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Resumo

A Fragaria vesca, popularmente conhecida como morangueiro silvestre, é uma planta
pertencente a familia Rosaceae, encontrada nas zonas temperadas e subtropicais do
hemisfério norte. Os frutos, folhas e raizes apresentam propriedades medicinais, sendo
utilizados como anti-inflamatoérios, antioxidantes, analgésicos e vasodilatadores. As folhas, em
particular, tém atribuidas propriedades antissépticas, emolientes e de protegao
dermatolégica. Os compostos bioativos responsaveis por estas propriedades sao,
essencialmente, flavonoides, acidos fendlicos, elagitaninos e proantocianidinas.

Nas folhas de Fragaria vesca estao presentes elagitaninos, que podem ser extraidos
com solugoes hidroalcodlicas. Os elagitaninos apresentam capacidade despigmentante, com
um mecanismo que passa pela inibicao da tirosinase, uma enzima essencial na produgao
endogena de melanina. Esta atividade encontra-se relatada na bibliografia e foi avaliada num
ensaio com a tirosinase.

O objetivo deste trabalho centra-se no desenvolvimento de uma formulagao em gel
com agao despigmentante, para aplicagao topica, onde sera incorporado o extrato das folhas
de Fragaria vesca. O processo de extragao foi otimizado para se tornar especifico para os
elagitaninos. O gel apresentara, assim, atividade despigmentante.

Varias formulagoes em gel foram preparadas, tomando como base o Formulario
Galénico Portugués. Selecionou-se uma formulagao contendo agua, hidroxietilcelulose e
etanol a 96% com funcao de conservante. O extrato de Fragaria vesca foi incorporado na
concentracao de 2%.

Foram realizados estudos de estabilidade da formulagao, tendo em conta os efeitos
de temperatura e da presenga/auséncia de luz solar.

A seguranca do extrato e do gel foram avaliadas em ensaios in vitro, utilizando a linha
celular de queratindcitos HaCaT. Diferentes concentragoes do extrato e do gel foram
adicionadas as células em cultura e a viabilidade celular foi posteriormente avaliada com
recurso ao método do MTT. Em estudos com voluntarios humanos foi avaliado o potencial
irritante do gel. Procedeu-se ao doseamento do extrato e do gel a fim de determinar a
percentagem de elagitaninos presentes.

Os resultados revelam que o gel é estavel, seguro e hipoalergénico, sendo adequado

a aplicacao tépica.

Palavras-chave: Fragaria vesca, gel despigmentante, hidroxietilcelulose, elagitaninos.



Abstract

Fragaria vesca, popularly known as wild strawberry, is a plant belonging to the family
Rosaceae, found in temperate and subtropical areas of the northern hemisphere. The fruits,
leaves and roots have medicinal properties, being used as anti-inflammatories, antioxidants,
analgesics and vasodilators. The leaves, in particular, have been assigned antiseptic, emollient
and dermatological protection properties. The bioactive compounds responsible for these
properties are essentially flavonoids, phenolic acids, ellagitannins and proanthocyanidins.

In the leaves of Fragaria vesca are present ellagitannins, which can be extracted with
hydroalcoholic solutions. Ellagitannins have a depigmenting capacity, with a mechanism that
passes through the inhibition of tyrosinase, an essential enzyme in the endogenous
production of melanin. This activity is reported in the literature and evaluated in a tyrosinase
assay.

The objective of this work is the development of a gel formulation with depigmenting
action, for topical application, where the extract of Fragaria vesca leaves will be incorporated.
The extraction process was optimized to become specific to ellagitannins. The gel will thus
exhibit depigmenting activity.

Several gel formulations were prepared based on the Portuguese Galenic Form. A
formulation containing water, hydroxyethylcellulose and 96% ethanol as a preservative, was
selected. Fragaria vesca extract was incorporated in the concentration of 2%.

Stability studies of the formulation were performed, taking into account the effects of
temperature and the presence / absence of sunlight.

Safety of the extract and gel were evaluated in in vitro assays using the HaCaT
keratinocyte cell line. Different concentrations of the extract and the gel were added to the
cells in culture and the cell viability was later evaluated using the MTT method. In human
volunteer studies, the irritant potential of the gel was evaluated. The extract and gel were
assayed to determine the percentage of ellagitannins present.

The results show that the gel is stable, safe and hypoallergenic, with topical

application being suitable.

Keywords: Fragaria vesca, depigmenting gel, hydroxyethylcellulose, ellagitannins.
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I.1 Plantas medicinais como fonte de compostos bioativos

A utilizacao de plantas e produtos naturais como recursos medicinais para prevengao
de doencas e tratamento de problemas de saude remonta a milhares de anos; baseada no
conhecimento empirico, constituia o Unico recurso disponivel para a humanidade (Fabricant
e Farnsworth, 2001; Veiga, Pinto e Maciel, 2005; Silva e Janior, 2010). Esta dependéncia de
produtos naturais perdeu lugar para os principios ativos farmacéuticos no mundo moderno,
onde muitos dos farmacos consistem em moléculas de origem completamente sintética
(Veiga, Pinto e Maciel, 2005; Ganesan, 2008). Ainda assim, a OMS estima que no inicio da
década de 90, 80% da populagao dos paises em desenvolvimento dependia ainda de produtos
preparados a partir de plantas medicinais locais para o tratamento de doengas. A nivel
mundial, estima-se que 65% da populagao mundial recorra unicamente as plantas medicinais
como cuidado primario de saude (Fabricant e Farnsworth, 2001; Veiga, Pinto e Maciel, 2005;
Dias, Urban e Roessner, 2012).

Estima-se que aproximadamente 46% das moléculas aprovadas entre 1981 e 2014
foram obtidas a partir de produtos naturais, inalteradas, ou sintéticas com base numa
estrutura natural. Atualmente, apenas os firmacos anti-histaminicos, diuréticos e hipnéticos
sao totalmente sintéticos (Newman e Cragg, 2016).

A vasta utilizacao das plantas medicinais deve-se a complexidade da sua composigao
quimica: uma espécie vegetal é capaz de biossintetizar compostos quimicos de variadas
fungoes biologicas e fisiologicas através do metabolismo vegetal, que pode ser primario ou
secundario. Os metabolitos primarios encontram-se universalmente distribuidos no reino
vegetal e constituem as macromoléculas envolvidas nas fungdes primarias essenciais. Os
metabolitos secundarios integram todos os compostos que, nao sendo essenciais no
crescimento, desenvolvimento e reproducao, desempenham um papel na defesa e adaptagao
da espécie ao seu ambiente, assegurando a sobrevivéncia e perpetuagio no meio. A
distribuicao dos metabolitos secundarios é restrita a um conjunto de espécies e constitui
elementos de diferenciagao interespécie. Os metabolitos secundarios sao integrados em trés
familias principais: compostos fendlicos, terpenodides e alcaloides — (Fumagali et al, 2008;
Dias, Urban e Roessner, 2012).

Os compostos ativos produzidos na sequéncia do metabolismo secundario sao os
responsaveis pela atividade biolégica das espécies de plantas utilizadas medicinalmente. Os
produtos naturais fornecem uma diversidade estrutural unica, que os torna fontes ilimitadas

de novos compostos ativos (Fabricant e Farnsworth, 2001; Dias, Urban e Roessner, 2012). A
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variedade e complexidade estrutural destes compostos sao ainda inalcangaveis por métodos
de sintese laboratoriais e a sua extragao por vezes nao é conseguida em quantidade
suficiente (Viegas, Bolzani e Barreiro, 2006).

Deste modo, o recurso a plantas como fonte de compostos ativos terapéuticos segue
varios objetivos:

a) O isolamento dos compostos ativos para uso direto como farmacos, como € o
caso da digoxina e digitoxina usados para tratamento de problemas de coragao, e da morfina
(Fabricant e Farnsworth, 2001; Dias, Urban e Roessner, 2012);

b) A producao em semissintese de compostos ativos patenteaveis, potenciando a
atividade e diminuindo a toxicidade, como o acido acetilsalicilico derivado do composto
natural, salicina (Fabricant e Farnsworth, 2001; Dias, Urban e Roessner, 2012);

c) A utilizacao de toda ou parte da planta como produto medicinal, dos quais sao
exemplos Ginkgo biloba e Hypericum perforatum (erva de Sao Joao) (Fabricant e Farnsworth,
2001; Dias, Urban e Roessner, 2012).

Em termos de estratégia industrial, o objetivo € procurar compostos bioativos com
origem em plantas que possam servir como lead compounds para a sintese ou semissintese de
moléculas com patente assegurada. Diminui assim a necessidade de isolar novas estruturas
bioativas, dado que o objetivo final é utilizar os compostos ativos para produzir derivados
sintéticos com menor toxicidade e maior eficacia (Fabricant e Farnsworth, 2001).

E estimado que menos de 10% da biodiversidade mundial foi avaliada como fonte de
compostos ativos, pelo que muitos compostos ainda aguardam descoberta (Dias, Urban e

Roessner, 2012).

I.1.1 Riscos e limitacoes

A opiniao publica é normalmente levada a acreditar que todos os tratamentos
naturais sao seguros e que estes sao livres de efeitos secundarios indesejaveis, mas todos os
produtos medicinais naturais envolvem riscos e limitagdes a sua utilizagao (Firenzuoli e Gori,
2007; Nasri e Shirzad, 2013). A probabilidade de ocorréncia de efeitos secundarios é muito
superior quando o consumidor nao esta devidamente informado sobre a seguranga dos
produtos medicinais e sobre a sua devida utilizagao (George, 2011).

Um farmaco sintético contém um Unico composto quimico sendo relativamente facil

determinar a sua atividade e efeitos secundarios. No caso de plantas medicinais, estas



| - Introducao

poderao conter mais de 400 compostos diferentes, o que torna invidvel a determinagao de
todas as atividades e interagoes (George, 201 I).

A composicao quimica de plantas medicinais encontra-se dependente de fatores
como a espécie, os quimiotipos, a parte anatomica da planta usada (sementes, raizes, folhas,
flores). As plantas originarias de biotipos especificos podem ter muitas dificuldades para
crescer fora dos seus ecossistemas locais. As condicoes de armazenamento, a exposi¢ao
solar, a humidade, o tipo de solo, a época da colheita sao outras variantes intervenientes na
composi¢do quimica. Toda esta variabilidade origina diferengas significativas a nivel de
atividade farmacolégica — (Firenzuoli e Gori, 2007; Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Fumagali et
al., 2008).

A diversidade de compostos presentes numa espécie explica o facto das plantas
medicinais exercerem um amplo espectro de atividades simultaneas nos sistemas fisiologicos
(Nasri e Shirzad, 2013). A interagdo com os firmacos sintéticos é uma realidade, pois
algumas plantas reduzem ou aumentam a biodisponibilidade dos mesmos, ao induzirem ou
inibirem a atividade dos citocromos, e destas interagoes derivam os efeitos adversos mais
frequentes, sendo os mais graves aqueles que envolvem a agao da planta com
anticoagulantes, glicosideos cardiacos, diuréticos e barbitlricos (Firenzuoli e Gori, 2007;
George, 2011).

Outra limitagdo no uso de plantas medicinais € o risco de numa colheita com base
em conhecimento popular, ser identificada uma espécie errada, venenosa (Nasri e Shirzad,
2013). A dificuldade em estabelecer doses adequadas contribui para a ocorréncia de efeitos
adversos (George, 2011). E ainda necessario ter em conta que alguns dos compostos de
plantas podem induzir reagoes alérgicas, ser hepatotoxicos ou potencialmente

carcinogénicos (Firenzuoli e Gori, 2007; George, 201 I).

1.1.2 Legislacdo especifica

Para colmatar os problemas resultantes do uso desinformado de plantas medicinais,
requer-se a implementagao de padroes rigorosos de fabrico e controlo (George, 201 1).

A utilizacao para fins terapéuticos de produtos a base de plantas levou a Comissao
Europeia a criar medidas de harmonizagao do mercado. A Diretiva 2004/24/CE representa a
iniciativa de conformidade das normas dos varios Estados-Membros relativas aos

medicamentos com grande tradicao de utilizagao. Com as normas especificas estabelecidas



| - Introducao

nesta Diretiva, os produtos cumprem os requisitos de seguranca e eficacia necessarios a
obtengao de uma autorizagao de introdugao no mercado — (Martins, 2007; Martins, 201 3).

Na legislagio portuguesa os medicamentos a base de plantas sao controlados pela
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude (INFARMED). As normas da
Diretiva 2004/24/CE encontram-se transpostas para o direito nacional pelo Decreto-Lei
176/2006, de 30 de agosto — (OMS, 1998; Martins, 2013).

Um medicamento a base de plantas pode obter uma autorizagao de introdugao no
mercado (AIM) recorrendo a trés procedimentos diferentes: |. Procedimento de AIM, com
dossié completo de estudos proprios de seguranca e eficacia; procedimento de AIM, com
dossié completo recorrendo a definigdio de uso bem estabelecido; 3. Procedimento de

registo de utilizagao tradicional para medicamentos a base de plantas (Martins, 2013).

