018) e Paolini et al. (2008) [78,79].
Quanto ao hidrolato de Helichrysum italicum, a bibliografia que descreve a composi¢ao
quimica do mesmo é muito escassa, existindo apenas um artigo que refere o 6-etil-2,2-
dimetiloctano-3,5-diona e a-terpineol como compostos maioritarios, com quantidades
relativas de 16,7 % e 15,6 %, respetivamente [80]. Relativamente ao hidrolato de
Helichrysum italicum em estudo, este apresenta como compostos maioritarios o a-
terpineol (30,55 %) e o carvacrol (29,58 %). Tais diferencas quantitativas e qualitativas nos
compostos maioritarios de diferentes hidrolatos sdo expectaveis, sendo que existem
diversos fatores que podem contribuir para esta variacao, que vao desde o método de

extracdo até ao local e condicOes climatéricas durante o crescimento da planta [81].

Relativamente aos restantes hidrolatos, as informacoes acerca da composicao quimica dos
mesmos sao muito escassas, sendo que a maioria dos estudos se foca nos 6leos essenciais.
Como tal nao foram encontradas informacoes relativas aos hidrolatos de Echinacea
purpurea, Hamamelis virginiana, Matricaria chamomilla e ao extrato aquoso de

Euphrasia officinalis.

A informacao disponivel acerca da composicao do hidrolato de Cistus ladanifer é também
muito limitada, mas segundo a literatura encontrada, os principais constituintes deste
hidrolato sao trans-pinocarveol, borneol, terpinen-4-ol e verbenona. Na amostra em estudo,
dos compostos maioritarios descritos na literatura apenas coincide a verbanona, que se
encontra presente na concentracio de 9,81 %, percentagem relativamente préxima aos 7,8
% retratados na literatura [82].

A composicao fitoquimica do hidrolato de Cupressus lusitanica encontrada na literatura
apresentou uma composicao semelhante a amostra em estudo. Os compostos maioritarios
que estao descritos sao o p-cymen-8-ol, o terpinen-4-ol e a-terpineol. Estudos reportam que
o p-Cymen-8-ol pode estar presente em hidrolatos desta espécie numa quantidade que varia
entre os 10,5 % e 15,7 %. No hidrolato em estudo, este composto encontra-se em menor
quantidade numa percentagem de 2,7 %. Pelo contrario, os compostos terpinen-4-ol e a-
terpineol estdo presentes em maior quantidade, sendo que o terpinen-4-ol esta descrito
numa quantidade variavel entre os 21% e 31,4 % e o a-terpineol entre 5,9 % e 9,7 %. na
amostra em estudo, estes compostos correspondem a 38,93 % e 14,67 % dos compostos
totais, respetivamente [82].

O hidrolato de Ocimum basilicum estudado apresenta os mesmos compostos maioritarios
descritos na literatura, nomeadamente o linalool, o eucaliptol e o eugenol. o linalool

encontra-se descrito na literatura, em quantidades relativas de 66,5 % dos compostos totais
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do hidrolato, em valor que é, significativamente maior do que o presente na amostra
analisada (38,34 %). O eucaliptol esté presente também em maior quantidade em estudos
com hidrolato desta espécie previamente reportados (cerca de 7,1 % comparado com a
amostra em estudo - 3,35 %). J4 o eugenol, contrariamente aos restantes compostos,
representa uma maior quantidade da amostra em estudo, cerca de 52,53 % do que a

quantidade reportada na literatura (18,9 %) relativamente aos compostos totais analisados
[83].

Apbs a caracterizacdo dos compostos maioritarios dos extratos em estudo, foi avaliada a sua
citotoxicidade em duas linhas celulares, nomeadamente macréfagos e queratindcitos, que
serviram de modelo para o estudo da atividade anti-inflamatoéria e biocompatibilidade

celular.

O estudo da viabilidade celular como resposta a diferentes fatores é bastante importante,
nao s6 de forma a prever, in vitro, a seguranca dos extratos enquanto ingredientes em
produtos cosméticos como farmacéuticos; como também para determinar a gama de
concentragdes biocompativeis a utilizar durante a realizacao de diferentes ensaios, de forma

a correlacionar a eficiéncia do extrato com a sua seguranca.

A escolha da linha celular HaCaT para avaliacao da biocompatibilidade dos extratos baseou-
se no objetivo final de aplicacao dos mesmos, em produtos de aplicacao topica na pele, e
como tal foi essencial observar como é que os queratindcitos reagiam a exposi¢do aos
extratos [84]. A linha celular HaCaT é representativa das células epidérmicas que sao
responsaveis pela funcao estrutural e de barreira da epiderme. Estao também envolvidas na

cicatrizacao de feridas e nas respostas imunologicas e inflamatorias da pele [85].

Durante os ensaios de citotoxicidade na linha celular HaCaT, verificou-se que os hidrolatos
que promoviam uma maior viabilidade celular foram os de Ocimum basilicum,
Helichrysum italicum e o extrato da Euphrasia officinalis. Estas preparagoes
demostraram-se bastante biocompativeis, inclusive apresentando viabilidades superiores a

70 % na maioria das concentracoes testadas.

Contrariamente aos hidrolatos anteriormente anunciados, o hidrolato de Thymbra capitata
quando adicionado aos queratinocitos provocou uma diminuicdo consideravel da
viabilidade celular nas maiores concentragdes. Verificamos, contudo, que apesar de
apresentar um perfil citotéxico, o hidrolato demonstrou-se biocompativel nas

concentracOes mais baixas (0,78 % - 3,12 %).
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No caso dos macrofagos, ao fazerem parte do sistema imunolégico, desempenham um papel
fundamental, fornecendo uma defesa imediata contra agentes estranhos e levam a producao
de varios mediadores pro-inflamatoérios [19]. Quando se encontram ativados, secretam
diversos mediadores tais como TNF-a, IL-1p, IL-6 e NO, que quando produzidos em
abundancia, estao envolvidos em diversas doencas inflamatoérias. Assim sendo, torna-se
importante estudar formas de inibir a ativacdo dos macrofagos e producao dos seus
mediadores pro-inflamatoérios, quando avaliamos o potencial inflamatoério de extratos ou

ingredientes [74].

Como descrito anteriormente na secao de resultados, durante os ensaios de avaliacao de
citotoxicidade, os hidrolatos que se mostraram menos citotoxicos para a linha celular RAW
foram o Ocimum basilicum e o Helichrysum italicum. Estes hidrolatos demostraram-se
bastante biocompativeis, com o hidrolato de Helichrysum italicum a apresentar inclusive

viabilidades acima de 70 %, em seis das sete concentracdes testadas.

Na linha celular RAW foi também possivel verificar um aumento da viabilidade celular, para
um dos extratos em estudo, nomeadamente o de Euphrasia officinalis. Esse aumento pode
ser devido a uma maior producao de compostos biologicamente ativos relacionados com a
proliferacao celular. Este extrato aquoso é maioritariamente constituido por flavonoides,
contudo, a literatura existente acerca do efeito destes metabolitos nas células RAW ¢
bastante escassa. Segundo Ajayi et al. (2017) os flavonoides nido provocaram reducdo da
viabilidade em concentra¢Ges mais baixas por periodos de exposiciao de 24 h, aumentado
apenas a citotoxicidade quando o tempo de exposicao aumenta para as 72 h [86]. O facto de
as células terem sido expostas ao extrato aquoso de Euphrasia officinalis por periodos de

24 h, pode justificar os resultados observados.

De forma oposta, a preparacdo que se demonstrou mais citotéxica em ambas as linhas
celulares, foi o hidrolato de Thymbra capitata. Nesta linha celular RAW, o hidrolato nao se
mostrou biocompativel em nenhuma das concentracgdes testadas, provocando um grande

efeito citotoxico sobre esta linha celular.

Considerando a composicao quimica destes extratos e a sua influéncia no perfil de
citoxicidade dos mesmos, a elevada biocompatibilidade do Helichrysum italicum em ambas
as linhas celulares pode estar relacionada com a sua composicao em a-terpineol, que ja este
foi reportado em varios estudos como nao toxico e seguro tanto para os seres vivos como

para o ambiente [87,88]. Referente ao hidrolato de Ocimum basilicum, também compativel
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nas duas linhas celulares, apesar da citotoxicidade de um dos seus compostos maioritarios,
especificamente o eugenol, estar estabelecida na literatura, a sua atividade foi
maioritariamente estudada em células cancerigenas, onde se verificou eficaz na inducao da
apoptose. Contudo, os autores também demostraram que a apoptose celular e a
fragmentacao do DNA foram dependentes da dose aplicada [89], podendo justificar assim

a auséncia de toxicidade verificada quando presente no hidrolato.

O extrato aquoso de Euphrasia officinalis apresentou um perfil diferente dos restantes
estudados, apresentando uma elevada biocompatibilidade para todas as concentracgoes.
Este extrato, por ser aquoso, possui um método de producao distinto dos restantes extratos,
apresentando também um diferente perfil ao nivel da sua composi¢do quimica, como

discutido acima.