1.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao metabolitos secundarios, produzidos pelas plantas em
resposta a fatores ambientais, e com fungoes relacionadas com a pigmentagao, fotoprotegao
e protecao contra predadores (Ghasemzadeh e Ghasemzadeh, 201 |; Vazquez et al., 2015).
Representam diversas classes de compostos, que em comum contém um anel aromatico
ligado a um ou mais grupos hidroxilo (Maatta-Riihinen, Kamal-Eldin e Torronen, 2004).
Estruturalmente podem variar desde fendis simples a polimeros complexos de elevada massa
molecular (Chen, Cheng e Liang, 2015). Existem assim mais de 10000 compostos, associados
a muitas propriedades fisiologicas anti-inflamatorias, antimicrobianas e antioxidantes. A sua
andlise e caracterizagao sao indicativas da sua grande diversidade (Vazquez et al., 2015).

As principais classes de compostos fendlicos sao: acidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos, cumarinas e taninos (Pereira et al, 2009). Apenas as classes de flavonoides e

taninos serao descritas no trabalho.

1.2.1 Flavonoides

Encontram-se descritas e identificadas mais de 4000 variedades de flavonoides
(Merken e Beecher, 2000; Saewan e Jimtaisong, 2013); conferem as plantas protegao contra
a radiagao UV, stress oxidativo e animais herbivoros (Heim, Tagliaferro e Bobilya, 2002;
Shashank e Abhay, 2013). Constituem pigmentos vegetais responsaveis pelas cores laranja,

amarela, vermelha e azul dos alimentos (Merken e Beecher, 2000; Heim, Tagliaferro e
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Bobilya, 2002). O organismo humano é incapaz de sintetizar estes compostos, sendo obtidos
através da alimentagao, principalmente através de frutos e vegetais: magas, cha preto,
cerejas, uvas, cebolas, frutos vermelhos, alho, espinafres, entre outras (Hollman e Katan,
1999; Heim, Tagliaferro e Bobilya, 2002; Shashank e Abhay, 2013).

A estrutura basica mais frequente dos flavonoides é triciclica, composta por dois
anéis aromaticos (A e B), interligados através de um heterociclo pirano ou pirona (C)
(Shashank e Abhay, 2013). Os flavonoides sao divididos em oito classes principais (flavonas,
flavonais, flavanonas, isoflavonas, flavandis e antocianinas, chalconas e auronas) (Corradini et
al., 2011). Sao diferenciadas de acordo com a ligagao entre os anéis B e C, e conforme o
estado de oxidagao do anel C e seus grupos funcionais (Saewan e Jimtaisong, 2013). O anel
C pode ser substituido por um anel de 5 elementos (auronas) ou por uma forma aciclica
(chalconas) (Sisa et al., 2010).

A biodisponibilidade, metabolismo e atividade biologica dos flavonoides dependem da
sua classe estrutural, configuragio, grau de hidroxilacao e da substituicao de grupos
funcionais (Shashank e Abhay, 2013).

A estrutura das flavonas apresenta o anel B substituido na posi¢cao 2 do anel pirano
(C), o qual tem uma ligagao dupla C2-C3 e um carbonilo em C4. A estrutura dos flavonois é
similar a das flavonas, diferindo na adigao de um hidroxilo na posicao C3 do anel C, nos
flavonois (Saewan e Jimtaisong, 2013). As flavanonas sao estruturalmente semelhantes as
flavonas, mas nao existe a ligagao dupla no anel C em C2-C3 (Saewan e Jimtaisong, 201 3).

A estrutura das isoflavonas e flavonas difere na localizagao no anel B, que nas
primeiras se encontra substituido na posicao C3 do anel C (Saewan e Jimtaisong, 201 3).

Os flavanois nao apresentam ligagao dupla C2-C3, nem o carbonilo no C4 no anel C.
Apresentam normalmente uma hidroxilagao na posigao C3, mas também podem existir na
forma de flavan-4-ois e flavan-3,4-didis (Ferreira e Slade, 2002; Saewan e Jimtaisong, 201 3).

As antocianidinas apresentam uma carga positiva na sua estrutura, quando a pH acido.
Esta particularidade estrutural define-as como compostos muito reativos perante espécies
reativas de oxigénio. Antocianinas sao antocianidinas glicosiladas, normalmente no C3 do
anel B e, por vezes, nos C5 e C7 do anel A (Prior e Wu, 2006; Saewan e Jimtaisong, 201 3).

As chalconas diferem dos flavonoides triciclicos pela ligagao entre os anéis A e B, que
neste caso € uma cadeia aberta de trés carbonos. Sao convertidas a flavanonas por uma
reagao estereoespecifica (Evranos Aksoz e Ertan, 201 ). As auronas contém um benzofurano
associado a um benzilideno na posicao 2 do anel de 5 membros. Sao isomeros estruturais

das flavonas (Jagtap e Khan, 2016).
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Flavanonas

Flavonois

Auronas Chalconas

Fig. | — Estrutura quimica dos flavonoides (adaptado de Saewan e Jimtaisong, 201 3; Patil,

Mahajan e Katti, 2009; Jagtap e Khan, 2016)

Muitos dos efeitos protetores e benéficos dos flavonoides estao associados a sua
capacidade de doar hidrogénios e de complexar os metais de transicao divalentes (Merken e
Beecher, 2000). Encontram-se relatadas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antibacterianas, anticarcinogénicas, antivirais, anti-hipertensoras, hepatoprotetoras e
fotoprotetoras (Merken e Beecher, 2000; Shashank e Abhay, 2013). E ainda de realcar que
uma dieta rica em flavonoides reduz a mortalidade por doenga coronaria (Heim, Tagliaferro

e Bobilya, 2002).
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1.2.2 Taninos

Os taninos sao polifendis de elevado peso molecular. Sao encontrados tanto em
espécies vegetais lenhosas como herbaceas (Scalbert, 1991). Dividem-se em dois grupos de
acordo com a sua estrutura: taninos hidrolisaveis (elagitaninos e galhotaninos) e taninos
condensados (proantocianidinas) (Giampieri et al., 2012a; Piwowarski e Kiss, 2013).

Os elagitaninos sao hidrolisados em meio acido libertando acido elagico (Yoshimura
et al, 2005; Giampieri et al., 2012b). A forma livre do acido elagico é raramente encontrada;
normalmente existe na forma de elagitaninos ou esterificado com glucose (Dias et al.,, 2015;
Liberal et al., 2015).

O 4cido elagico é insoluvel a pH acido e sollvel ao pH fisiolégico. Em ambiente
basico, é capaz de precipitar catides divalentes: Zn®*, Ca®, Fe®’, entre outros. Esta
propriedade esta associada a uma atividade antiangiogénica (Losso et al., 2004). Encontram-
se descritas atividades citotoxicas e antiproliferativas do acido elagico, verificadas contra
células cancerosas e sem interferéncia na viabilidade celular das células saudaveis (Losso et
al., 2004). Outras atividades bioldgicas atribuidas aos elagitaninos em estudos in vitro e in vivo
sao: antioxidante, anti-inflamatéria e antiviral (Vassalo et al., 2013; Liberal et al., 2015). Foi
também demonstrado que estas moléculas induzem a morte celular programada (apoptose)
em diversas linhas celulares tumorais (Li et al., 2013; Wang et al., 2013; Liberal et al., 2015).

Os taninos condensados consistem em unidades oligoméricas e poliméricas de 3-
flavanois e podem atingir altos pesos moleculares (Heim, Tagliaferro e Bobilya, 2002;
Yamakoshi et al., 2003; Corradini et al., 201 1). Estao presentes em grandes quantidades no
vinho tinto, magas e uvas (Heim, Tagliaferro e Bobilya, 2002; Yamakoshi et al., 2003).

A sua capacidade de interagir fortemente com proteinas, contribuem para as suas
propriedades adstringentes (Corradini et al., 2011). Muitos taninos exibem uma forte
atividade antioxidante, anti-inflamatoéria e cardioprotetora (Yamakoshi et al., 2003; Kruger et

al., 2014).
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1.3 Fragaria vesca

A familia Rosaceae integra mais de 90 géneros e aproximadamente 3000 espécies. O
género Fragaria inclui 27 espécies selvagens, como é o exemplo da Fragaria vesca (Potter et
al,, 2007; Johnson, Govindarajulu e Ashman, 2014).

Fragaria vesca, popularmente conhecida como morangueiro silvestre ou morangueiro
bravo, € uma planta herbacea perene; cresce em prados e bosques, nas zonas montanhosas
de regides temperadas e em regides subtropicais do hemisfério Norte: Europa, Asia
Ocidental, América do Norte e em areas temperadas do Chile. Pode também ser
encontrada no Japao e Canada. Em Portugal predomina nas zonas norte e centro e é
também encontrada em sitios isolados no Alto Alentejo e Algarve (figura 4). O periodo de
floracao estende-se de Margo a Agosto. Os frutos amadurecem durante 3 a 4 semanas apos
o desenvolvimento das flores — (Cunha et al., 2004; Kanodia e Das, 2008; Liberal et al., 2014;
Dias et al., 2015; Dyduch-Sieminska et al, 2015; NATURDATA).

A planta atinge as dimensoes maximas de 30 cm de altura e |5 cm de largura. As
folhas sao dentadas e trifoliadas. As flores sio normalmente brancas, de 15 a 18 mm de
diametro, com 5 pétalas. Os frutos, vermelhos, sio menores que os normais morangos de

cultivo, de sabor e aroma diferentes e apresentam superficialmente pequenos pontos pretos

(Burrows, 2005).

Fig. 2 — Folhas, flores e frutos de Fragaria vesca (adaptado de flora-on.pt)
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Fig. 3 — Ocorréncia de Fragaria vesca em Portugal
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1.3.1 Compostos bioativos presentes

O morangueiro apresenta um elevado conteldo em compostos bioativos, dos quais
os mais importantes sao: flavonoides (flavondis, como a quercetina e canferol e seus
derivados), acidos fenodlicos (acido elagico, acido galhico), elagitaninos (agrimonina,
lambertianina C), proantocianidinas e antocianinas (pelargonidina, cianidinas) (Vrhovsek,
Guella e Gasperotti, 2012; Dyduch-Sieminska et al, 2015; Liberal et al., 2015). Contém ainda
catequinas, epicatequinas, epigalhocatequinas, resveratrol e astringina (Mudnic et al., 2009;
Buricova et al,, 201 1).

As folhas demonstram a presenca de flavonoides, antocianidinas, elagitaninos, acidos
fenolicos, oleos volateis, catequinas, citral, metil salicilato, acido eldgico, borneol e
quantidades vestigiais de alcaldides (Kanodia e Das, 2008; Madhuri e Pandey, 2009; Mudnic et
al., 2009; Yildirim e Turker, 2014; Liberal et al., 2015). Os frutos contém taninos, borneol,
flavonoides, acido elagico e também acido salicilico (Kanodia e Das, 2008; Dias et al., 2015).
Nas raizes de Fragaria vesca foram identificados compostos fendlicos: flavonois e derivados
de acido elagico (Dias et al.,, 2015).

O conteudo em metabolitos secundarios varia de acordo com a origem da planta
(habitats naturais ou de cultivo). As plantas provenientes de habitats naturais contém mais
flavonoides, taninos e compostos fendlicos que as cultivadas. As plantas de cultivo

apresentam maior conteudo em acido elagico (Najda et al., 2014; Dias et al., 2015).

1.3.2 Atividade biolégica

As partes da planta mais utilizadas sao as folhas e os frutos. As folhas, pela presenca
de alta quantidade de compostos polifendlicos, exercem uma agao protetora sobre a pele
(Cunha et al.,, 2004). Os frutos sao benéficos no tratamento de problemas de figado e rins,
reumatismo e gota (Kanodia e Das, 2008). As raizes foram tradicionalmente usadas na
preparagao de infusdes pois possuem propriedades diuréticas e antissépticas (Najda et dl,
2014; Dias et al., 2015).

A Fragaria vesca atribuem-se atividades anti-inflamatérias, antioxidantes, adstringentes,
anticoagulantes,  analgésicas, vasodilatadoras, antitrombodticas, antibacterianas e
anticarcinogénicas (Liberal et al., 2014; Yildirim e Turker, 2014).

Um extrato etanolico dos frutos de Fragaria apresentou atividade significativa contra

doengas inflamatorias intestinais induzidas em animais; os resultados obtidos sao atribuidos
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principalmente a presenca de acido salicilico nos frutos, um importante agente inflamatorio,
que atua por inibigao da ciclooxigenase (Kanodia, Borgohain e Das, 201 1).

Extratos etanodlicos da planta e dos frutos revelaram atividade analgésica central e
periférica, dependente da dose e com agao mediada pelos recetores opidides. Os resultados
sao comparaveis com a agao da aspirina, embora esta se revele mais potente (Kanodia e Das,
2008).

Encontra-se descrita atividade antioxidante de extratos hidrometanodlicos das raizes
do morangueiro. Os compostos responsaveis por esta atividade sao flavonoides e derivados
de acido elagico (Madhuri e Pandey, 2009; Dias et al, 2015). No caso dos frutos, os
compostos antioxidantes sao flavonoides, antocianidinas e acidos fenodlicos (Najda et al.,
2014; Dyduch-Sieminska et al, 2015). Infusdes e extratos etandlicos das folhas de Fragaria
vesca apresentam também atividade antioxidante, que se correlaciona positivamente com o
conteudo das plantas em polifendis (Oktyabrsky et al, 2009). Um maior conteido em
flavonoides, acidos fendlicos, taninos e antocianidinas nos frutos traduz-se numa maior
atividade antioxidante (Oktyabrsky et al., 2009; Buricova et al., 201 1).

O papel cardioprotetor de Fragaria vesca pode ser explicado pela presenca de
fitoquimicos antioxidantes, particularmente compostos fenolicos. Foi estudado em modelos
in vitro o potencial vasodilatador de um extrato aquoso das folhas de Fragaria vesca, onde
foram identificadas catequinas e proantocianidinas em maiores concentragoes. Os resultados
demonstraram que o extrato aquoso das folhas constitui um vasodilatador endotélio-
dependente, dependente da dose e com agao vasodilatadora mediada pelo 6xido nitrico

(NO) e produtos da ciclooxigenase (Mudnic et al., 2009).

1.4 Estrutura e fungoes da pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e a sua principal fungao é constituir uma
barreira entre o organismo e o ambiente externo, protegendo-o contra radiagoes perigosas
e agentes externos (Weller et al, 2008; Benson e Watkinson, 2012; Paul e Sharma, 2015).
Mantém a homeostasia corporal através de fungdes de termorregulagio, e controlo da
perda de agua e previne a permeacao de potenciais substincias perigosas (Benson e
Watkinson, 2012; Paul e Sharma, 2015). A percegao cutinea e diferenciagio de formas e
texturas sao conseguidas devido a localizagao de células de Merkel nos extremos sensoriais,
como as pontas dos dedos (Paul e Sharma, 2015). A presenga de células de Langerhans na

epiderme, com fungoes imunoldgicas, representa uma primeira linha de defesa contra
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invasao de organismos patogénicos (McGrath, Eady e Pope, 2004; Paul e Sharma, 2015).
Adicionalmente, a pele representa a via de administragao de compostos ativos, tanto para
acao local como sistémica. Integra duas camadas: epiderme e derme, cada uma com

estrutura e fungoes especificas (Benson e Watkinson, 2012; Paul e Sharma, 2015).

1.4.1 Epiderme

A epiderme é a camada mais externa, sendo constituida por cerca de 20% de agua, o
que mantém a integridade e elasticidade da pele. A espessura varia entre 0,06 mm e Imm.
Na epiderme nao existem vasos sanguineos (Weller et al., 2008; Benson e Watkinson, 2012).
E formada por um conjunto de cinco camadas, em constante regeneragio — estrato basal,
estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato llcido e estrato corneo (Angelopoulou, 2013).

Da camada mais interna, o estrato basal ou germinativo, provém as células germinais
para a regeneragao das restantes camadas; ocorre a formagao de uma camada de
queratindcitos no estrato basal que, com a perda do nucleo e de outros organelos, se
diferenciam progressivamente em cornedcitos que atingem a superficie da pele (Benson e
Watkinson, 2012; Paul e Sharma, 2015). Este é um processo constante de maturagao,
designado de queratinizagao (Angelopoulou, 2013). Deste modo, a estrutura da epiderme é
variavel, desde o estrato basal até ao estrato cérneo, o mais superficial (Benson e
Watkinson, 2012). O processo de renovagao da epiderme dura aproximadamente 6 semanas
(Paul e Sharma, 2015).

No estrato espinhoso os queratinocitos distribuem-se entre duas a seis camadas, tém
forma poliédrica e grandes citoplasmas, organelos e nucleos. Ocorre a formagao de
desmossomas que permitem as conexoes entre queratinocitos adjacentes. Nesta camada,
principalmente, estao presentes as células de Langerhans, imunologicamente ativas, que
capturam e processam antigénios (Benson e Watkinson, 2012; Paul e Sharma, 2015).

No estrato granuloso continua a diferenciacio dos queratinécitos, agora anucleados.
Normalmente, chamam-se células granuladas — libertam lipidos polares para os espagos
extracelulares que sao convertidos em lipidos apolares e formam uma barreira lipidica. Esta
barreira hidrofobica é a precursora da camada de lipidos existente no estrato cérneo
(Benson e Watkinson, 2012; Paul e Sharma, 2015).

O estrato lucido esta presente em partes do corpo onde a pele é mais espessa, como

as palmas das maos e pés (Angelopoulou, 2013). No estrato lucido, o nlcleo e os organelos
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desintegram-se e as células sofrem compactagao. A sua fungao é reduzir a fricao entre os
estratos corneo e granuloso (Benson e Watkinson, 2012; Paul e Sharma, 2015).

A camada mais externa, o estrato corneo, é constituida por camadas de corneocitos
— que sao os queratinocitos no seu Ultimo estadio de diferenciagao, perderam o nucleo e os
organelos (McGrath, Eady e Pope, 2004; Paul e Sharma, 2015). Sao ricas em queratina e
encontram-se envolvidas numa matriz de lipidos intercelulares, num arranjo estrutural em
camadas. O estrato cérneo forma assim uma barreira eficaz contra as perdas de agua e
previne a permeagao de substincias potencialmente perigosas e de microorganismos (Weller
et al., 2008; Benson e Watkinson, 2012). E portanto a barreira primaria a permeacio de

farmacos, especialmente para compostos hidrossoluveis (Kaur e Guleri, 201 3).

Células de Langerhans

Queratindcitos

Melanécitos Células de Merkel

Fig. 4 — Células da epiderme (melandcitos, queratinocitos, células de Langerhans e células de

Merkel) (adaptado de Weller et al., 2008)

1.4.2 Derme

A derme ¢é a segunda camada da pele e confere-lhe a sua flexibilidade, elasticidade e
forca. A sua espessura varia entre 2 e 5 mm e é constituida por fibras de colagénio que tém
como fungao fornecer suporte e integridade aos tecidos (Benson e Watkinson, 2012; Paul e
Sharma, 2015).

E bastante vascularizada, com vasos sanguineos e linfaticos, e fornece os nutrientes
necessarios a epiderme (Angelopoulou, 2013). A rede vascular regula a temperatura
corporal, fornece oxigénio e nutrientes e remove toxinas dos tecidos (Benson e Watkinson,
2012). Encontra-se nesta camada uma grande quantidade de células: fibroblastos, que

segregam componentes de tecido conjuntivo (colagénio, laminina, fibronectina e elastina);
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células imunitarias (mastocitos, mondcitos, macréfagos) (McGrath, Eady e Pope, 2004;
Benson e Watkinson, 2012).

A derme divide-se em duas camadas: a camada papilar mais externa contém a rede
vascular; a camada reticular, mais espessa, acondiciona as glandulas sebaceas, sudoriparas e
os foliculos (Angelopoulou, 2013). O sebo produzido protege e lubrifica a pele e mantém o
pH da superficie por volta de 5 e também age como uma barreira contra substancias

estranhas (Benson e Watkinson, 2012; Paul e Sharma, 2015).

1.4.3 Hipoderme

Existe uma camada mais interna, a hipoderme, ou tecido subcutaneo, que interliga a
pele as estruturas internas (musculos e ossos) através de tecido conetivo especial (septa)
constituido por vasos sanguineos, células nervosas, elastina e colagénio (Cunha, Cunha e
Machado, 2014; Paul e Sharma, 2015). Cerca de 50% da hipoderme siao células gordas
(adipocitos) interligadas por fibras de colagénio e elastina, responsaveis por manter uma
barreira de isolamento térmico e pela regulacio da temperatura corporal. Fornece reservas
de energia e confere protegao contra choques fisicos (Benson e Watkinson, 2012; Paul e

Sharma, 2015).

1.5 Melanina

A melanina é o pigmento responsavel pela cor da pele, olhos e cabelo em humanos.
As suas propriedades sao benéficas para o organismo: absorve os UV, é antioxidante e
captura radicais livres, protegendo assim as células epidermais de danos (Cichorek et al.,
2013; Nasti e Timares, 2015). E sintetizada em células especializadas designadas melanécitos,
que se localizam na camada basal da epiderme, onde se associam individualmente a
aproximadamente 30-40 queratinécitos (Cichorek et al, 2013; Videira, Moura e Magina,
2013). Estas estruturas constituem unidades epidermais que estio presentes em menor
abundancia na derme (Costa et al., 201 |; Nasti e Timares, 2015). As unidades epidermais sao
responsaveis pela producao e distribuicio da melanina num processo designado por
melanogénese (Gillbro e Olsson, 2011; Videira, Moura e Magina, 2013). A presenga de
melanécitos no corpo humano nao esta limitada a epiderme, cabelo e olhos, as estruturas as
quais conferem cor. Os melanocitos também existem no ouvido interno, sistema nervoso e

coragao (Cichorek et al., 2013).
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No interior dos melandcitos existem organelos citoplasmicos, os melanossomas,
onde ocorre a melanogénese (Angelopoulou, 2013). Neste processo, os melanossomas sao
secretados para o exterior dos melanocitos e para o interior dos queratinocitos adjacentes.
Os mecanismos desta transferéncia nao estao ainda claramente definidos, mas a literatura
propoe, maioritariamente, um mecanismo de processos dendriticos (Cichorek et al., 2013;
Nasti e Timares, 2015). Por sua vez os queratinécitos contendo a melanina ascendem pelas
camadas da epiderme como parte do seu processo constante de regeneragao
(Angelopoulou, 2013). Deste modo, a melanina é formada nas camadas mais interiores da
pele e, associada aos queratinocitos na forma de melanossomas, movimenta-se
progressivamente para as camadas exteriores até atingir o estrato cérneo (figura 5)

(Angelopoulou, 201 3).

Epiderme

Estrato cérneo

Estrato granuloso
Unidade epidermal de melanina

Estrato espinhoso Queratindcitos

Estrato germinativo

Melandcitos

Melanécito Melanossomas

Fig. 5 — Estrutura da epiderme e localizagao dos melanécitos (adaptado de Cichorek

et al, 2013)

1.5.1 Melanogénese

Quando sujeita a exposigdo a radiagao UV, a melanogénese é favorecida por
diferentes mecanismos: proliferacao de melandcitos; ativagao da enzima tirosinase, localizada
na membrana dos melanossomas; libertagdo por parte dos queratinocitos de citocinas e
outros fatores que sinalizam os melanocitos para aumentar a melanogénese (Yamakoshi et
al., 2003; Gillbro e Olsson, 201 I; Nasti e Timares, 2015).

Nos melanossomas sao sintetizados dois tipos de melanina: eumelanina e
feomelanina. A eumelanina é um pigmento insoliuvel de coloragao preta e acastanhada; a
feomelanina, solivel em meio alcalino, apresenta coloragao amarela e vermelha (Gillbro e
Olsson, 2011; Solano, 2014). Ambas sao formadas a partir do aminoacido essencial
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fenilalanina através de uma série de passos enzimaticos no figado e na pele. A tirosina é
formada no figado por hidroxilagao da fenilalanina, pela fenilalanina hidroxilase, e torna-se o

substrato para as reagoes subsequentes nos melanocitos (Weller et al., 2008).

L-Fenilalanina

FAH > TH-1
R l g
[ L-Tirosina ;-{ L-DOPA }/ L-dopaquinona Cisteinildopa

il
Tirosinase / l
[ 5,6-Dihidroxi-indol J— Feomelanina

TRP-2

[ Indol-5 6-quinona ] ( 5,6-DHIAC

]
| -~

: Acido indol 5,6-
Eumelanina @ quinona carboxilico

Fig. 6 — Via sintética da melanina (adaptado de Gillbro e Olsson, 201 1)

A tirosinase é uma metaloenzima contendo cobre e é a enzima chave na
melanogénese. Catalisa as primeiras duas reagoes na sintese enddgena de melanina: a
hidroxilagao da L-tirosina a L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e a subsequente oxidagao deste
o-difenol a correspondente o-quinona, a L-dopaquinona (Kusumawati et al., 2015; Ortiz-Ruiz
et al, 2016). Esta é instavel e extremamente reativa: polimeriza espontaneamente para
formar a melanina e, nesta fase, a via sintética divide-se entre a sintese da eumelanina e da
feomelanina (Gillbro e Olsson, 201 1; Kusumawati et al, 2015). A via da feomelanina é
dependente da presenca de cisteina. Através de reagao com a L-dopaquinona, forma
cisteinil-dopa que posteriormente oxida e polimeriza em feomelanina. Na auséncia de
cisteina, a L-dopaquinona cicliza espontaneamente em dopacromo que, por sua vez, pode
seguir uma via espontanea, ou uma via enzimatica (mediada pelas enzimas TRP-I e TRP-2),
até terminar com a formacao da eumelanina (figura 6) (Gillbro e Olsson, 201 I; Cichorek et
al,, 2013).