Considerando a caracterizacao fitoquimica do hidrolato de Thymbra capitata observamos
que o carvacrol est4 presente como composto maioritario, com uma quantidade relativa de
98,11%, na parte volatil do hidrolato. Estudos anteriores ja reportaram o efeito deste
composto na viabilidade celular em diferentes linhas, atribuindo a sua elevada toxicidade
ao efeito sobre a membrana celular[90,91].

Estudos acerca do hidrolato de Thymbra capitata, e dos seus efeitos ao nivel da viabilidade
celular sao escassos na literatura, nao permitindo assim uma comparacao direta entre os
resultados obtidos. Contudo, estudos anteriores realizados por Delgado-Adamez et al.
(2017) e Fitsiou E. et al. (2016) ja reportaram diversas atividades do seu constituinte

maioritario, o carvacrol, sobretudo em células cancerigenas [92,93].

De forma a testar se a citotoxicidade avaliada foi devida ao verdadeiro efeito citotoxico do
extrato e nao apenas ao efeito da privacao do meio de cultura, sobretudo nas concentracoes
mais elevadas, foi feita uma analise do solvente utilizado na maior concentracao,
substituindo os extratos por 50 % de 4gua ultra pura.

No estudo com as células HaCaT verificamos que a privacao de 50 % de meio de cultura
DMEM nao afetou as células, visto que a viabilidade celular foi semelhante ao controlo. No
caso das RAW verificamos que as células sdo mais afetadas pela privacao de meio, tendo
uma viabilidade inferior a 45 % quando exposta a este controlo. Contudo, o facto de em
alguns dos hidrolatos o potencial citotoxico se mostrar superior ao do solvente, na maior
concentracao, parece corroborar que o efeito dos hidrolatos em questdo se deve a sua

propria citotoxicidade e nao ao solvente utilizado.
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Verificamos também que, de forma geral, o aumento da concentracdo dos hidrolatos
provoca uma diminui¢do da viabilidade em ambas as linhas celulares. Observamos,
contudo, diversas diferencas na sensibilidade entre os queratindcitos e os macréfagos a acao
dos extratos, como podemos verificar pela analise dos respetivos ICsos. Um extrato ou
hidrolato é tanto mais biocompativel quanto maior for a concentracao necessaria para inibir
50 % da viabilidade celular da linha celular em estudo (ICs,). Através da analise dos
respetivos ICs, verificamos entdo que a linha celular HaCaT se demonstrou menos
suscetivel a acdo dos hidrolatos e extrato aquoso. Os queratindcitos, quando expostos ao
hidrolato de Thymbra capitata (hidrolato que se demonstrou mais citotéxico) apresentam
um valor de IC;, de 5,054 % (v/v), valor que é notoriamente superior ao encontrado nalinha
celular RAW (1.307 % (v/v)). A menor sensibilidade dos queratinécitos em relagao aos
macrofagos foi comprovada nos estudos realizados por Duangyod et al. (2021), em que
quando adicionado, neste caso calcario vermelho, os queratinocitos demostraram menor
diminuicao da viabilidade e os macréfagos demonstraram-se mais sensiveis [94]. Também
foram encontrados estudos, nomeadamente o estudo por Khaleel et al. (2015), em que foi
relatado o oposto e os macrdfagos se apresentaram mais resistentes que os queratinocitos,
quando adicionado 6leo essencial de Artemisia herba-alba [95]. Nao foram encontrados
estudos que relacionem ambas as linhas celulares quando sofriam ambas a acdo de
hidrolatos. A variacao dos resultados encontrados pode ser dependente do tipo de composto
em estudo e das condicoes utilizadas. Neste caso, tendo em conta que as condicoes de teste
foram as mesmas, as diferencgas de suscetibilidade entre as linhas celulares poderao estar
relacionada com as disparidades metabdlicas intrinsecas entre elas, bem como devido as

diferencas nos seus mecanismos inerentes, que eliminam os danos [96].

Resumindo, verificAmos que os hidrolatos de Thymbra capitata e de Helichrysum italicum,
se destacaram nas diferentes linhas celulares por razbes opostas, nomeadamente a
Thymbra Capitata devido aos seus efeitos citotoxicos em ambas as linhas celulares e o

Helichrysum italicum pelo facto de apresentar uma elevada biocompatibilidade.

Apb6s o estudo da citotoxicidade percebemos que algumas das plantas demostravam
interesse para uma futura aplicacdo na pele, devido ao sua compatibilidade, o que nos levou
a prosseguir com o estudo da atividade anti-inflamatéria em macréfagos. Para isso, usamos
a linha celular anteriormente estudada, a qual estimuldamos com o LPS como indutor de
inflamacao, na presenca ou auséncia dos extratos em estudo. O LPS é um dos componentes
da membrana exterior das bactérias gram-negativas que estimula a producdo de

mediadores inflamatorios, como o 6xido nitrico. Através da sua adicao € possivel medir os
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niveis de 6xido nitrico produzidos pelas células, sendo a redugdo deste mediador um

indicador da possivel atividade anti-inflamatéria de um extrato ou composto [97].

Durante este trabalho, verificamos que os baixos valores de atividade anti-inflamatéria de
alguns dos hidrolatos e extrato aquoso em estudo pode ser justificada pela citotoxicidade
dos extratos, para determinadas concentracoes. Um exemplo desta influéncia é evidente no
hidrolato de Thymbra capitata. Quando analisamos os resultados da atividade anti-
inflamatoria, podemos verificar uma grande descida na producao de NO na grande maioria
das concentracoes (1,56 % - 50,00 %). Contudo, como vimos anteriormente, o respetivo
hidrolato também demostra bastante atividade citotéxica, sendo a viabilidade reduzida
quase a zero nas altas concentracoes (6,25 % - 50,00 %). Ou seja, os baixos valores de
produgao de NO sio influenciados pela baixa viabilidade nessas concentragoes.

Nos restantes hidrolatos estudados também foi observavel uma descida na producao de NO
nas maiores concentracoes, apresentando um perfil dose-resposta. Na concentracao de
50,00 % (V/V) a producao de NO ¢ nula em todos os hidrolatos, mas como esta referido
anteriormente, essa concentracdo afeta a viabilidade celular na grande maioria das
preparacdes. Ao existir uma grande reducao no nimero de células viaveis, a producao de

NO destas vai ser logicamente menor.

Entre os hidrolatos da familia Asteraceae, o hidrolato de Helichrysum italicum foi o
hidrolato que demonstrou uma maior reducao da producao de NO, de forma independente
do seu perfil de citotoxicidade. Como ja foi referido anteriormente, o seu constituinte
principal é o a-terpineol, composto que ja foi descrito na literatura e pela sua atividade anti-
inflamatoria nomeadamente pela diminuicdo dos niveis séricos das citocinas pro-
inflamatorias IL-1p e TNF-a observadas apds os estimulos com este composto em
macrofagos [98]. Esta atividade do composto maioritario nos mediadores pro-inflamatoérios

pode justificar os resultados obtido para este hidrolato.

O extrato aquoso de Euphrasia officinalis nao exibiu o mesmo perfil que os hidrolatos,
apresentando uma baixa reducao dos niveis de NO. Este resultado levou-nos a questionar
que, sendo este o inico extrato com cor, poderia estar a ocorrer uma interferéncia da cor na
leitura das absorvancias. Para combater esta adversidade, a leitura das absorvancias foi feita
previamente a adicao do LPS e esses valores posteriormente foram retiradas a leitura final
com a adicao de LPS. Conseguimos assim eliminar a interferéncia da cor do extrato das

leituras da producao do NO.
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Ao verificarmos que a maioria dos extratos em estudo causava uma reducao da producao de
NO, foi realizado um ensaio adicional para determinar a atividade Scavenging, de forma a
perceber se a diminuicao da producao de 6xido nitrico se devia a acao dos extratos nas
células ou a capacidade do proprio extrato remover o NO do meio de cultura. Esta avaliacao
foi conseguida através da adicao de um doador de NO, o SNAP num ensaio realizado sem

células.

Pela observacao das tabelas presentes nos resultados e dos respetivos graficos (em anexo)
verificAmos que, na familia Asteraceae, o Helichrysum italicum foi o tnico hidrolato que

demostrou atividade Scavenging.

Por sua vez, o extrato aquoso de Euphrasia officinalis, foi o extrato que causou uma reducao
mais acentuada na concentracdo de nitritos, e, portanto, uma maior capacidade
Scavenging. Estes resultados ajudaram-nos a concluir que entao que a reducao da producao
de NO nos ensaios de atividade anti-inflamatéria podera ter sofrido influéncia da
capacidade Scavenging do proprio extrato. Consideramos assim que este extrato nao
demostra grande interesse quando se trata da sua aplicacdo em produtos com atividade
anti-inflamatoria, visto que a reducao apresentada nao esta relacionada com uma inibicao

da producao de NO pelas células RAW, mas sim pelo proprio extrato.