A pele humana contém uma mistura dos dois tipos de melanina. A eumelanina
fornece as cores escuras, de castanho a preto, portanto € maioritaria em individuos de pele
e cabelo escuros; a feomelanina confere as cores amareladas e avermelhadas, sendo
predominantemente encontrada nos individuos de pele clara (Cichorek et al,, 2013; Videira,

Moura e Magina, 2013; Solano, 2014).
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A diversidade fenotipica da pigmentacao da pele de individuos humanos nao depende
do nimero de melanécitos — estima-se que existam 1200 melanécitos por mm?* de pele
humana — mas esta diretamente relacionada com o nimero, tamanho e distribuicao dos
melanossomas nos melanécitos (Angelopoulou, 2013; Cichorek et al,, 2013; Videira, Moura e
Magina, 2013). Os melanossomas nos individuos de pele negra sao maiores, mais numerosos
e elongados, o que se traduz numa degradagao mais tardia nos queratinocitos, e
consequentemente num aumento da pigmentagao visivel. Nestes individuos, 18 a 43% do
volume da epiderme é ocupado por melanossomas. Contrariamente, os melanossomas
produtores de feomelanina sio pequenos e ovais, e nos individuos de pele clara os
melanossomas atingem apenas 1,5-6,3% do volume da epiderme (Angelopoulou, 2013;
Videira, Moura e Magina, 2013). Estas diferencas estio presentes a nascen¢a e nao sao

determinadas por fatores extrinsecos, como a exposi¢ao posterior aos raios UV (Videira,

Moura e Magina, 201 3).

1.5.2 Exposicao da pele a radiagao UV

O espectro da radiagao ultravioleta divide-se em trés categorias, consoante o
comprimento de onda: UVC (200-280 nm), UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm)
(Saewan e Jimtaisong, 2013; Slominski e Postlethwaite, 2015). Os raios UVC sio muito
perigosos para a pele, mesmo em exposi¢ao curta, mas sao totalmente absorvidos pelo
ozono na estratosfera terrestre, que absorve também uma parte dos UVB (Saewan e
Jimtaisong, 2013). Aproximadamente 95% dos raios UV que atingem a superficie terrestre
sao UVA, e 5% sao UVB (Nasti e Timares, 2015).

A radiagao UV favorece a formagao de espécies reativas de oxigénio nas células da
pele e reduz significantemente os antioxidantes endogenos, o que acelera os processos de
envelhecimento da pele (Deuschle et al., 2015; Lee et al., 2016). O excesso de radicais livres
e stress oxidativo resulta em cascatas de eventos mediadores de deterioragao progressiva
das estruturas celulares e conduz a perda de integridade celular, modificagdes no DNA e,
consequentemente, a expressao anormal de genes. O fotoenvelhecimento e a
fotocarcinogénese sio os efeitos cronicos dos raios UV, induzidos pelas mutagdes e
imunossupressao (Brenner e Hearing, 2008; Saewan e Jimtaisong, 2013).

Os raios UVA sao os principais responsaveis pelo aumento da sintese de melanina
aquando da exposi¢ao solar. A exposi¢ao cronica aos UVA pode danificar as estruturas na

derme, produzir danos estruturais indiretos no DNA pela produgao de espécies reativas de
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oxigénio, debilitar o sistema imunitario e causar o fotoenvelhecimento prematuro da pele
(Brenner e Hearing, 2008; Saewan e Jimtaisong, 2013; Solano, 2014).

A radiagao UVB é muito energética e constitui um potente agente mutagénico que
exerce danos diretos no DNA e induz alteracao da estrutura dos nucleétidos. Outros
efeitos bioldgicos envolvem a indugao dos cancros de pele e efeitos de imunossupressao. A
radiacio UVB consegue atingir a derme superficial, e € 1000 vezes mais capaz de causar
queimaduras solares que os UVA (Brenner e Hearing, 2008; Saewan e Jimtaisong, 2013;
Slominski e Postlethwaite, 2015). A radiagio UVB estimula a produgiao e libertagao de
prostaglandinas, leucotrienos, histamina, interleucinas. Estes fatores, por sua vez, estimulam a
produgao da iNOS, que gera altas concentragoes de oxido nitrico e, apos algumas horas,
origina a vasodilatagao e vermelhidao caracteristicas de uma queimadura solar (Weller et al.,
2008).

Com base na cor de pele e na resposta a exposigao solar, foi desenvolvida uma
classificacao de fototipos de pele (tabela 1). Os fatores que influenciam o fototipo sao

essencialmente a reagao da pele a exposi¢ao solar e a disposigao genética (Sachdeva, 2009).

Tabela | — Fototipos de pele (Sachdeva, 2009)

Fototipo Reacao a exposicao solar

| Queima com facilidade, nunca bronzeia

Il Queima com facilidade, bronzeia pouco e

com dificuldade

Il Queima moderadamente, bronzeia

moderadamente e uniformemente

\Y Queima pouco, bronzeia moderadamente e
facilmente

\ Raramente queima, bronzeia sempre

Vi Nunca queima

19



| - Introducao

1.5.3 Mecanismos de protecao

A melanina previne os danos na pele causados pela exposicao aos raios UV. A
exposi¢ao da epiderme humana ao sol origina um efeito bronzeado, devido a produgao
aumentada do pigmento fotoprotetor. O efeito bronzeador envolve duas reagoes distintas:
|. Pigmentacao imediata, que ocorre poucas horas apos a exposicao e é devido a oxidagao
da melanina ja existente e sua redistribuigdo nos melanossomas das camadas superficiais da
epiderme. Desaparece pouco tempo depois. 2. Bronzeamento tardio, que ocorre 3-4 dias
apods a exposicao e consiste na produgao de eumelanina, fornecendo fotoprotegao. Depende
da proliferagao dos melandcitos, de um aumento na atividade da tirosinase e produgao de
melanossomas (Weller et al., 2008; Videira, Moura e Magina, 2013; Solano, 2014).

A eumelanina e a feomelanina diferem entre si em termos de propriedades fisicas,
quimicas e estruturais e, deste modo, sao definidas as suas fungoes (Meredith e Sarna, 2006;
Nasti e Timares, 2015).

Os efeitos benéficos da melanina sao atribuidos a eumelanina, a mais eficiente na
fotoprotecao. O pigmento na forma reduzida pode doar um eletrao a uma espécie reativa de
oxigénio e, deste modo, a eumelanina reduz a quantidade de ROS prevenindo os danos. A
estrutura fica oxidada, resultando no escurecimento do pigmento. E também capaz de
absorver e dispersar a radiagao UV, diminuindo assim os efeitos nefastos do sol (Draelos et
al., 2013; Videira, Moura e Magina, 2013; Nasti e Timares, 2015; Slominski e Postlethwaite,
2015).

A feomelanina nao apresenta as mesmas propriedades. A estrutura nao pode doar
eletroes e, como resposta a radiagao, gera radicais livres, favorecendo efeitos mutagénicos e
carcinogénicos. E o tipo de melanina mais comum nos fototipos de pele | e Il e, por esta
razao, as pessoas de pele clara estao 70 vezes mais propensas a desenvolver cancro de pele,
melanomas e fotoenvelhecimento precoce que individuos dos fototipos V e VI (Draelos et
al, 2013; Nasti e Timares, 2015). Perante estes dados, naturalmente questionamos a razio
de nos processos evolutivos nao ter sido eliminado um fator carcinogénico e se existe algum
efeito positivo adicional que tal justifique. As fungoes benéficas da feomelanina nao estao
totalmente esclarecidas, mas a frequéncia elevada de populagao loira e ruiva em latitudes
elevadas sugere que a produgao elevada de feomelanina permite que a radiagao UVB atinja
camadas mais internas da pele, onde favorece a conversao de precursores da vitamina D nos

passos essenciais da sintese (Nasti e Timares, 2015; Slominski e Postlethwaite, 2015).
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1.6 Efeito despigmentante

A melanogénese é um processo complexo com diferentes etapas e, quando
perturbada, determina diferentes defeitos de pigmentacao, classificados em hipo ou
hiperpigmentagao. A produgao excessiva de melanina causa hiperpigmentagao, que se reflete
em marcas na pele como melasma e sardas. Hipopigmentagao surge quando ocorrem
mutagoes que inativam a tirosinase e sao responsaveis pelo albinismo tipo | (albinismo
oculocutaneo), a sua forma mais grave caraterizada pela auséncia total de melanina —
(Videira, Moura e Magina, 2013; Ortiz-Ruiz et al., 2016).

Dada a crescente preocupagao com a aparéncia da pele, aumenta a procura por
produtos cosméticos com capacidade de alterar o nivel de pigmentagao. O efeito
despigmentante é, normalmente, atingido através da inibicao da atividade ou expressao da
tirosinase. Hoje conhecem-se variadas substancias capazes de reduzir o nivel de pigmentagao
da pele, através deste efeito inibitério, tais como acido kojico, arbutina, proantocianidinas, e
alguns extratos de plantas, como Magnolia grandiflora L., e Rhodiola rosea — (Yoshimura et al.,
2005; Gillbro e Olsson, 201 1; Lee et al., 2016).

O 4cido elagico encontra-se descrito como inibidor da melanogénese, nos primeiros
passos da biossintese de melanina. A literatura sugere que o seu efeito despigmentante é
largamente devido a capacidade antioxidante desta molécula, que pode reagir com as o-
quinonas originadas na melanogénese. Outros mecanismos indicam que o acido elagico inibe
a atividade da tirosinase ao quelatar os ices de cobre no local ativo e regula assim a
producao de melanina na camada basal da epiderme — (Shimogaki et al., 2000; Draelos et al.,

2013; Ortiz-Ruiz et al,, 2016).

1.7 Administracao na pele

Os produtos de aplicagao cutidnea inserem-se em duas categorias: a produgao de
efeito topico por agao local ou de um efeito sistémico por via transdérmica. Os produtos
aplicados para agao sistémica sao designados transdérmicos. Nesta via existe a vantagem de
se evitar o efeito de primeira passagem hepatica; quando aplicados na pele intacta libertam o
farmaco por difusao através da pele até atingir a circulagao sistémica (Ueda et al., 2009).

A via de administragao topica consiste na aplicagio direta na pele, que produz um
efeito local e maximiza a concentragao de principio ativo no tecido alvo. Estes produtos tém

a sua atividade a superficie da pele no estrato cérneo, ou modulam fungoes na epiderme. Os

21



| - Introducao

cremes, géis, logcoes, pomadas, suspensoes e sprays, com caracteristicas fisicas varidveis
enquadram-se nesta categoria de produtos (Ueda et al., 2009).

A via de administracao topica tornou-se importante para a administragao de
compostos para tratamentos de variadas condicoes de pele (Vromen, 2007). Entre as
vantagens desta via, encontram-se a melhor aceitagao por parte dos doentes, pois trata-se
de um método nao invasivo que possibilita a auto administragao (Goyal et al, 201 1). O efeito
localizado maximiza a obtengao do efeito terapéutico e minimiza a ocorréncia de efeitos
secundarios (Goyal et al, 2011; Guleri e Preet, 2013). E, no entanto, mais suscetivel de
causar irritagoes ou alergias e é frequentemente dificil obter concentragoes elevadas do

principio ativo. No caso de formulagoes aquosas nao é possivel utilizar compostos ativos

hidrofobos (Vromen, 2007).

1.8 Cosmeéticos

Um produto cosmético é qualquer substancia ou mistura destinada a ser colocada em
contacto com qualquer parte externa do corpo humano (epiderme, sistema piloso, sistema
capilar, unhas) ou com os dentes e mucosas bucais. Os objetivos principais incluem limpeza,
protecao, alteragao do aspeto e corregao de odores corporais. Abrangem os produtos de
higiene corporal e produtos de beleza (INFARMED).

Em Portugal, o INFARMED é a entidade nacional responsavel pelo controlo e
regulacao do mercado de cosméticos, e por prevenir e gerir os riscos relacionados com a
utilizacao dos mesmos (INFARMED).

O Regulamento (CE) 1223/2009 estabelece os requisitos que um cosmético deve
cumprir para poder ser colocado no mercado, assegurando assim um elevado nivel de
protecao da seguran¢a humana. Os produtos cosméticos nao necessitam de uma autorizagao
de colocagao no mercado; existe uma pessoa singular ou coletiva responsavel pela colocagao
no mercado, e pela seguranga dos produtos, pelo que deve garantir o cumprimento das
obrigacgoes aplicaveis previstas no Regulamento (CE) 1223/2009. A mesma pessoa deve criar
um ficheiro de informagoes sobre o produto, que contém uma descrigdo do mesmo, uma
descricao do processo de fabrico e uma declaragao de conformidade com as boas praticas
de fabrico. Estas informagoes sao reportadas através do CPNP (Portal de Notificagao de
Produtos Cosméticos) — (INFARMED; Regulamento (CE) n° 1223/2009).

E ainda necessario assegurar que os produtos foram submetidos a uma avaliagio da

seguranga e que a rotulagem se encontra segundo as normas. Na embalagem devem,
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obrigatoriamente, constar uma lista de ingredientes, a funcao do produto, nome e endereco
da pessoa responsavel, entre outras mengoes (Regulamento (CE) n°® 1223/2009).

A utilizacao de substincias classificadas como mutagénicas, carcinogénicas e/ou
toxicas para a reprodugao é proibida. Contudo, podem ser utilizadas mediante excegoes,
como a auséncia de substdncias alternativas adequadas, ou quando sejam consideradas
seguras para utilizagado em produtos cosméticos, atendendo a exposi¢ao a esses produtos.
Uma base de dados da Comissao Europeia, Coslng, permite o acesso a informagoes sobre os
ingredientes e substincias em cosméticos, incluindo requisitos legais e restricoes —
(COMISSAO EUROPEIA; Regulamento (CE) n° 1223/2009).

No caso de surgirem efeitos indesejaveis, estes devem ser notificados a autoridade
competente do Estado-Membro indicando a ocorréncia, o produto cosmético em causa e as
medidas de precaugao tomadas. O estudo destes dados pode gerar a alteragao das mengoes
na rotulagem ou retirada do produto cosmético do mercado — (INFARMED; Regulamento

(CE) n°® 1223/2009).

1.8.1 Géis

Um gel é uma rede tridimensional, de dois componentes, onde os materiais
estruturais se encontram intercalados por uma quantidade adequada de liquido. Como
resultado, forma-se uma estrutura reticulada rigida, que imobiliza no interior a fase liquida.
Os materiais estruturais podem ser pequenas particulas inorganicas, ou grandes moléculas
organicas (Kaur e Guleri, 2013).

A classificagao dos géis segue dois parametros: consoante a natureza da fase coloide
podem ser organicos ou inorganicos; e de acordo com a natureza do solvente podem ser
géis aquosos ou nao aquosos. Os polimeros constituem a rede estrutural essencial para a
formagao do gel. Sao classificados em polimeros naturais, semissintéticos e sintéticos (Goyal
etal, 2011).

Uma formulagao em gel fornece melhores propriedades de aplicagao e estabilidade e
ocorre, neste caso, uma libertagao mais rapida da substancia ativa, independentemente da
solubilidade do farmaco, comparativamente aos cremes e pomadas. Os géis para uso
dermatologico possuem propriedades favoraveis: sao faceis de espalhar, saio emolientes, nao
corantes, compativeis com variados excipientes e solUveis ou misciveis em agua.

Adicionalmente, os géis sao facilmente preparados, biocompativeis e, portanto, com um
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menor risco de inflamagao quando aplicados e nao necessitam de remogao (Abdel-Hamid et
al, 2006; Helal et al, 2012; Kaur e Guleri, 201 3).

Os extratos naturais em formulagoes cosméticas, produtos designados
fitocosméticos, sao extensamente utilizados, mas deve-se ter em conta aspetos relacionados
com a sua estabilidade quando incorporados nas formulagées (Deuschle et al.,, 2015). Os
testes de estabilidade fisica e quimica sao parametros a considerar no processo de
preparagao, armazenamento e aplicagao dos produtos formulados. As formas de aplicagao
topica devem apresentar propriedades mecanicas apropriadas, tais como bioadesao,

viscosidade aceitavel e libertagao adequada dos ingredientes ativos (Hurler et al. 2012).

1.9 Objetivos

Para a realizagao deste trabalho foram definidos os seguintes objetivos:

e A otimizagao de um processo extrativo para a obtengao de um extrato enriquecido

com elagitaninos, conhecidos pela sua atividade inibidora de tirosinase, a partir das

folhas de Fragaria vesca;

e A determinagao da atividade do extrato sobre a tirosinase;

e A caracterizagio do extrato por HPLC, para determinar a sua composicio em

compostos fendlicos;

e O desenvolvimento de uma formulagao cosmética em gel, para aplicagao tépica, com

posterior incorporagao do extrato de Fragaria vesca;

e O estudo da estabilidade da formulagao, tendo em conta parametros como a

temperatura, pH, a exposi¢ao e auséncia de luz solar;

e A avaliagao da seguranga do gel e do extrato in vitro, utilizando para tal uma cultura

de células HaCaT e o método do MTT para avaliagao da viabilidade celular;

e A avaliagao em testes de seguranga com voluntarios humanos do potencial irritativo

da preparagao cosmética.
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2.1 Reagentes e materiais

Il = Materiais e métodos

Os reagentes e materiais usados no trabalho laboratorial encontram-se descritos na

tabela 2.
Tabela 2 — Materiais utilizados
Material Proveniéncia Utilizacao
Acetonitrilo Merck Fase movel para TLC
Acido formico 98-100% Merck Fase movel para TLC

Agua destilada

Lab. Tecnologia

Farmacéutica

Preparagao dos géis

Carbopol (carbomero 940) Fagron Polimero
Carbonato de sodio Merck Doseamento dos taninos
Etanol absoluto Merck Obtencao do extrato
Etanol a 96% Conservante
Cloreto de ferro llI
Acros Revelador na TLC

hexahidratado

Hidroxietilcelulose (250 hx)

Natrosol pharm

Polimero

Ensaio de atividade da

L-DOPA (0,5 mM) Sigma-Aldrich
tirosinase
Metanol VWR Fase moével de HPLC
Metilcelulose-1000 Acofarma Polimero

Metilparabeno

Acros organics

Concentrado de parabenos

Pirogalhol

Sigma

Padrao no doseamento dos

taninos

P6 de pele

Doseamento de fenois

Propilenoglicol

José Manuel Gomes dos

Santos, Lda

Conservante

Concentrado de parabenos

Propilparabeno

Acros organics

Concentrado de parabenos

Reagente de Folin-Ciocalteu Merck Doseamento dos taninos
Sorbato de potassio Conservante
Tetrahidrofurano Koch-Light Fase movel para TLC
Ensaio de atividade da
Tirosinase de cogumelo Sigma-Aldrich

tirosinase
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2.2. Material botanico

O material vegetal usado consistiu num lote de folhas secas de Fragaria vesca, colhidas

em Maio de 201 |, em Granja de Figueira do Lorvao, Penacova.

2.3 Otimizacdo do processo extrativo

O presente procedimento laboratorial foi adaptado do descrito na bibliografia, por
Liberal et al (2014).

Numa fase inicial foi utilizada uma quantidade pequena da amostra, para proceder a
otimizagao do extrato. As folhas secas foram trituradas, tamisadas (Tamis ENDECOTT’S de
2500 malhas/cm?) e preparados extratos etandlicos em tubos eppendorf, na proporgio de
1:20 (m/v), nas seguintes diluicoes: 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%. Realizou-se
agitacao mecanica por | minuto e foram colocados no frio. No dia seguinte, retirou-se o
sobrenadante que foi transferido para novo eppendorf. A fim de verificar a presenca de
elagitaninos na presente amostra, foi realizada uma cromatografia em camada fina (TLC), em
placa de silica gel, com fase movel de agua:acetonitrilo:THF:acido formico nas proporgoes
80:5:15:2 e um sal de FeCl; a 3% em metanol, como revelador, segundo o procedimento

descrito por Piwowarski e Kiss (201 3).

2.3.1 Preparacdo do extrato de Fragaria vesca, com etanol a 50%

As folhas de Fragaria vesca foram trituradas e tamisadas, até que ficassem em po,
totalizando uma massa inicial de amostra de 96 g. A extragao foi realizada numa proporgao
de 1:10 (m/v) com etanol a 50%, a temperatura ambiente e com agitagao magnética de 750
rpm durante | hora. Para este efeito, o volume foi dividido por dois baloes Erlenmeyer. O
segundo passo consistiu na filtracao a vacuo do extrato. Foram realizadas trés extragoes no
total, que foram controladas por TLC até nao ser revelada presenca de elagitaninos. O
filtrado foi concentrado num evaporador rotativo para eliminagado do etanol e
posteriormente liofilizado.

O extrato obtido foi conservado a -22°C até a data de utilizagao.
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Fig. 7 — Agitacao magnética

2.3.2 Caracterizacdao do extrato por HPLC

A andlise do extrato por HPLC foi realizada num cromatografo Gilson, equipado com
duas bombas (modelos 305 e 306); misturador (modelo 81 |); médulo manométrico (modelo
805); injetor automatico (Gilson 234 Autoinjetor) acoplado a um detetor de fotodiodos
(PDA) (Gilson, modelo 107) e uma estagao de controlo e tratamento de dados Unipoint
System (Unipoint 2.10).

Foram utilizadas uma coluna analitica RP18 Spherisorb Waters, fase ODS-2, tamanho
de particulas de 5 pm (4,6 x 250 mm) e uma pré-coluna KS 30/4 Nucleosil 120-5, fase C-18,
Macherey-Nagel (Diren, Germany).

Como fase movel foi utilizado acido formico a 5% (v/v) (eluente A) e metanol
(eluente B), num gradiente que variou do seguinte modo: 5-15% B (0-10m), 15-25% B (10-
I5m), 25-50% B (15-50m), 50-80% B (50-60m), 80-100% B (60-70m).

Foram injetados 100 pL de amostra (1,8 mg de extrato solubilizadas em | mL de
metanol a 50%. A eluicio foi efetuada a temperatura de 21°C a um fluxo de
ImL/min. Os compostos foram identificados pelos tempos de retengao obtidos e ordem de
eluicao, em comparagao com os cromatogramas e espectros UV obtidos anteriormente por

Liberal et al (2014).
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2.3.3 Avaliacao de atividade inibidora da tirosinase

O ensaio foi realizado com algumas modificagdes ao procedimento descrito por
Masamoto et al., 2003.

A mistura de reagao, contendo solugao 0,5 mM de L-DOPA, tampao de fosfato de
soédio com ou sem amostra, no volume total de | mL foi pré-incubada a 25°C por 10
minutos. Foi entao adicionado 0, mL de solugao aquosa de tirosinase de cogumelo
(35U/mL) e a reagao foi monitorizada, com a variagao de absorvancia a 475 nm durante 3
min, a intervalos de 10 s. Uma reacao de controlo foi conduzida em DMSO.

A percentagem de inibigao da atividade da tirosinase foi calculada através da seguinte
expressao, onde A representa a variagao de absorvancia da amostra controlo entre 30 e 90s
de incubagao; e B representa a variagao de absorvancia da amostra teste entre 30 e 90s de

incubagao.

A—-B
% = x 100

2.4 Preparacao das formulag¢des em gel

Numa fase inicial foram preparados diversos géis, de varias viscosidades, com os
polimeros metilcelulose, hidroxietilcelulose e carbopol, tomando como base o Formulario
Galénico Portugués (2001). A composigao de cada um dos trés géis mais promissores nesta

fase esta representada nas tabelas 3, 4 e 5.

Tabela 3 — Composigao por 100g do gel de metilcelulose a 3%, com parabenos como

conservante
Componentes Quantidade
Metilcelulose 3g
Agua 9% g
Concentrado de parabenos l g
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Tabela 4 — Composicao por 100g do gel de hidroxietilcelulose a 2,5%, com etanol como

conservante
Componentes Quantidade
Hidroxietilcelulose 25¢g
Agua 75¢
Etanol 96% 225¢g

Tabela 5 — Composigao por 100g do gel de carbopol a 1%, com parabenos como

conservante
Componentes Quantidade
Carbopol l g
NaOH (aq) 10% m/V [,6 mL
Agua qb.p. 100 g
Concentrado de parabenos I,5¢g

Os géis preparados apresentaram caracteristicas de viscosidade e pH compativeis
com a aplicagao topica. Os procedimentos da preparagao foram posteriormente adaptados
para a incorporagio do extrato a concentracio de 2% na formulagao final, segundo a

composicao indicada nas tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6 — Composigao por 100 g do gel de metilcelulose a 3%, com parabenos como

conservante
Componentes Quantidade
Extrato 2g
Metilcelulose 3g
Agua 94 g
Concentrado de parabenos l g
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Tabela 7 — Composicao por 100 g do gel de hidroxietilcelulose a 2,5%, com etanol como

conservante
Componentes Quantidade
Extrato 2g
Hidroxietilcelulose 25¢g
Agua 73 g
Etanol 96% 225¢g

Tabela 8 — Composigao por 100 g do gel de carbopol a 1%, com parabenos como

conservante
Componentes Quantidade
Extrato 2g
Carbopol l g
NaOH (aq) 10% m/V 1,6 mL
Agua q.b.p. 100 g
Concentrado de parabenos I,5¢g

A formulagdo com o polimero de metilcelulose nao gelificou, mostrando-se
incompativel com o extrato. De modo a desenvolver uma formulagio com o minimo de
ingredientes e o mais natural possivel, foi dada preferéncia a otimizagao do gel de
hidroxietilcelulose.