Nos extratos em que nao se verificou uma reducao consideravel da atividade Scavenging, a
reducao do NO apresentada acontece ao nivel celular através de mecanismo intracelulares,
0 que torna estes extratos interessantes para uma possivel aplicacdo em produtos com
atividade anti-inflamatoria. Tal atividade pode ser devida a reducao da expressao da enzima

responsével pela producio de NO, a iNOS (Oxido Nitrico Sintetase) [99].

Através da comparacao entre os valores de ICs, e EC50 conseguimos entao concluir que o
hidrolato que se demostrou mais interessante para a possivel aplicacao na pele foi o de
Helicrysum italicum devido a maior diferenca de magnitude destes dois indicadores,
quando comparado com os restantes hidrolatos. Quanto maior o intervalo de valores entre
os valores de IC5, e EC5o mais interessante se torna o hidrolato, pois os elevados valores de
viabilidade aliados a capacidade de diminuir a producao de NO tornam-no eficaz enquanto

possivel anti-inflamatorio, em concentracoes consideradas como seguras.

O Helicrysum italicum ja foi reconhecido anteriormente na literatura como uma espécie
bastante interessante devido a sua bioatividade. Neste estudo foi o hidrolato mais
biocompativel com a linha celular HaCaT, validando a sua utilizacdo em produtos de

aplicacdo tdpica; e revelou-se como o hidrolato com atividade anti-inflamatéria mais
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revelante. O a-terpineol, composto maioritario presente no hidrolato, ja foi reportado
anteriormente como potenciador de penetracao na cutinea, aplicacio bastante interessante
neste caso de estudo. Tem também um aroma agradavel, aumentado o interesse da sua

utilizagao no fabrico de perfumes, cosméticos e sabonetes [100].

A planta Helicrysum italicum é também aut6ctone da flora portuguesa, assim sendo, é mais
adaptada as condicoes do solo, mais resistente a pragas e doencas, ou seja, uma planta mais
facil de manter e cultivar[101]. Tais caracteristicas tornam a sua utilizacao ainda mais
interessante e benéfica, pois ao ser uma planta de facil acessibilidade no nosso territorio e
com uma distribui¢do muito extensa sobre a nossa costa faz com que esteja disponivel para

a inddstria uma grande quantidade de matéria-prima [54].

De forma a aprofundar o conhecimento sobre o potencial bioativo dos hidrolatos em estudo,
avaliou-se também a capacidade dos hidrolatos de inibirem o crescimento de determinados
microrganismos de relevancia clinica em infecoes fingicas cutaneas, nomeadamente da
Candida albicans e Aspergillus brasiliensis. Estes microrganismos causam infecoes
recorrentes e ao serem um fungo filamentoso e uma levedura, os seus resultados sao
também representativos do seu potencial contra outros fungos causadores de infecoes na

pele.

Relativamente aos resultados para o Aspergillus brasiliensis, fungo omnipresente no solo e
um contaminante alimentar muito comum, este ndo se mostrou sensivel a atividade dos
hidrolatos e extrato aquoso. Este microrganismo apresenta-se como um fungo oportunista,
tornando-se causador de doenc¢a quando o sistema imunolégico se encontra comprometido,
e a sua transmissao é feita através de esporos [102,103].

De todos os extratos estudados, apenas o hidrolato da Thymbra capitata provocou uma
diminuicao consideravel do crescimento deste microrganismo. Este foi também o tinico
hidrolato para o qual se determinou uma CMI visual. Verificou-se também que para a
concentracao de CMI este hidrolato apresentou-se como fungistatico, sendo que CML

obtido foi superior a valor de CMI.

Relativamente a Candida albicans, este € um dos patdégenos mais prevalentes dos humanos
[104—-106], que se caracteriza por ser um fungo dimorfico que prolifera tanto na forma de
levedura como em forma de hifa [107]. A Candida albicans pode causar infecGes superficiais
como a candidose oral ou vaginal ou/e infecoes sistémicas, apresentando-se estas como
quadros clinicos graves. Os episodios provocados por esta levedura tendem a ocorrer nas
areas huimidas na pele, causando erupcoes cutaneas, prurido e descamacao da pele

[108,1009].
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Este microrganismo mostrou-se menos sensivel a acao das preparacoes quando comparavel
com o Aspergillus brasiliensis, nao sendo observavel quase nenhuma diminuic¢ao relevante
do crescimento entre o controlo e as varias concentracoes testadas, para a maioria dos
hidrolatos. A semelhanca do que se verificou para o fungo filamentoso Aspergillus
brasiliensis, o hidrolato de Thymbra capitata foi o tinico extrato onde se observou CMI
visual para a Candida albicans. Verificou-se, contudo, uma diferenca da eficacia deste
hidrolato nos dois microrganismos. Apesar se apresentarem o mesmo valor de CMI, para a
Candida albicans a CML ocorreu para um valor de duas vezes a CMI, mostrando se mais
eficaz quando comparado com Aspergillus brasiliensis onde o MLC foi de quatro vezes a
CML.

Estudos existentes na literatura como, Faleiro et al. (2005) descrevem a acao do hidrolato
de Thymbra capitata, os mesmos atribuem a sua forte atividade a presenca de compostos
fendlicos, sobretudo ao seu composto maioritario - o carvacrol - e ao seu possivel sinergismo
com os restantes compostos que constituem o hidrolato [110].

As propriedades antimicrobianas dos fenois ja estdo bem descritas na literatura e podem
ser explicadas por intera¢oes dos mesmos com a membrana celular dos microrganismos. A
maior atividade antimicrobiana do carvacrol, segundo a bibliografia (Arfa et al. 2006), pode
ser resultado da sua hidrofobicidade, aumentando a interacdo e o acumular de compostos
na membrana celular. A sua capacidade de ligacdo ao hidrogénio e sua capacidade de
libertacao de protdes podem induzir modificacdo conformacional da membrana, resultando
em morte celular [111].

Esta planta, Thymbra capitata, tal como o Helicrysum italicum é uma planta autéctone de
Portugal continental, ocorrendo naturalmente no territério portugués [112]. Esta
caracteristica, como foi referido anteriormente, aumenta exponencialmente o interesse dos

produtores nesta planta, devido a maior facilidade no acesso e produgao.

Durante a realizacdo dos ensaios de atividade antimicrobiana ndo era esperada uma
reducdo acentuada do crescimento microbiano, tal como se verificou durante a analise dos
mesmos. Quando comparados com os 6leos essenciais, os hidrolatos tendem a ser menos
eficazes pois a sua bioatividade é menor. Considerando a sua acdo como antifingicos, o
unico hidrolato que se demostrou interessante para possivel aplicacio num produto

cosmético ou farmaceéutico foi o hidrolato da Thymbra capitata.

Apesar dos estudos que relatam a atividade antifingica dos hidrolatos serem escassos, estes

reportam que a atividade destes é muito moderada, tendo uma eficicia muito menor
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quando comparados com os respetivos 6leos essenciais [113]. Contudo, apesar da maior
atividade antifiingica que apresentam, os 6leos essenciais apresentam também uma menor
margem de seguranca. Os hidrolatos, por serem menos toxicos, apresentam a vantagem de
poderem ser usados sem diluicao e ser aplicados diretamente no local de interesse ou serem
até bebidos [29]. Esta caracteristica aumenta o seu interesse como compostos bioativos para

diferentes aplicagoes, onde se inclui a sua inclusao em produtos cosméticos.
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6.Conclusao e Perspetivas Futuras

A utilizacdo dos hidrolatos tem se demostrado cada vez mais interessante, apesar da sua
eficacia mais reduzida quando comparados com os seus respetivos 6leos essenciais.

As vantagens da utilizacao dos hidrolatos ja estao a ser aproveitadas por algumas empresas,
e ja podem ser encontrados no mercado em formulacGes cosméticas, ou puros para

utilizacao cosmética e até alimentar como era efetuado na antiguidade.

Entre as diferentes aplicacbes que podem ser atribuidas a estes produtos, a sua elevada
biocompatibilidade, aliada ao potencial bioativo de alguns deles, tornam-nos
particularmente interessantes como ingredientes em formulacées de aplicacao topica,

nomeadamente em produtos cosméticos.

Dos hidrolatos e extrato aquoso que foram estudados ao longo deste trabalho, todos
apresentaram a capacidade de reduzir a viabilidade celular. Ainda assim, todos possuem
concentracdes em que sao biocompativeis, com excecao do hidrolato de Thymbra capitata,
apresentando-se este como o hidrolato mais citotoxico. Através da comparacdo dos
diferentes resultados, descobrimos que o hidrolato mais biocompativel foi Helichrysum
italicum. Este, juntamente com o hidrolato de Ocimum basilicum, apresentaram valores
IC50 muito mais elevados do que os correspondentes ECsos, e foram por isso considerados
os melhores candidatos como ingredientes bioativos para aplicagdo em produtos com ac¢ao
anti-inflamatoria. Verificou-se também que, para a maioria dos extratos, esta acdo anti-
inflamatoria se deveu a uma verdadeira diminuicao dos niveis de NO produzidos e nao ao
seu potencial de atuarem como antioxidantes (Scavenging), corroborando assim o seu

potencial anti-inflamatorio.