Foram preparados géis de hidroxietilcelulose com diferentes conservantes (sorbato
de potassio; propilenoglicol) segundo a composigao indicada nas tabelas 9 e 10.

Todos os componentes foram pesados numa balanga semi-micro OHAUS DV215CD
Discovery. A HEC foi transferida para um almofariz de porcelana. O extrato foi incorporado
no volume de agua, onde posteriormente foi adicionado o conservante. Esta mistura foi
adicionada com agitagao a HEC no almofariz, em trés vezes intervaladas por 10 minutos. O
gel permaneceu em repouso durante pelo menos 6 horas antes de ser armazenado em

recipiente apropriado (F.G.P., 2001).
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Tabela 9 — Composicao por 100 g do gel de hidroxietilcelulose, com sorbato de potassio

como conservante

Componentes Quantidade
Extrato 2g
Hidroxietilcelulose 3g
Agua 94,4 ¢
Sorbato de potassio 06¢g

Tabela 10 — Composicao por 100 g do gel de hidroxietilcelulose, com propilenoglicol como

conservante
Componentes Quantidade
Extrato 2g
Hidroxietilcelulose 5¢g
Agua 88¢g
Propilenoglicol 5¢g

A formulagao com propilenoglicol a 5% desenvolveu fungos uma semana apos a
preparagao; a formulagao com sorbato de potassio a 0,6% nao tinha sido preparada ha
tempo suficiente para se avaliar a eficicia do conservante, pelo que poderia também
desenvolver fungos. Dada esta incerteza, foi selecionada a formulagao de hidroxietilcelulose
com etanol 96% como conservante para avango no trabalho (tabela 7).

O aspeto final do gel encontra-se representado na figura 8. Esta formulagao foi
preparada em maiores quantidades e foi sujeita a estudos de estabilidade pela avaliagao da

variagao dos seguintes parametros: pH, viscosidade e caracteristicas organoléticas.

Fig. 8 — Aspeto final do gel de hidroxietilcelulose, contendo 2% de extrato de Fragaria vesca
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2.5 Estudos de estabilidade das formulacoes

A formulagao selecionada foi preparada em maior quantidade (400 gramas do gel de
hidroxietilcelulose foram divididos em 4 lotes de 100 g) e sujeita a estudos de avaliagao dos
seguintes parametros: pH, viscosidade, caracteristicas organoléticas e ensaios de estabilidade.
Os lotes foram armazenados em condigoes diferentes (Tabela | 1): uma amostra em copo de
vidro foi armazenada a temperatura ambiente, sujeita aos ciclos solares; dos restantes, um
lote foi conservado a temperatura ambiente, mas sem influéncia dos ciclos diurnos; outro

lote a 5°-9°C (frigorifico), e o quarto em estufa, a temperatura de 40°C e 75% de humidade.

Tabela | | — Condigoes de armazenamento dos géis
Amostras Condicoes
Temperatura ambiente
Lote |
Exposto a ciclos diurnos de luz solar
Temperatura ambiente
Lote 2
Ao abrigo da luz solar
Lote 3 5°-9°C, ao abrigo da luz
40°C, 75% de humidade
Lote 4

Ao abrigo da luz

2.5.1 Analise organolética

Foram avaliadas as caracteristicas organoléticas dos quatro lotes da formulagao,
nomeadamente a cor, o aspeto e o odor, no dia da preparagao (dia 0), apos |4 dias, e apos

28 dias de armazenamento nas condigoes da tabela | 1.

2.5.2 Determinacao do pH

Os produtos para aplicagao na pele devem ter um pH compativel com a mesma, que
varia entre 4 e 6 consoante a zona, sendo em média ligeiramente abaixo de 5 — (Ali e

Yosipovitich, 2013; Lambers et al., 2006).
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O pH dos lotes foi determinado com recurso a um medidor digital de pH Consort
C3010 (Dias de Sousa Portugal), calibrado previamente com solugoes tampao de pH 4,00,
7,00 e 10,01. Para efeito de medigao de pH, um grama de gel foi diluido em 10 mL de agua
destilada e agitado em placa magnética até completa dissolugao. Os resultados apresentados
sao a média de trés medigoes, sujeitos ao teste de Grubbs para eliminagao de outliers.

As medicoes foram realizadas no dia 0, e nos dias 7, 14, 20 e 28.

2.5.3 Determinacao da viscosidade

A viscosidade de uma formulagao depende das caracteristicas fisico-quimicas e das
condi¢coes de temperatura a que estd sujeita, e pode afetar a sua aplicagio no local de
tratamento e influenciar a libertagao do principio ativo — (Ueda et al., 2009; Deuschle et al.,
2015).

Foi utilizado um viscosimetro rotacional Viscostar plus para medi¢ao da viscosidade
dos géis. Foi utilizada a sonda Ré, sujeita a uma velocidade de 30 rpm. Os ensaios foram
realizados a temperatura ambiente (20-25°C). Os resultados apresentados sao expressos em
centipoise (cP) e representados como a média de 3 registos, sujeitos a teste de Grubbs para
eliminagao de outliers. As medigoes foram realizadas nos dias 0, 7, 14, 20 e 28, apds a

preparagao.

2.5.4 Textura

A anilise de textura constitui um método adequado para a caracterizagao mecanica
de formas farmacéuticas semi sélidas e para avaliagao da influéncia dos componentes nas
propriedades do gel. A partir de grificos de compressao sao extraidos parametros como
compressibilidade, dureza, adesividade, elasticidade e coesao (Vitorino et al., 2013).

Os ensaios de textura foram realizados no texturémetro Dias de Sousa TA-XT Plus
(Stable Micro Systems Ltd., Surrey, UK). As amostras foram colocadas em tubos cilindricos,
evitando a introducao de bolhas de ar. Foi utilizada uma sonda analitica P10. Esta foi inserida
duas vezes na amostra, a uma velocidade definida (5mm/s), sendo as compressoes
consecutivas intervaladas por um periodo de recuperagao de 8 s.

A partir do grafico tempo-for¢a obtido (figura 9), procede-se a determinagao dos
seguintes parametros mecanicos: dureza (H) — dada pelo pico maximo da primeira

compressao; compressibilidade — calculada a partir da area sob a curva | (AUC));
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adesividade — calculada a partir da AUC,, correspondente a parte negativa do primeiro ciclo
de compressao; coesao — equivale a razao AUC,/AUC,; elasticidade — corresponde a razao
entre os tempos necessarios para adquirir a maxima deformagao das estruturas, entre a
segunda compressao e primeira compressao, separadas por um periodo de recuperagao, ou
seja, é a razao entre as diferencas temporais 3-4/1-2 — (Senygit et al., 201 1; Vitorino et al,,

2013).

% 1 2 . J3 4
i i i Time (sec)
AUG, [ | i
i i
1 1
1 ]
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i i
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i i
1 1
1 1
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1 ]
i i
= 1 .
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Fig. 9 — Grafico tempo-forga obtido com o texturometro (Vitorino et al., 2013)

As medigoes com o texturometro foram realizadas nos dias 0 e 28, em cada um dos

quatro lotes, a temperatura ambiente (20-25°C).

2.6 Doseamento dos taninos totais no extrato e na formulacao

O método de Folin-Ciocalteu é uma técnica analitica colorimétrica, com boa
reprodutibilidade, para a determinagao dos polifendis totais em materiais bioldgicos. O
reagente de Folin-Ciocalteu contém wuma mistura de acidos fosfomolibdicos e
fosfotingsticos, onde o molibdénio e tungsténio se encontram no estado de oxidagao +6. O
molibdénio VI na presen¢a de compostos fendlicos é reduzido a molibdénio V, originando
uma cor azul que pode ser medida espectrofotometricamente a 760 nm. A reagao é lenta a
pH acido e, como tal, utiliza-se carbonato de sédio para fornecer um ambiente alcalino.
Podem ser utilizados varios padroes de referéncia, como o pirogalhol, acido galhico, entre
outros (Prior, Wu e Schaich, 2005; Agbor, Vinson e Donnelly, 2014; Chen, Cheng e Liang,
2015; Vazquez et al, 2015).
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O doseamento foi realizado no extrato e na formulagao final de gel conservada a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O método utilizado foi o descrito na Farmacopeia
Portuguesa VIl para a determinagao de taninos em farmacos vegetais.

Para doseamento dos polifendis totais, foram dissolvidos 14 mg do extrato (m,) em
25 mL de dgua. Desta solugao foram retirados 2 mL que foram misturados com 10 mL de
agua, | mL do reagente de Folin-Ciocalteu e perfazendo 25 mL de volume com uma solugao
de carbonato de sédio a 290 g/mL. Apds 30 minutos ao abrigo da luz, foi medida a
absorvancia da solugao a 760 nm (A)). Foi realizada a leitura de absorvancia de um branco
nas mesmas condicoes.

Para doseamento dos polifendis nao adsorviveis pelo pé de pele, foram dissolvidos |14
mg do extrato em 25 mL de agua e desta preparagao foram retirados 4 mL. Juntamente com
0,1 g de po de pele, a mistura foi sujeita a agitacao por 60 min e posteriormente filtrada.
Foram retirados 2 mL do filtrado para um balao de 25 mL ao qual se adicionaram 10 mL de
agua, | mL do reagente de Folin-Ciocalteu e perfez-se o volume de 25 mL com a solugao de
carbonato de sodio a 290 g/mL. Apoés 30 minutos ao abrigo da luz, foi medida a absorvancia
desta solugao a 760 nm (A,). Foi realizada a leitura de absorvancia de um branco nas mesmas
condigoes.

Na preparagao do padrao, foram dissolvidos 50 mg de pirogalhol (m,) em 100 mL de
agua. A partir desta solugao foi preparada uma diluicio de 20 vezes, em agua. Da solugao
diluida foram retirados 2 mL para um balao de 25 mL, ao qual se adicionaram |0 mL de agua,
| mL do reagente de Folin-Ciocalteu, e o volume restante foi preenchido com a solugao de
carbonato de sédio a 290 g/mL. Apoés 30 minutos ao abrigo da luz, foi medida a absorvancia
desta solugao a 760 nm (A,) e, tal como nos procedimentos anteriores, foi realizada a leitura
de absorvancia de um branco nas mesmas condigoes.

Para o doseamento no gel foi repetido o procedimento para determinar A, A, e A,,
sendo utilizada uma quantidade de gel equivalente a quantidade de extrato do
correspondente ensaio.

O conteudo de taninos, em percentagem expressos em pirogalhol, foi calculado
através da diferenga de absorvancia dos polifendis totais (Al) e polifendis nao adsorviveis
pelo pé de pele (A2), utilizando a expressao seguinte, onde F é o fator de diluicdo em cada
procedimento.

F (A1l — A2)m2
A3 x ml
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A absorvancia a 760 nm foi medida em triplicado num espectrofotometro de duplo

feixe Cintra 101 (GBC, Australia).

2.7 Cultura das células HaCaT e avaliacdo da viabilidade celular

As células HaCaT constituem uma linha celular de queratindcitos humanos. Estas
células foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm® em Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas numa incubadora
com atmosfera humidificada e com 5% de CO, a 37°C. Sempre que a densidade celular
atingia uma confluéncia de aproximadamente 80%, as células eram sub-cultivadas (um frasco
de 75 cm? era dividido para 4 novos frascos de 75 cm?) ou semeadas em caixas para a

realizacao de ensaios.

2.7.1 Avaliaciao da viabilidade celular

Os potenciais efeitos citotoxicos do extrato e do gel foram avaliados nas células
HaCaT através da determinacao da viabilidade celular pelo ensaio com o brometo de 3-(4,5-
dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Este método colorimétrico baseia-se na redugao
do MTT (cor amarela) por desidrogenases de células metabolicamente ativas (células viaveis)
a cristais de formazana, um produto arroxeado e insoluvel em agua que se acumula no
interior das células viaveis. Assim, a formagao de cristais de formazana é tanto maior quanto
maior for o numero de células vidveis (Sittampalam et al., 2016).

Para a realizagao deste ensaio, as células foram semeadas em caixas de 24 pogos com
0,5 mL de DMEM. Foram ensaiadas as seguintes concentragoes de extrato nas células: 2
mg/mL; | mg/mL; 0,75 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0, mg/mL. As concentragoes testadas da
formulagao em gel foram: 5 mg/mL; 2 mg/mL; | mg/mL.

Apos 24h foi removido o meio de cultura e as células foram lavadas com PBS. De
seguida procedeu-se a adicao do MTT (na concentracao final de 0,5 mg/mL preparado em
PBS) a cada um dos pogos contendo células. Apés um periodo de incubagao de 60 minutos a
37°C numa incubadora com atmosfera humidificada e 5% de CO,, o MTT foi removido e os
cristais de formazana foram dissolvidos através da adigao de 0,5 mL de DMSO por pogo. Os
cristais de formazana foram quantificados pela determinagao da absorvancia a 540 nm num

leitor de microplacas Synergy HT.
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Os resultados sao expressos em termos de percentagem de células viaveis

relativamente ao controlo, isto &, células que nao foram submetidas a qualquer tratamento.

2.8 Estudos de seguranca em humanos

Foram realizados dois estudos de seguranga com voluntiarios humanos: teste de
contacto simples e teste de contacto repetitivo. Os estudos foram realizados em Lisboa, na
empresa PhD Trials, que cumpre com os requisitos da norma NP EN ISO 9001:2008, e ¢
acreditada pelo IPAC.

2.8.1 Teste de contacto simples

Os testes de contacto sao ferramentas usadas na determinagao e identificagao de
potenciais agentes alergénicos externos que em contacto com a pele desencadeiam uma
reagao inflamatéria manifestada em condicoes de pele como dermatite de contacto ou
eczema de contacto (Marzulli e Maibach, 1976; Lazzarini, Duarte e Ferreira, 2013).

O método envolve a aplicagao do produto teste na pele do paciente, protegido por
um adesivo oclusivo durante 48 horas. A pele é examinada e avaliada para evidéncias de
eritema, edema ou alteragoes severas nos |5 minutos apds a remocgao do adesivo, e também
ap6s 24 e 48 horas. E aconselhado estender as observacées até as 72 e 96 horas, pois deste
modo é possivel verificar a evolugdo das reagoes que surgiram, e determinar se ocorreu
melhoria ou regressaio (Marzulli e Maibach, 1976; Wahlberg e Lindberg, 201 1; Lazzarini,
Duarte e Ferreira, 2013).

O teste de contacto foi realizado em 10 voluntarios, de idades compreendidas entre
os 18 e 65 anos, com fototipos de pele entre | e IV. O gel foi aplicado uma vez, numa
quantidade de 20 pL, em contacto com a pele durante 48 horas, protegido por um adesivo
que favorece a passagem dos componentes através da pele. A area experimental de aplicagao
foi examinada aos 15 min, 24 h e 48 h apos a remogao do adesivo.

Os critérios para exclusao dos voluntarios envolviam a existéncia de marcas cutaneas
ou eczemas na area experimental que pudessem interferir com a avaliagao das reagdes da
pele; reatividade da pele ao adesivo ou a produtos cosméticos da mesma categoria do
produto testado; hiper-reatividade da pele e exposicao solar intensa antes ou durante o

periodo de teste.
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O estudo envolveu algumas condicionantes impostas aos participantes tais como: a
auséncia de aplicagdo de outros produtos na area experimental além do produto teste; a
inexisténcia de tratamentos antialérgicos ou anti-inflamatorios coincidentes com toda a
duragao do estudo; a exposicao solar estava desaconselhada, especialmente no periodo apos
a remogao do adesivo; a auséncia de vacinagao durante todo o periodo de teste. Em caso de
banho, a area de teste deveria ser protegida a fim de evitar a remogao do adesivo e os
voluntarios nao deveriam usar vestuario apertado na area experimental, pois a friccao

causada poderia descolar o adesivo.

2.8.2 Teste de contacto repetitivo em humanos

O método HRIPT (teste de contacto repetitivo em humanos) foi inicialmente
proposto em |944. O método determina se os humanos desenvolvem uma resposta adversa
a determinada formulacao e, em caso afirmativo, avalia as respostas irritativas ou alérgicas da
pele (McNamee et al., 2008).

A metodologia envolve uma fase de indugao de 3 semanas, seguida de um periodo de
repouso de duas semanas, e numa fase final de uma semana. Na fase de indugao o produto a
ser testado é aplicado trés vezes por semana no mesmo local. Apos 24 horas o produto é
removido, e o local de aplicagao é avaliado consoante a reagao da pele como eritema, edema
e vesiculas. Este procedimento € repetido durante as trés semanas de duragao. O periodo
de repouso dura entre |4 a |7 dias, durante os quais nao ha aplicagio de produto, o que
permite que surjam possiveis respostas imunoldgicas. Adicionalmente permite que as
reagoes observadas durante a fase de indugao se desenvolvam, o que proporciona uma
avaliagado mais exata dos padroes de reagao observados. A fase final de desafio consiste na
aplicagao do produto no local original e num local oposto do corpo onde nao houve
aplicagcao prévia. Apos 24 horas o produto € removido e a pele é avaliada apos 48 e 96
horas. Esta fase permite a detegao de possiveis respostas cutineas atrasadas. Todos os
procedimentos estao sujeitos a variagoes tais como o numero de individuos, o local de
aplicagao, o tempo de aplicagao ou a duragao da fase de repouso (McNamee et al., 2008).

O teste de compatibilidade com a pele foi realizado em 50 voluntarios, de idades
compreendidas entre os 18 e 65 anos, com fototipos de pele entre | e IV. Os critérios de
exclusio dos voluntarios foram os mesmos do teste de contacto simples, referidos na

seccao 2.8.1.
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O estudo teve a duracao de seis semanas: uma fase de inducao de 3 semanas, 2
semanas de repouso e a semana final de desafio.

A area experimental escolhida para aplicagao foram as costas. Na fase de indugao
foram aplicados 20 pL de produto, protegido por um adesivo oclusivo. Foi mantido em
contacto com a pele por 48 ou 72 horas durante o fim-de-semana, sendo depois removido e
avaliada a reagao da pele. A aplicagao foi repetida 9 vezes na fase inicial de 3 semanas. O
periodo de repouso durou duas semanas, durante as quais nao se procedeu a aplicagao de
produto. Na fase de desafio o produto foi reaplicado no mesmo local da fase de indugao e
num local complementar onde nao houve aplicagao prévia. A remocao foi feita apos 48
horas e a reagao da pele foi avaliada nas 48, 72 e 96 horas apos a aplicagao.

Foram respeitadas as regras das Boas Praticas Clinicas. Todos os exames clinicos
foram realizados por uma dermatologista, a luz do dia, entre |8 e 26°C de temperatura
ambiente. O estudo envolveu as mesmas condicionantes impostas aos participantes para o

teste de contacto simples.
2.9 Analise estatistica

Todos os resultados das medigoes de pH, viscosidade e absorvancia foram sujeitos ao
teste de Grubbs a 5% de confianga para eliminagao de outliers, utilizando o Microsoft Excel.

A anilise estatistica dos resultados relativos a viabilidade celular foi efetuada usando o

teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni, utilizando o software SPC for Excel.

40



11l - Resultados e discussao



111 — Resultados e discussao

3.1 Otimizacao da extracao

A TLC realizada revelou uma maior quantidade extraida de elagitaninos nas diluigoes
de 40%, 50% e 60%. O cromatograma obtido por HPLC revela que na diluigao de etanol de
50% a extragao é superior (figura 10). Como tal foi a diluicao de etanol selecionada para o

procedimento de extragao total.
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Fig. 10 - Perfil cromatografico obtido por HPLC-PDA dos extratos a 60% (azul), 50% (verde)

e 40% (vermelho) de Fragaria vesca (280 nm)

3.2 Rendimento de extracao

O processo de extragao com etanol a 50% originou um rendimento de 28,44%. A
bibliografia da qual foi adaptado o procedimento refere um rendimento extrativo de 30%
(Liberal et al, 2014). Ja Yildirim e Turker (2014) referem um rendimento de 20% numa
extracao direta das folhas de Fragaria vesca com metanol.

No caso de extragoes com etanol, a partir dos frutos, encontram-se relatados

rendimentos de extragao de 12,24% (Kanodia, Borgohain e Das, 201 1).
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3.3 Caracterizacao do extrato por HPLC

A figura || representa o cromatograma obtido por HPLC a 280 nm, relativo a
extracao com etanol a 50%. Pela andlise dos espetros UV é possivel detetar a presenga de
proantocianidinas (I-2), um acido fendlico (3), elagitanino (4), flavonoides (5, 7, 8, 10) e

derivados de acido elagico (6, 9 e I 1).
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Fig. I'l — Perfil cromatografico obtido por HPLC-PDA do extrato a 50% de Fragaria vesca
(280 nm)
Os compostos |, 2 sao essencialmente proantocianidinas e 3-flavanois do tipo

catequina. Os espectros UV indicam que o acido fendlico presente (composto 3) é derivado
do 4cido cafeico.

A atribuicao dos compostos de acordo com Liberal et al (2014) pela ordem de
eluicao indica que o composto maioritdrio no extrato (4) € um isomero do elagitanino
agrimonina ou sanguiina H-6, estrutura determinada por HPLC-ESI-MSn. Efetivamente,
estudos anteriores revelam que a agrimonina é o principal elagitanino presente nas espécies
Fragaria vesca e Fragaria ananassa (Vrhovsek, Guella e Gasperotti, 2012).

Os flavonoides presentes no extrato sao essencialmente derivados do canferol (7,
10) e quercetina (5, 8). Os espectros UV dos flavonoides apresentam duas bandas de
absorgao caracteristicas: a banda |, devida ao anel B, surge entre 320 e 385 nm; a banda Il,
devida ao anel A, surge entre 240 e 285 nm. Nos flavonoides com hidroxilagao no carbono
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3, a banda | aparece por volta dos 352 nm: nos derivados do canferol, o maximo de
absorgao da banda | ocorre a 346 nm e nos derivados da quercetina surge a 352 nm —
(Merken e Beecher, 2000; Buendia et al., 2010; Pinheiro e Justino, 2012; Shashank e Abhay,
2013; Liberal et al, 2014).

Os compostos 7 e 10 serao respetivamente um canferol glucoronil-ramnésido e um
canferol glucoronideo. Ja os compostos 5 e 8 sao identificados como quercetina glucoronil-

ramnosido e quercetina glucoronideo (Liberal et al, 2014).
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Fig. 12 — Espectros UV caracteristicos dos flavonoides: a) pico 7, derivado de canferol; b)

pico 8, derivado de quercetina

O composto 10 apresenta um espectro UV com um maximo por volta de 260 nm e
um pico de absor¢ao a aproximadamente 350 nm, consistentes com as caracteristicas dos
espectros de absorgao atribuidos aos derivados da quercetina. Este resultado é também
confirmado pela ordem de eluicio dos compostos em Liberal et al (2014), pelo que é

provavelmente uma quercetina glucoronideo.
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Fig. 13 — Espectro UV relativo ao composto 10
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Os compostos 6, 9 e || foram identificados como derivados de acido elagico, dadas
as caracteristicas distintas observadas nos espectros UV, que apresentam maximos de
absorgao por volta dos 254 nm e no intervalo 360-368 nm (Tulipani et al., 2008; Buendia et
al, 2010).

Segundo a eluicao verificada em Liberal et al (2014) o pico 9 corresponde ao acido

elagico e o pico || a um acido metil-elagico ramnosideo.
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Fig. 14 — Espectros UV caracteristicos dos derivados de acido elagico: a) composto 9; b)

composto | |

3.4 Avaliacao de atividade inibidora da tirosinase

A amostra de Fragaria vesca revelou um IC,; 238,10 + 1551 pg/mL. Os valores
obtidos foram semelhantes aos da arbutina, que apresenta IC,, 193,84 + 14,15 pg/mL.
Dado que a arbutina é utilizada nos cosméticos despigmentantes em concentragoes

de 2%, foi incorporado o extrato de Fragaria vesca no gel na concentragao de 2% (SCCS e

Degen, 2016).
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3.5 Caracterizacao das formula¢oes
3.5.1 Anilise organolética

A andlise organolética realizada sobre os quatro lotes decorreu no dia da preparagao,
e semanalmente até ao fim de 28 dias. Os dados relativos a andlise apos 14 e 28 dias estao

representados nas tabelas 12 e |3.

Tabela 12 — Andlise organolética apos 14 dias

Formulacao Cor Cheiro Aspeto
|. Ciclos diurnos Verde acastanhado Inalterado Homogéneo
2. Escuro Verde-escuro Inalterado Homogéneo
3. Frio Verde-claro Inalterado Pastoso
Castanho Homogéneo
4. Estufa Inalterado )
esverdeado Liquido

Tabela |3 — Analise organolética apos 28 dias

Formulacao Cor Cheiro Aspeto
|. Ciclos diurnos Verde acastanhado Inalterado Homogéneo
2. Escuro Verde-escuro Inalterado Homogéneo
3. Frio Verde-claro Inalterado Pastoso
Castanho Homogéneo
4. Estufa Inalterado )
esverdeado Liquido

As alteragoes verificadas ao fim de uma semana mantiveram-se até ao fim dos 28 dias.
Ambos os lotes conservados a temperatura ambiente mantiveram a consisténcia inicial.
Destes, o lote sujeito aos ciclos de luz solar desenvolveu uma cor verde acastanhada, o que
indica a oxidagao dos compostos. O lote conservado na auséncia de luz foi o que manteve as
caracteristicas iniciais.