Relativamente ao potencial dos hidrolatos em atuarem como antifingicos, apenas o
hidrolato de Thymbra capitata apresentou CMIs visuais para ambos 0s microrganismos,
sendo fungistatico nessas concentragdes. Contudo, as concentracoes necessarias para se
conseguir esta atividade foram muito superiores aos limites de biocompatibilidade em
ambas as linhas celulares. Estudos adicionais, em modelos mais robustos, sdo necessarios

para aferir a verdadeira citotoxicidade deste subproduto.
Conclui-se assim que os hidrolatos de Helichrysum italicum e Thymbra capitata se

destacaram pela capacidade anti-inflamatoria e antimicrobiana, respetivamente. Sendo

estes subprodutos da hidrodestilacao de 6leos essenciais, os resultados obtidos contribuem
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para a valorizacao dos hidrolatos, particularmente dos provenientes de plantas autoctones

portuguesas.

As potenciais aplicagbes destes hidrolatos poderiam incluir champds, cremes ou
desodorizantes que atuassem como adjuvantes em casos de infecao flingica ou de doencas
com grande componente inflamatoéria, contribuindo para a manutencao da saude da pele.
A sua utilizacao diaria poderia contribuir para prevencao do aparecimento de doencas
fangicas mais prevalentes. Uma outra possivel aplicacio seria também, por exemplo, como
antioxidantes com acao anti-aging ou como conservantes em formulagoes cosméticas gragas

a atividade antioxidante que alguns hidrolatos apresentaram.
Contudo, é indispensavel a realizacao de mais estudos que avaliem tanto outros potenciais

efeitos bioativos com vista a outras aplicacoes, como também estudos que avaliem a sua

seguranca, como o estudo do seu potencial mutagénico e genotoxico.
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8. Apéndice I — Atividade Scavenging
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Figura A1 - Capacidade de eliminagdo de NO dos hidrolatos das plantas da familia Lamiaceae. Os resultados sao

expressos em percentagem de libertagdo NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo. *

representam significancia estatistica quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de

p < 0,05 usando ANOVA unidirecional.
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Figura A2 - Capacidade de eliminagido de NO dos hidrolatos das plantas da familia Asteraceae. Os resultados

sdo expressos em percentagem de libertacdo NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo. *

representam significancia estatistica quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de

p < 0,05 usando ANOVA unidirecional.
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Figura A3 - Capacidade de eliminacdo de NO dos hidrolatos das plantas da familia Cistaceae, Cupressaceae,
Orobanchaceae e extrato aquosos da familia Hamamelidaceae. Os resultados sao expressos em percentagem de
libertacdo NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo. * representam significancia
estatistica quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA

unidirecional.

9. Apéndice II — Concentracao necessaria de

extrato para inibir 50 % da viabilidade celular

IC;o - Concentracao Inibitoria Média na linha celular HaCaT

Thymbra capitata_ICs, Ocimum basilicum_IC50
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Figura A4 - Curvas de dose-resposta ICso (Concentracao Inibitéria Média) dos hidrolatos da familia Lamiaceae

pela linha celular HaCaT.
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Figura Aj - Curvas de dose-resposta ICso (Concentragio Inibitéria Média) dos hidrolatos da familia Asteraceae

pela linha celular HaCaT.
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Figura A6 - Curvas de dose-resposta ICso (Concentracao Inibitéria Média) dos hidrolatos das familias Cistaceae,

Cupressaceae e Hamamelidaceae pela linha celular HaCaT.
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ICso - Concentracao Inibitéria Média na linha celular RAW

Thymbra capitata_IC, Ocimum basilicum_ICg,
° 100 < 100
o o L
= ]
c 80+ c 8
o o
o o
g g 60
X X
© 40 © 40
k-] k-]
© 1]
2 204 2 204
8 2
8 S - 8
> I T T T 1 > I T T T 1
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Concentragéo Log Concentragao Log

Figura A7 - Curvas de dose-resposta ICso (Concentragdo Inibitéria Média) dos hidrolatos da familia Lamiaceae
pela linha celular RAW.
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Figura A8 - Curvas de dose-resposta ICso (Concentracdo Inibitéria Média) dos hidrolatos da familia Asteraceae
pela linha celular RAW.
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Cupressus lutitanea_ICg, Cistus ladanifer_ICy,
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Figura Ag - Curvas de dose-resposta ICso (Concentracgao Inibitoria Média) dos hidrolatos da familia hidrolatos

das familias Cistaceae, Cupressaceae, Orobanchaceae e Hamamelidaceae pela linha celular RAW.

Tabela A1- Tabela com os valores de ICso, intervalo de confianca e R2 para cada um dos hidrolatos e extrato

aquoso.

ICs0 Intervalo de Confianca R2
Euphrasia officinalis 20,46 15,26 t- 25,98 0,8308
Echinacea purptirea 11,63 9,374 - 15,74 0,8751
Ocimum basilicum 20,90 26,23 - 33,64 0,7988
Thymbra capitata 1,307 1,154 - 1,477 0,8344
Cupressus lutitanea 8,620 5,756 - 18,25 0,8801
Hamamelis virginiana 5,845 4,592 - 8,316 0,9204
Helicrysum italicum 36,14 33,79 - 38,67 0,8928
Matricharia camomila 11,20 8,819 - 17,40 0,8798
Cistus ladanifer 14,62 12,99 - 16,31 0,9362
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10. Apéndice III — Concentracao de extrato

para a qual 50% da populacao apresenta

resposta apés um periodo de tempo especifico

ECso - Concentracao que induz metade do efeito maximo na linha

celular RAW
Thymbra capitata _ECg, Ocimum basilicum_ECs,
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Figura A10- Curvas de dose-resposta ECso dos hidrolatos da familia Lamiaceae na linha celular RAW.
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Figura A11 - Curvas de dose-resposta ECso dos hidrolatos da familia Asteraceae pelas linha celular RAW.
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Euphrasia officinalis _ECs, Cistus ladanifer_ECS0
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Figura A12 - Curvas de dose-resposta ECso dos hidrolatos dos hidrolatos da familia hidrolatos das familias

Cistaceae, Cupressaceae, Orobanchaceae e Hamamelidaceae na linha celular RAW.

Tabela A2 - Tabela com os valores de ECso, intervalo de confianca e R2 para cada um dos hidrolatos/extrato

aquoso.
ECso Intervalo de Confianca R2
Euphrasia officinalis 4,487 3,961 - 5,072 0,9385
Echinacea purptrea 4,977 4,486 - 5,490 0,9649
Ocimum basilicum 3,870 3,222 - 4,633 0,8804
Thymbra capitata 1,306 1,050- 1,576 0,7594
Cupressus lutitanea 3,117 2,646 - 3,664 0,8869
Hamamelis virginiana 4,661 3,932 -5,504 0,8427
Helicrysum italicum 1,924 1,639 - 2,231 0,9148
Matricharia camomila 1,903 1,681 - 2,143 0,9220
Cistus ladanifer 1,411 1,036 - 1,789 0,7750
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11. Anexo I —Relatorios de Analise Cromatografica

Cistus ladanifer

90

ﬂ Relatério de analise GC-MS
g CENTRO . Amostra: Hidrolato de Cistus ladanifer
R{ ][E]K{ (J’v](\’\gol OGIA Aromas de Valado

Data da anélise: 13/12/2018

Detalhes da Analise Cromatografica:

O perfil volatil do hidrolato de Cistus ladanifer (Aromas de Valado) foi obtido, em
triplicado, através de cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotémetro de massa
(GC/MS SCION-5Q 456 GC, Bruker). A separagdo dos compostos foi conseguida através de
uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS com 30m de comprimento, 0,25mm de
didmetro e 0,25um de espessura (Agilent J&W GC Columns), utilizando-se o hélio como gés
de arraste com um fluxo de 1ImL/min.

O hidrolato foi injetado com uma concentragdo de 1mg/mL (0,5uL), utilizando-se
um split de 1:10. A temperatura inicial do forno foi programada para 45°C, aumentando
gradualmente 3°C/min até aos 175°C, finalmente aumenta até aos 300°C com uma razdo
de aquecimento de 15°C/min, mantendo-se nesta temperatura final durante 10 minutos. O
injetor e o detetor foram mantidos a 220°C e 250°C, respetivamente.

A identificagdo dos compostos foi baseada na comparagdo dos espetros de massa
com os espetros de massa da biblioteca NIST incluida no software do equipamento. A
quantidade relativa de cada composto foi expressa em percentagem da area relativa do
pico do composto relativamente a drea total dos picos identificados da amostra, bem como
em percentagem da area relativa do pico de cada composto relativamente a area do pico
do composto maioritdrio.

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior

Escola Superior Agraria cbpbi@ipcb.pt
Quinta da Sr2 de Mércules Telef. 272 339 900

6001-909 Castelo Branco http://cbpbi.ipcb.pt/

| TR Nome do C Férmula Area %Ct')m'p?s.to % Composto
maioritario total
1 | 4,966 | 4-Hidroxi-4-metilpentan-2-one | CsH120: 9870000 5,14 1,11
3 |17,4% Borneol CioH150 75200000 39,17 8,45
4 118,431 p-Cimen-8-ol CioH1s0 95100000 49,53 10,69
5 (18,928 (-)-Mirtenol CioH160 99400000 51,77 11,17
6 (19,499 D-Verbenona Ci10H1s0 87300000 45,47 9,81
7 19,953 trans-Carveol CioH160 51300000 26,72 5,77
8 20,095 12500000 6,51 1,40
9 [20,460 35000000 18,23 3,93
10)21,473 31400000 16,35 3,53
11)22,151 20100000 10,47 2,26
12122,436 16100000 8,39 1,81
13)23,135 p-Cimen-7-ol Ci0H140 18400000 9,58 2,07
14 23,305 30500000 15,89 3,43
15| 23,805 | 4-Hidroxi-3-metoxibanzaldeido | CoH1002 19200000 100,00 21,58
1624,130 10500000 5,47 1,18
1724,801 24400000 12,71 2,74
18 125,636 17700000 9,22 1,99
19]28,103 12400000 6,46 1,39
20(31,487 25600000 13,33 2,88
21]32,441| 2,5-Di(1,1-dimetiletil)-fenol C14H220 16000000 8,33 1,80
| % Total de compostos identificados: 73,45

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior
Escola Superior Agréria cbpbi@ipcb.pt
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Cupressus lusitanica
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ﬂ Relatério de analise GC-MS

Amostra: Hidrolato de Cupressus lusitanica

CENTRO
\ DE BIOTECNOLOGIA Folh
DE PLANTAS olha
Data da anlise: 30/01/2020

Detalhes da Analise Cromatografica:

0 perfil volatil do hidrolato de Cupressus lusitdnica (folha) foi obtido, em triplicado, através
de cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotdmetro de massa (GC/MS SCION-SQ 456
GC, Bruker). A 3o dos foi através de uma coluna capilar de
silica fundida HP-5MS com 30m de comprimento, 0,25mm de didmetro e 0,25um de
espessura (Agilent J&W GC Columns), utilizando-se o hélio como gés de arraste com um fluxo
de 1mL/min.

0 hidrolato foi injetado com uma concentragdo de 6 mg/mL (1,6 pL), utilizando-se um split
de 1:5. A temperatura inicial do forno foi programada para 45°C, aumentando gradualmente
3°C/min até aos 175°C, finalmente aumenta até aos 300°C com uma razio de aquecimento
de 15°C/min, mantendo-se nesta temperatura final durante 10 minutos. O injetor e o detetor
foram mantidos a 220°C e 250°C, respetivamente.

A identificagdo dos compostos volateis presentes na amostra foi realizada utilizando-se trés
métodos analiticos distintos: comparagdo dos espetros de massa obtidos com os espetros
de massa da biblioteca NIST 17 incluida no software do equipamento, bem como atendendo
aos indices de Kovats (NIST 17) e a comparagdo destes com os indices de Kovats
experimentais obtidos de acordo com uma série de alcanos injetada com o mesmo método
que a amostra. Alguns dos compostos, nomeadamente o linalool e o terpinen-4-ol foram
ainda confirmados através da comparagdo com padrdes (Sigma-Aldrich). A quantidade
relativa de cada composto foi expressa em percentagem da drea relativa do pico do
composto relativamente a area total dos picos identificados na amostra, bem como em
percentagem da drea relativa do pico de cada composto relativamente a drea do pico do
composto maioritario.

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior
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Relatério de anilise GC-MS

Amostra: Hidrolato de Cupressus lusitanica
Folha
Data da anilise: 30/01/2020

Cromatograma do hidrolato de Cupressus lusitanica obtido por GC-MS:

A J skt

Anilise - e relativas dos volteis

presentes na amostra:

TR NomedoComposto  Férm. G.de Area % Composto % IRL
Mol. Conf. maloritdrio  Composto  NIST

total

1364  trans-linalooloxide  CioHuO: 940 5826407 161 0,63 1086

1421 Uinalool CoHuO 956  1,376+08 3,80 148 1099

14,28 2-Nonanol CHx0 953 9,19€+07 255 099 1102

2-Cyclohexen-1-ol, 1-
15,08 methyl-4-(1- CuHuO 947 1256408 347 135 122
methylethyl)-, cis-
2Cyclohexen-1-0l, 1-
15,90 methyl-4-{1- 922 1256408 347 135
methylethyl)-, cis-

1685 '*M'""“:I'“"'*‘ CeHuO 951 1896408 525 208 1167

1716 p-Mentha-1.5-dien-8-ol 925 1256408 346 135

17,67 Terpinen-4-ol CuMuO 936 3616409 100,00 3893 1177

17,88 m-Cymen-8-ol CeHuO 911 8756407 243 094 1180

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior

Escola Superior Agrria cbpbi@ipch.pt

Quinta da Sr? de Mércules Telef. 272 339 900

6001-909 Castelo Branco
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Série de
Alcanos

1066,32

1082,35

1102,40

1147,10

1167,76
1173,08

18,01
18,11
18,26
18,43
19,00
20,05

20,92

21,81
29,28

29,93

31,43
31,67
32,74
37,30
46,43
46,70
47,88
48,56

p-Cymen-8-ol
a-Terpineol
aTerpineol

Citronellol

47,
Trimethylbicyclo[4.1.
0Jhept-3-en-2-one
Cadina-3,5-diene
cis-Muurola-4(15),5-

diene
Zonarene

a-Cadinol

16BH-Kauran-16-ol

CioH10 91,5 2,50€+08 6,93 2,70
89,2 2,08E+08 578 2,25
CioH1s0 94,6 1,36E+09 37,69 14,67
7,736407 2,14 0,83
2,00E+08 5,54 2,16
CioHa00 93,4 1,256+08 3,46 135
CioH10 92,5 1,11E+08 3,07 1,19
1,15E+08 3,18 1,24
CisHas 92,8  837E+07 2,32 0,90
CisHas 94,8  1,99E+08 5,52 215
CisHae 942  1,81E+08 5,02 1,95
6,38E+07 1,77 0,69
5,96E407 1,65 0,64
CioH10 925  1,25E+08 3,46 135
2,05E408 5,68 2,21
5,03£407 1,40 054
1,03£409 28,69 11,17
CaoH3:0 86,7  2,72E+08 7,55 2,94
% Total de compostos identificados: 83,27

1183

1189

1228

1314

1458
1463

1527
1653
1228
1653

2266

Apenas sio considerados compostos cuja drea relativa ao composto maioritario seja > 0,5%.

1176,40

1182,77
1187,04
1201,37
1227,87

1249,85

1272,18
1460,47

1477,03

1514,65
1520,84
1547,80
1662,79
1909,38
1952,64
2138,67
2245,64
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Echinacea purpurea
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ENTRO
E BIOTECNOLOGIA Mi
DE PLANTAS x
Data da andlise: 20/02/2020

ﬁ Relatério de analise GC-MS
((/ CENT Amostra: Hidrolato de Echinacea purpurea
DE

Detalhes da Anélise Cromatografica:

O perfil volatil do hidrolato de Echinacea purpurea (Mix) foi obtido, em triplicado, através de
cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotémetro de massa (GC/MS SCION-SQ 456
GC, Bruker). A separagdo dos compostos foi conseguida através de uma coluna capilar de
silica fundida HP-5MS com 30m de comprimento, 0,25mm de didmetro e 0,25um de
espessura (Agilent J]&W GC Columns), utilizando-se o hélio como gas de arraste com um fluxo
de 1mL/min.

O hidrolato foi injetado com uma concentragdo de 1 mg/mL (2 pL), utilizando-se um split de
1:5. A temperatura inicial do forno foi programada para 45°C, aumentando gradualmente
3°C/min até aos 175°C, finalmente aumenta até aos 300°C com uma raz3o de aquecimento
de 15°C/min, mantendo-se nesta temperatura final durante 10 minutos. O injetor e o detetor
foram mantidos a 220°C e 250°C, respetivamente.

A identificagdo dos compostos volateis presentes na amostra foi realizada utilizando-se dois
métodos analiticos distintos: comparagdo dos espetros de massa obtidos com os espetros
de massa da biblioteca NIST 17 incluida no software do equipamento, bem como atendendo
aos indices de Kovats (NIST 17) e a comparagdo destes com os indices de Kovats
experimentais obtidos de acordo com uma série de alcanos injetada com o mesmo método
que a amostra. Relativamente ao linalool, este foi ainda confirmado através da comparagdo
com padrdes (Sigma-Aldrich). A quantidade relativa de cada composto foi expressa em
percentagem da drea relativa do pico do composto relativamente a area total dos picos
identificados na amostra, bem como em percentagem da area relativa do pico de cada
composto relativamente a area do pico do composto maioritario.

Cromatograma do hidroato (em cima) e do 6leo essencial (em baixo) da Echinacea purpurea.

T
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ﬂ Relatério de analise GC-MS

”) CENTRO Amostra: Hidrolato de Echinacea purpurea

\ BI[ ﬁ]lC{LEIC\V\;O[ OGIA Mix
SIRA IN Data da analise: 20/02/2020

Cromatograma do hidrolato de Equinacea purpurea obtido por GC-MS:

T

Anélise cromatografica — identificagdo e percentagens relativas dos compostos volateis presentes

na amostra:
TR Nome do Férm.  Grau Area % % IRL Série de
Composto Mol. de Composto Composto NIST Alcanos
Conf maioritario total
11,61 Benzeneacetalde C8H80 96,0 9,56E+07 4,67 0,55 1045 1015,11
hyde
‘ 14,19 Linalool CioH10 95,7  1,69E+08 8,26 0,97 1099 1080,17
Bicyclo[3.1.1]hep
tan-3-ol, 6,6-
15,79 dimethyl-2- CwHiO 94,7  3,39E408 16,59 1,94 1139 1119,78
methylene-, [1S-
(1a,3a,5a)]-
15,95 cis-Verbenol CioH160 95,8 2,39E+08 11,68 137 1142 1123,82
‘ 16,15  trans-Verbenol CiwoH10 96,2 2,05E+09 100,00 11,70 1144 1129,38
16,29 3,09E+08 15,12 1,77 1167 1132,91
‘ 17,03 endo-Borneol CioH10 89,3  1,03E+08 5,04 0,59 1167 1151,57
Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior
Escola Superior Agréria cbpbi@ipch.pt

Quinta da Sr2 de Mércules
6001-909 Castelo Branco

Telef. 272 339 900
http://cbpbi.ipcb.pt/

25

26

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

17,13

17,58
17,96
18,20
18,46
18,69
19,00
19,50
19,66
20,35
20,56
20,93
21,17
21,84

23,01
23,25
23,67

24,31

24,77

32,14
3435
37,19
38,19
38,46
38,54
38,65
40,76
41,17
41,44
42,29
42,96
43,59
45,05

p-Mentha-1,5-
dien-8-ol

p-Cymen-8-ol
a-Terpineol
Myrtenol

Levoverbenone
trans-Carveol

Pulegone
D-Carvone

Geraniol
Citral
p-Mentha-1,8-
dien-7-ol
Carvacrol
2-Methoxy-4-
vinylphenol
Phenol, 5-
ethenyl-2-
methoxy-
(2-Methoxy-4-
vinylphenol)
p-Mentha-1,4(8)-
dien-3-one
(Piperitenone)

Spathulenol

CuH0 89,7  7,55E+08 36,92 432
2,68E+08 13,08 1,53

CioH10 93,6 2,55E+08 12,48 1,46
CuHi0 94,4  3,82E+08 18,65 2,18
CuHi0 93,8 2,44E+08 11,90 1,39
87,8  2,20E+08 10,73 1,26
CuH1O 96,7  1,66E409 81,16 9,49
CuHi0 951  4,96E+08 24,25 2,84
1,81E408 6,71 0,96

CuHi0 93,4  1,48E+08 8,86 1,04
CH1O 93,8  1,13E+08 7,23 0385
1,35E408 5,53 0,65

CuHiO 92,9 9,10E407 4,45 052
CioHi0 90,7  1,28E+08 6,28 073
CoHiO 93,1  1,23E408 6,03 071
CioHia02 91,9 1,34E+08 6,53 076
CsHio02 94,4 1,01E+09 49,56 5,80
CsHioOz 91,5 2,17E+08 10,59 1,24
CiH1O 958  4,39E+08 21,43 2,51
1,156408 5,61 0,66

CisHuO 94,2 1,23E408 6,02 0,70
9,15€+08 44,73 5,23

9,88E+07 4,83 0,556

3,42E+08 16,71 1,95

4,69E+08 22,92 2,68

1,60E+08 7,84 0,92

1,63E+08 7,95 093

1,91E+09 93,57 10,94

4,68E+08 22,90 2,68

2,50€+08 12,23 1,43

1,12€408 547 0,64

1,80E+09 87,80 10,27

2,61E+08 12,75 1,49

[ % Total de d 53,25

1237
1246

1255
1276

1296
1299
1317

1337

1340

1576

1154,32

117525
1181,29
1187,61

1201,31
1213,84
1218,08
1235,45
1240,59
1250,13
1255,99
1272,96

1302,42
1308,62
1319,01

1335,18

1346,91

1532,69
1588,40
1659,95
1685,21
1692,01
1694,05
1696,88
1750,00
1760,33
1767,12
1788,51
1805,42
1821,38
1858,23

Apenas sdo considerados compostos cuja drea relativa ao composto maioritério seja > 0,5%.

Em comparagdo com o 6leo essencial da Echinacea purpurea, o hidrolato apresenta uma maior

variabilidade e quantidade de compostos.
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Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

Euphrasia officinalis

a

CENTRO
\ DE BIOTECNOLOGIA
DE PLANTAS

Relatério de andlise HPLC

Amostra: Euphrasia officinalis
Data da andlise: 20/05/2021

Detalhes da amostra:

A amostra foi processada segundo a overview feita inicialmente pelo projeto, depois foi
liofilizada e por fim dissolvida em metanol de forma a obter-se uma concentragdo de 20
mg/mL. A amostra foi armazenada no frio a 6-8 °C.

Data de extragdo: 06/05/2021
Detalhes da Anilise Cromatografica:

0 perfil quimico do extrato aquoso obtido por infusdo de Euphrasia officinalis foi obtido
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector Diode Array. A
separagio dos compostos foi conseguida através de uma coluna YMC-Triart PFP (150 m x 4,6
mm, D.S 5 um, 12 nm) utilizando-se uma pré-coluna Triart PFP (10 x 3.0 mm I.D., -5 um, 12
nm) e um guard-c-holder Art-Nr XPGCH-Q1 (10 x1-4.0 mm 1.D.). A fase mével consistia em
um solvente A (acetonitrilo) e um solvente B (0,1% TFA/dgua) com um fluxo corrente a 1
mL/min.

A amostra foi injetada com uma concentragdo de 20 mg/mL (50 uL). A temperatura da coluna
foi definida a 40 °C. O gradiente da fase mével foi programado da seguinte forma:
inicialmente 10% A e 90% B em 3min, 15% A e 85% B dos 15-25 min, 18% A e 82% B dos 25-
45min, 30% A e 70% B dos 45-50min, 42% A e 58% B dos 50-54min, 50% A e 50% B dos 54-
55min, depois 100% A e 0% de B dos 55-60min e por fim 10% A e 90% B nos 60min.

A identificagdo dos compostos foi feita a partir de curvas de calibragdo com padrdes
adquiridos e depois foram quantificados (C calculado) consoante a concentragdo de amostra
injetada. Segundo o método definido verificou-se que:

Acido Galico absorve aos 280nm

v v

Acido clorogenico absorve aos 322nm — tempo de retengdo =10,70min

v

Rutina absorve aos 255nm

Acido cafeico absorve aos 322nm — tempo de retengdo =13,50min
Camferol absorve aos 360nm

Epicatequina absorve aos 263nm

YV ¥V V¥V

Resveratrol absorve aos 291nm

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior

~ CENTRO
\ DE BIOTECNOLOGIA
DE PLANTAS

Relatoério de analise HPLC

Amostra: Euphrasia officinalis
Data da analise: 20/05/2021

Cromatogramas do extrato aquoso de Euphrasia officinalis obtidos por HPLC:

Ac.Clorogénico
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~ CENTRO
X DE BIOTECNOLOGIA
DE PLANTAS

Relatério de anélise HPLC

Amostra: Euphrasia officinalis
Data da anlise: 20/05/2021

Camferol

. Epicatequina
Anilise - doe 30 dos quimicos presentes
na amostra:

. P CCALC € CALC (uG/mg
TR.(min) Nome do Composto Area (HG/mL) extrato)

1 344 Acido galico 188,157 7,992 0,399

2 10,40 Epicatequina 3239,51 101,878 5,093

3 10,55 Acido clorogenico 138,606 11,927 0,596

4 24,88 Rutina 203,975 44,230 2,11

5 49,94 Camferol 27,510 19,273 0,963

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior
Escola Superior Agraria

Quinta da Sr2 de Mércules

6001-909 Castelo Branco

cbpbi@ipcb.pt
Telef. 272 339 900
http://cbpbi.ipcb.pt/

ko umOPEA




Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

Hamamelis virginiana

> Relatério de andlise GC-MS ﬂ Relatdrio de andlise GC-MS Relatdrio de analise GC-MS
< ENTRO § \cwum - )
PP IOIECNOLOGIA Amostra: Hidrolato de Hamamelis virginiana BE BIQTESNOLOGIA Amostra: Hidrolato de Hamamelis virginiana ] Amostra: Hidrolato de Hamamelis virginiana
Data da analise: 20/04/2021 Data da andlise: 20/04/2021 Data da analise: 20/04/2021
. - 8 | 32,9 4,49E406 26,71 7,16
Detalhes da Andlise Cromatogrifica: Ci do de g obtido por GC-MS: 9 | 3375 5116406 30,41 815
10 | 3858 4,18E406 24,88 6,67

O perfil volatil do hidrolato de Hamamelis virginiana foi obtido, em triplicado, através de 5o e
cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotometro de massa (GC/MS SCION-SQ 456 )

GC, Bruker). A separagdo dos compostos foi conseguida através de uma coluna capilar de % Total de compostos identificados: 52,48
silica fundida HP-5MS com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didametro e 0,25 pm de

espessura (Agilent J&W GC Columns), utilizando-se o hélio como gas de arraste com um

fluxo de ImL/min. .

11 | 39,39 3,88E+06 23,11 6,19

A amostra de hidrolato foi injetada com uma concentragdo de 4 mg/mL (1 uL), utilizando-

se um split de 1:10. A temperatura inicial do forno foi programada para 45°C, aumentando LI
gradualmente 3°C/min até aos 175°C, finalmente aumenta até aos 300°C com uma razio |
de i de 15°C/min, nesta temperatura final durante 10 minutos. O
injetor e o detetor foram mantidos a 220°C e 250°C, respetivamente.

A identificagdo dos volateis pi na amostra foi realizada utilizando-se "1
dois métodos analiticos distintos: comparagdo dos espetros de massa obtidos com os \\—{ | [

espetros de massa da biblioteca NIST 17 incluida no software do equipamento, bem como | . Ml&_vu'.g.xw*-tw_:-ﬁ;_._._u
atendendo aos indices de Kovats (NIST 17) e & comparagdo destes com os indices de Kovats L - 3 — — e N i
experimentais obtidos de acordo com uma série de alcanos injetada com o mesmo método

Anélise - i e relativas dos volateis
presentes na amostra:

que a amostra. A quantidade relativa de cada composto foi expressa em percentagem da
drea relativa do pico do composto relativamente a drea total dos picos identificados na

amostra, bem como em percentagem da area relativa do pico de cada composto
. - , o . . Nome do Formula ra % Composto % IRL  Série de
relativamente a drea do pico do composto maioritdrio. Apenas sdo considerados T.R. ¢ de Area AT Composto
omposto Mol ohe maioritario toral NIST  Alcanos
compostos cuja area relativa ao composto maioritério seja > 0,5%. ont. 0ta
1 12,07 2,66E+06 15,83 424
2 1524 2,63E+06 15,66 4,20
3 | 1817 2,33E+06 13,87 372
4 1935 a-Terpineol CigHis0 90,5 9,28E+06 55,22 14,80 1189 118885
5 | 24,4 Carvacrol C10HuO 91,5 1,68E+07 100,00 26,80 1299 1311,51
6 | 2648 4,51E406 26,82 7,19
Propanoic acid, 2-
methyl-, 3-hydroxy-
7 | 27,45 224- CuHuOs 92,0 6,81E+06 40,57 10,87 1380 138491
trimethylpentyl
ester
Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior
Escola Superior Agréria cbpbi@ipcb.pt Escola Superior Agraria cbpbi@ipch.pt Escola Superior Agraria chpbi@ipch.pt
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Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

Helichrysum italicum

ﬁ Relatério de anilise GC-MS
~) CENTRO : ) -
%X DE BIOTECNOLOGIA Amostra: Hidrolato de Helichrysum italicum

DE PLANTAS Data da andlise: 08/10/2020

Detalhes da Analise Cromatografica:

O perfil voldtil do hidrolato de Helichrysum italicum foi obtido, em triplicado, através de
cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotémetro de massa (GC/MS SCION-SQ 456
GC, Bruker). A separagdo dos compostos foi conseguida através de uma coluna capilar de
silica fundida HP-5MS com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro e 0,25 pm de
espessura (Agilent J&W GC Columns), utilizando-se o hélio como gas de arraste com um
fluxo de 1mL/min.

0 hidrolato foi injetado com uma concentragdo de 9 mg/mL (1 L), utilizando-se um split
de 1:50. A temperatura inicial do forno foi programada para 45°C, aumentando
gradualmente 3°C/min até aos 175°C, finalmente aumenta até aos 300°C com uma razdo
de i de 15°C/min,
injetor e o detetor foram mantidos a 220°C e 250°C, respetivamente.

-se nesta temperatura final durante 10 minutos. O

A identificacdo dos compostos voldteis presentes na amostra foi realizada utilizando-se
dois métodos analiticos distintos: comparacdo dos espetros de massa obtidos com os
espetros de massa da biblioteca NIST 17 incluida no software do equipamento, bem como
atendendo aos indices de Kovats (NIST 17) e a comparagdo destes com os indices de Kovats
experimentais obtidos de acordo com uma série de alcanos injetada com o mesmo método
que a amostra. Alguns dos compostos nomeadamente, o 1,8-Cineole e o linalool foram
ainda confirmados através da comparagio com padrdes (Sigma-Aldrich). A quantidade
relativa de cada composto foi expressa em percentagem da drea relativa do pico do
composto relativamente a drea total dos picos identificados na amostra, bem como em
percentagem da area relativa do pico de cada composto relativamente a area do pico do
composto maioritario.

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior

Escola Superior Agréria cbpbi@ipcb.pt
Quinta da Sr2 de Mércules Telef. 272 339 900
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Amostra: Hidrolato de Helichrysum italicum

Relatério de anilise GC-MS

Data da anélise: 08/10/2020

Cromatograma do hidrolato de Helichrysum italicum obtido por GC-MS:

o
- " N7 " S e
Andlise a - 30 e pe relativas dos compostos volateis
presentes na amostra:
9
Nome do Férmula 6134 % Composto % IRL  Série de
TR. ¢ de Area OmMPOSIO o mposto
omposto Molecular maioritario NIST  Alcanos
Conf. total
12,05 1,8-Cineole CiHis0 962 897E+08 50,28 15,36 1032 1011,97
15,22 Linalool CiHiO 948  8,62E+07 4,83 1,48 1099 108893
1,5,7-Octatrien-3-
15,43 N 96,3  1,23E408 6,88 2,10 1107 1093,80
o, 3,7-dimethyl-  CioHisC

1691  L-Pinocarveol CiHi0 930  4,46E+07 2,50 076 1139 112983
1817  endo-Borneol CiHiO 954  1,74E+08 9,73 2,97 116742 1160,22
18,25 §-Terpineol CiHi0 960 3,85E+08 21,55 6,58 116643 1162,25
1873  Terpinen-4-ol CuHiO 92,0  1,15E+08 6,43 1,9 1177 1173,69
18,99 5,39E407 3,02 0,92
19,11 p-Cymen-8-ol CiH1O 90,4  4,60E+07 2,57 0,79 1183 1182,99

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior
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15
16
17

19,35
19,61

20,20

20,82

21,62

24,40
35,69
3872

a-Terpineol
(-)-Myrtenol
exo-2-
Hydroxycineole
2-Hydroxy-1,8-
cineole
(15,4R,5R)-1,3,3-
Trimethyl-2-
oxabicyclo[2.2.2]o
ctan-5-ol
Carvacrol
(-)-Spathulenol

CioHisO 947  1,78E+09 100,00 30,55
CioHiO 88,8 3,27€407 1,83 0,56

CioHi0; 851  8,42E+07 472 1,44
CihisO2 91,7  8,60E+07 4,82 1,47
CiisO2 873 4,14E+07 232 071
CiHiuO 928 1,73E+09 96,82 29,58
CisHuO 87,2 4,51E407 2,53 077
1,15E+08 6,46 1,97

% Total de compostos identificados: 93,62

1189
1213

1224

1228

1250

1299
1577

Apenas s3o considerados compostos cuja rea relativa ao composto maioritério seja > 0,5%.

1188,76
1195,21

1209,49

1224,36

1243,82

1311,14
1584,49

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior
Escola Superior Agraria
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Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

Matricaria chamomilla

97

ﬂ Relatério de analise GC-MS

\ CENTRO N Amostra: Hidrolato de Matricaria chamomilla
Br mRLFIE\’\gOI OGIA Inflorescéncia

Data da analise: 31/01/2020

Detalhes da Andlise Cromatografica:

O perfil voldtil do hidrolato de Matricaria chamomilla (inflorescéncia) foi obtido, em
triplicado, através de cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotémetro de massa
(GC/MS SCION-SQ 456 GC, Bruker). A separagdo dos compostos foi conseguida através de
uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS com 30m de comprimento, 0,25mm de
didgmetro e 0,25um de espessura (Agilent J&W GC Columns), utilizando-se o hélio como gés
de arraste com um fluxo de 1mL/min.

O hidrolato foi injetado com uma concentragdo de 6 mg/mL (1,2 pL), utilizando-se um split
de 1:5. A temperatura inicial do forno foi programada para 45°C, aumentando gradualmente
3°C/min até aos 175°C, finalmente aumenta até aos 300°C com uma raz3o de aquecimento
de 15°C/min, mantendo-se nesta temperatura final durante 10 minutos. O injetor e o detetor
foram mantidos a 220°C e 250°C, respetivamente.

A identificagdo dos compostos volateis presentes na amostra foi realizada utilizando-se dois
métodos analiticos distintos: comparagdo dos espetros de massa obtidos com os espetros
de massa da biblioteca NIST 17 incluida no software do equipamento, bem como atendendo
aos indices de Kovats (NIST 17) e a comparagdo destes com os indices de Kovats
experimentais obtidos de acordo com uma série de alcanos injetada com o mesmo método
que a amostra. A quantidade relativa de cada composto foi expressa em percentagem da
area relativa do pico do composto relativamente & area total dos picos identificados na
amostra, bem como em percentagem da area relativa do pico de cada composto
relativamente a drea do pico do composto maioritario.

Relatério de andlise GC-MS

,ﬂ Amostra: Hidrolato de Matricaria chamomilla
CENTRO Infl énci
X DE BIOTECNOLOGIA norescenda
DE PL/ AS Data da analise: 31/01/2020

Cromatograma do hidrolato de Matricaria chamomilla obtido por GC-MS:

Anélise cromatografica — identificagdo e percentagens relativas dos compostos volateis presentes
na amostra:

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior

Escola Superior Agréria cbpbi@ipch.pt
Quinta da Sr2 de Mércules Telef. 272 339 900
6001-909 Castelo Branco http://cbpbi.ipch.pt/

TR. Nome do Férm.  Grau Area % Composto % IRL  Série de
Composto Mol. de maioritério Composto  NIST  Alcanos
Conf. total
1 | 886 pPhellandrene  CuoHis 90,0 2,26E+07 0,67 0,54 1031 945,59
2 | 997 2,28E+07 0,68 0,54 973,59
3 | 3440 2,48E+07 0,74 0,59 1589,68
5 3734 “":;?::‘:"‘ CisH02 96,3 4,00E408 11,87 9,58 1655  1663,71
6 | 3749 1,39E408 413 3,33
7 3g3e Disabolone o0, 956 s9tEs07 2,64 213 1679 1689,07
oxide A
8 | 40,60 B'sab"':' oxide ¢ hu0; 972 3376409 100,00 80,67 1745  1745,94
9 aae7  CUEMEVIS G0, 935 839407 2,49 201 1849 184871
Dicycloether
10 | 4672 2,53€+07 0,75 0,61 1900,39
[ %Total de identifi : | 9492 |

Apenas sdo considerados compostos cuja area relativa ao composto maioritario seja > 0,5%.

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior

Escola Superior Agréria cbpbi@ipch.pt
Quinta da Sr2 de Mércules Telef. 272 339 900
6001-909 Castelo Branco http://cbpbi.ipcb.pt/



Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

Ocimum basilicum
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ﬁ Relatério de analise GC-MS

g CENTRO . Amostra: Hidrolato de Ocimum basilicum
DR O ECNOLOGIA Data da andlise: 07/05/2019
Detalhes da Andlise Cr dfica:

O perfil volatil do hidrolato de Ocimum basilicum foi obtido, em triplicado, através
de cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotémetro de massa (GC/MS SCION-SQ
456 GC, Bruker). A separagdo dos compostos foi conseguida através de uma coluna capilar
de silica fundida HP-5MS com 30m de comprimento, 0,25mm de didmetro e 0,25um de
espessura (Agilent J&W GC Columns), utilizando-se o hélio como gas de arraste com um
fluxo de 1mL/min.

0O hidrolato foi injetado com uma concentragdo de 1mg/mL (1 pL), utilizando-se um
split de 1:50. A temperatura inicial do forno foi programada para 45°C, aumentando
gradualmente 3°C/min até aos 175°C, finalmente aumenta até aos 300°C com uma razdo
de aquecimento de 15°C/min, mantendo-se nesta temperatura final durante 10 minutos. O
injetor e o detetor foram mantidos a 220°C e 250°C, respetivamente.

A identificagdo dos compostos volateis presentes na amostra foi realizada
utilizando-se trés métodos analiticos distintos: comparagdo dos espetros de massa obtidos
com os espetros de massa da biblioteca NIST 17 incluida no software do equipamento, bem
como atendendo aos indices de Kovats (NIST 17) e a comparagdo destes com os indices de
Kovats experimentais obtidos de acordo com uma série de alcanos injetada com o mesmo
método que a amostra. Alguns dos compostos, nomeadamente o a-Pineno, o eucaliptol, a
canfora e o linalool, foram ainda confirmados através da comparagdo com padrdes (Sigma-
Aldrich). A quantidade relativa de cada composto foi expressa em percentagem da drea
relativa do pico do composto relativamente a area total dos picos identificados na amostra,
bem como em percentagem da area relativa do pico de cada composto relativamente a
drea do pico do composto maioritario.

Relatério de analise GC-MS

/U Amostra: Hidrolato de Ocimum basilicum
CENTRO Data d alise: 07/05/2019

X DE BIOTECNOLOGIA ata da andlise: 07/05/

DE PLANTAS

Cromatograma do hidrolato de Ocimum basilicum obtido por GC-MS:

Eugenol
Linalool
Eucalyptol / a-Tefpineol
Analise cromatografica — identificagdo e per relativas dos volateis
presentes na amostra:
Férmula % %
#| T.R. |Nome do C . C Comp
maioritario | total
1| 7,540 a-Pinene CioH1e 1,80 0,95
2(11,386 Eucalyptol C10H150 6,38 3,35
3[14,525 Linalool CioH180 72,98 38,34
416,371 Camphor C10H160 2,15 1,13
5]18,531 o-Terpineol Ci0H150 5,96 3,13
621,498 Geraniol Ci0H180 1,09 0,57
725,930 Eugenol C10H120 100,00 52,53
% Total de compostos identificados: 100,00

Apenas sdo considerados compostos cuja area relativa ao composto maioritario seja > 0,5%.
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Avaliacao da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos

Thymbra capitata
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ﬁ Relatério de analise GC-MS
& CENTRO Amostra: Hidrolato de Thymbra capitata
\ DE BIOTFCI\;OI OGIA

DE PLANTA Mix
Data da analise: 29/01/2020

Detalhes da Andlise Cr

O perfil volatil do hidrolato de Thymbra capitata (mix) foi obtido, em triplicado, através de
cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotémetro de massa (GC/MS SCION-SQ 456
GC, Bruker). A separagdo dos compostos foi conseguida através de uma coluna capilar de
silica fundida HP-5MS com 30m de comprimento, 0,25mm de didmetro e 0,25um de
espessura (Agilent J&W GC Columns), utilizando-se o hélio como gas de arraste com um fluxo
de ImL/min.

O hidrolato foi injetado com uma concentragdo de 1 mg/mL (1 pL), utilizando-se um split de
1:20. A temperatura inicial do forno foi programada para 45°C, aumentando gradualmente
3°C/min até aos 175°C, finalmente aumenta até aos 300°C com uma razdo de aquecimento
de 15°C/min, mantendo-se nesta temperatura final durante 10 minutos. O injetor e o detetor
foram mantidos a 220°C e 250°C, respetivamente.

A identificagdo dos compostos voldteis presentes na amostra foi realizada utilizando-se trés
métodos analiticos distintos: comparagdo dos espetros de massa obtidos com os espetros
de massa da biblioteca NIST 17 incluida no software do equipamento, bem como atendendo
aos indices de Kovats (NIST 17) e a comparagdo destes com os indices de Kovats
experimentais obtidos de acordo com uma série de alcanos injetada com o mesmo método
que a amostra. Alguns dos compostos, nomeadamente o linalool, o eucalyptol, o p-cymene
e o terpinen-4-ol foram ainda confirmados através da comparagdo com padrdes (Sigma-
Aldrich). A quantidade relativa de cada composto foi expressa em percentagem da drea
relativa do pico do composto relativamente a drea total dos picos identificados na amostra,
bem como em percentagem da area relativa do pico de cada composto relativamente a area
do pico do composto maioritario.
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Relatério de analise GC-MS

> Amostra: Hidrolato de Thymbra capitata
CENTRO Mix
\ DE BIOTECNOLOGIA -

DE PLANTAS Data da andlise: 29/01/2020

Cromatograma do hidrolato de Thymbra capitata obtido por GC-MS:

Andlise cromatografica — identificagdo e percentagens relativas dos compostos volateis
presentes na amostra:

T.R. Nome do Férmula Grau Area % Composto % IRL Série de
Composto  Molecular de maioritdrio Composto  NIST  Alcanos
Conf. total
1 10,84 p-Cymene CioH1a 953  1,76E+07 0,39 0,38 1025 995,53
2| 11,10 Eucalyptol  CioH0 94,9  1,83E407 0,41 0,40 1032 1002,11
3| 17,61  Terpinen-  CiHisO 91,0  3,46E+07 0,77 0,75 1177 1166,34
4-ol
4 2337 Carvacrol  CwHuO 93,1  4,52E+09 100,00 98,11 1299 131152
5 3459 1,65E+07 0,36 0,36 1581  1594,53
% Total de compostos identificados: 99,64

Apenas sdo considerados compostos cuja drea relativa ao composto maioritario seja > 0,3%.
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