As principais alteragoes verificadas devem-se a influéncia da mudancga de temperatura.
O lote armazenado a 40°C tornou-se mais escuro com o passar do tempo e a sua
consisténcia tornou-se mais fluida que as restantes. Estas alteragoes indicam que as elevadas

temperaturas causaram a alteracio e degradacio dos compostos do extrato. O lote
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conservado no frio perdeu a consisténcia de gel e adquiriu uma consisténcia muito pastosa e

viscosa. A cor inicial alterou-se para verde-claro.
3.5.2 Determinacao do pH
Os resultados relativos a variagio do pH estio representados na figura |5. Pela

observagao do grafico constata-se que em todas as formulagoes o pH inicial de 5,38

diminuiu, verificando-se um ligeiro aumento na semana final.

pH
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Lote 3
4,7
—®— Lote 4
4,5
0 A 14 20 28
Dias

Fig. 15 — Variagao do pH dos géis entre os dias 0 e 28 (I: T. ambiente, luz; 2: T. ambiente,
escuro; 3: T=5°-9°C; 4: T=40°C, 75% humidade)

A maior variagao registada deve-se ao efeito da humidade e temperatura elevadas —
lote 4. O lote sujeito ao frio manteve os valores mais consistentes e menos variaveis.

A superficie da pele tem naturalmente um pH acido, de extrema importancia na
regulacao das fungoes protetoras, na manutengao da homeostase da barreira lipidica e da
integridade do estrato corneo. A acidificagio do estrato corneo tem uma fungao
antimicrobiana, uma vez que o pH acidico inibe a colonizagao por bactérias patogénicas. O
uso de produtos cosméticos com valores de pH que rondem o pH natural da pele minimiza
os disturbios as condi¢oes de desenvolvimento da microflora residente — (Fluhr et al., 2001;
Lambers et al., 2006; Yutaka et al., 2009).

O pH do lote 2 manteve-se no intervalo de valores 5 — 5,38 revelando-se adequado

para aplicagao na pele sem causar irritagao.
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3.5.3 Determinacao da viscosidade

Os resultados relativos a variagio da viscosidade encontram-se representados na
figura 16. As viscosidades registadas variam entre 12000 e 31000 cP. Estas variagdes eram
expectaveis, uma vez que normalmente a viscosidade é diretamente influenciada por

alteragoes de temperatura (Deuschle et al., 2015).

Viscosidade
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Fig. 16 — Variagao da viscosidade dos géis entre os dias 0 e 28 (I: T. ambiente, luz; 2: T.

ambiente, escuro; 3: T=5°-9°C; 4: T=40°C, 75% humidade)

No lote I, onde a analise organolética tornou evidente a degradagao dos compostos,
€ também visivel uma diminuicao da viscosidade.

O lote 2, conservado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz solar, manteve
valores de viscosidade a rondar os 20000 cP. Nos restantes lotes a maior variagao ao longo
dos 28 dias é observada no lote 3, que aumentou dos 20000 iniciais para 30000 cP.

As condicoes de armazenamento do lote 4 propiciaram uma diminuicdo da
viscosidade devido a temperatura elevada, concordante com o descrito na bibliografia por
Woang et al (2015). Comparando com o verificado na analise organolética, onde se verificou a
alteragao da aparéncia e cor da formulagao, é evidente que neste lote as propriedades do
extrato foram alteradas. Os efeitos das altas temperaturas envolvem a alteragao da atividade
dos componentes e favorecem a degradagao dos compostos fendlicos, dado que sao

sensiveis a hidrolise (Deuschle et al.,, 2015).
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3.5.4 Textura

As propriedades texturais sao um critério para a otimizagao da formulagao topica,
uma vez que influenciam a aplicabilidade do gel no local de administracao (Hurler et al.,
2012). Os parametros mecanicos obtidos para os 4 lotes estao representados nos graficos

das figuras 17 a 21.
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Fig. 17 — Variagao da dureza dos géis, entre os dias 0 e 28 (I: T. ambiente, luz; 2: T.

ambiente, escuro; 3: T=5°-9°C; 4: T=40°C, 75% humidade)
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Fig. 18 — Variagao da compressibilidade dos géis, entre os dias 0 e 28 (I: T. ambiente, luz; 2:

T. ambiente, escuro; 3: T=5°-9°C; 4: T=40°C, 75% humidade)
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A dureza e a compressibilidade de uma formulagao estio relacionadas com a
facilidade da retirada do produto da embalagem e sua aplicagao; se estes valores forem
baixos, assegura-se que o gel é facilmente aplicavel na pele (Hurler et al., 2012; Vitorino et
al,, 2013).

Os parametros estao também correlacionados com a concentragio do polimero.
Uma vez que todos os lotes contém HEC a 3%, o critério da viscosidade torna-se mais
influente. Uma formulagao mais viscosa oferece maior resisténcia a deformagao, o que se
reflete em valores mais elevados de dureza e de forga por unidade de tempo (Jones,
Woolfson e Brown, 1997; Senygit et al., 201 |; Hurler et al., 2012).

O lote | apresenta um comportamento semelhante ao do lote 3, apesar de as
viscosidades nao serem comparaveis. Tal pode ser explicado com a oxidagao dos compostos
ativos e a degradagao do polimero no lote |, pela exposigao a luz.

O lote 2 é o equivalente ao lote inicial e as suas variagoes em relagao a este nao sao
consideradas significativas.

O lote de maior viscosidade (lote 3) apresenta valores de dureza e compressibilidade
previsivelmente superiores ao lote do dia 0, duplicando os valores no geral.

No lote 4, a diminuicdo dos valores esta relacionada com um aumento de
temperatura. Seria expectavel, dada a sua menor viscosidade relativamente aos restantes,
que apresentasse menores valores que o controlo. No entanto, entre a retirada da estufa e a
preparagao da amostra para as medigoes, a amostra, quando a temperatura ambiente

recupera parte da consisténcia o que explica os resultados obtidos.
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Fig. 19 — Variagao da adesividade dos géis, entre os dias 0 e 28 (I: T. ambiente, luz; 2: T.
ambiente, escuro; 3: T=5°-9°C; 4: T=40°C, 75% humidade)
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A adesividade é o trabalho necessario para ultrapassar as forgas atrativas entre a
superficie da amostra e da sonda, e encontra-se relacionada com a retengao do gel na pele
(Senygit et al., 201 1; Hurler et al., 2012; Vitorino et al., 2013).

A figura |9 representa a variagao de adesividade dos lotes, onde a tendéncia é
concordante ao verificado para a compressibilidade e dureza, j4 que as maiores areas
negativas determinadas correspondem aos lotes | e 3. Ao lote 3, de maior viscosidade, esta
também associada uma maior area negativa, uma vez que a adesividade é um parametro
também dependente da concentragao de polimero (Hurler et al., 2012).

Os resultados relativos a determinagao da coesao dos lotes estao expressos na figura
20. Este parametro é definido como o trabalho necessario para deformar o gel durante o
movimento descendente da sonda. Fornece informacao acerca da reformacao estrutural do
gel apos aplicagao; em regra um valor elevado esta associado com uma recuperagao
estrutural total. Os dados obtidos relativos a coesio do gel de hidroxietilcelulose sao
relativamente pouco varidveis e concordantes com os descritos na literatura (Jones,

Woolfson e Brown, 1997; Senygit et al., 201 |; Hurler et al., 2012; Vitorino et al., 2013).
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Fig. 20 — Variagao da coesao dos géis, entre os dias 0 e 28 (I: T. ambiente, luz; 2: T.

ambiente, escuro; 3: T=5°-9°C; 4: T=40°C, 75% humidade)

A elasticidade é definida como o ritmo a que a amostra deformada retoma a sua
condicao original apos remogao da forgca deformante. Valores baixos revelam que a
formulagao se encontra mais suscetivel a deformagdes estruturais (Jones et al., 2000; Senygit
et al., 201 1; Vitorino et al., 2013). A variagao deste parametro encontra-se representada na
figura 21.
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Fig. 21 — Variagao da elasticidade dos géis, entre os dias 0 e 28 (I: T. ambiente, luz; 2: T.

ambiente, escuro; 3: T=5°-9°C; 4: T=40°C, 75% humidade)

A elasticidade revelou-se o parametro mais consistente e menos variavel entre os
quatro lotes, e entre as diferentes temperaturas. Os valores aproximam-se da unidade, o
que leva a concluir que todos os lotes facilmente recuperam a forma original apds a

deformacao.

3.6 Doseamento dos taninos totais no extrato e na formulacao

O doseamento dos taninos totais foi realizado segundo o procedimento descrito na
secgao 2.6. Os resultados revelaram que o extrato contém um teor de | 1,79 % em taninos,
o que corresponde a 3,35 % de taninos em planta; ja o gel contém 0,5%.

O valor obtido para o extrato é semelhante ao dos estudos disponiveis na literatura.
Encontra-se relatada uma percentagem de aproximadamente 2,3% de taninos em folhas de
Fragaria vesca, segundo o mesmo método (Zugic et al., 2014).

O conteldo de taninos nos frutos de Fragaria vesca atinge valores de 3% e, no caso
de outras variedades de morangos, o teor atinge maximo de 6% (Najda et al., 2014; Dyduch-
Sieminska et al., 2015).

Em todos estes estudos o conteudo em polifendis demonstra uma correlagao
positiva com o potencial antioxidante dos extratos (Dyduch-Sieminska et al., 2015; Ivanov et

al, 2015).
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3.7 Avaliacao da viabilidade celular

De modo a avaliar a potencial toxicidade do extrato e do gel, o efeito de ambos na
viabilidade das células HaCaT foi determinado, por intermédio do teste do MTT, tal como
descrito na seccao 2.7.1. O tratamento estatistico dos resultados nao revelou as médias
significativamente diferentes.

Na figura 22 sao apresentados os resultados relativos as concentragoes testadas de
extrato. Da andlise destes resultados verifica-se que o extrato numa concentragao de 2
mg/mL reduziu significativamente a viabilidade das células HaCaT, apresentando assim
citotoxicidade nesta concentragao. Alguns flavonoides — canferol, quercetina, isorhamnetina
— estdo descritos como inibidores do crescimento celular. Dada a abundancia de derivados
de canferol e quercetina presentes no extrato, estes compostos em elevada concentragao
poderao ser os responsaveis pela reducao da viabilidade celular observada (Lee et al., 2005;

Lee et al.,, 2006).
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Fig. 22 — Efeito do extrato de Fragaria vesca na viabilidade das células HaCaT. As células
HaCaT semeadas em caixas de 24 pogos foram incubadas com diferentes concentragoes de
extrato durante 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada através do teste do MTT e
expressa como percentagem (%) relativamente a situagao controlo (100%). As barras
representam o valor médio de cinco experiéncias independentes realizadas em

quadruplicado.
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Em oposicao, o extrato nas concentracoes de 0,75 mg/mL e 0,5 mg/mL parece
aumentar a viabilidade celular relativamente ao controlo. Embora este aumento nao seja
estatisticamente significativo, mais estudos serao necessarios no sentido de explorar um
eventual efeito destas concentragoes de extrato na proliferacao dos queratinocitos.

Efetivamente, Agyare et al. (2009) descrevem um aumento na viabilidade celular de
queratinécitos, acompanhado de proliferagcao celular, efeitos induzidos pelo conteido
elevado de extratos aquosos em taninos. Os possiveis compostos do extrato de Fragaria
vesca responsaveis pelo efeito de aumento da viabilidade celular nos queratindcitos serao os
elagitaninos geranina e furosina, isdmeros de eriodictiol e ainda o flavonoide 3,4-
dihidroxiflavona — (Agyare et al. 201 |; Lee et al., 2005; Lee et al., 2006; Urrutia et al., 2016).

Os resultados relativos ao efeito de diversas concentragoes testadas de gel na
viabilidade das células HaCaT estao representados na figura 23. O gel demonstra claramente

auséncia de toxicidade em todas as concentragoes testadas: 5 mg/mL, 2 mg/mL e | mg/mL.

Gel

120,00%
o
© 100,00% T I —
: 1 I l
8
) 80,00% L
&
S 60,00% I
8 100,00% 95,10% 97,85% 103,63%
S 40,00% I
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® 20,00% |
>

0,00%

0 1 2 5
Concentragdo de gel (mg/mL)

Fig. 23 — Efeito do gel com incorporagao de extrato de Fragaria vesca nas células HaCaT. As
células HaCaT semeadas em caixas de 24 pogos foram incubadas com diferentes
concentragoes de gel durante 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada através do teste do
MTT e expressa como percentagem (%) relativamente a situagao controlo (100%). As barras

representam o valor médio de seis experiéncias independentes realizadas em quadriplicado.
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Os efeitos citotoxicos do etanol em células envolvem diversos mecanismos. Retarda
o crescimento, diminui a proliferacao celular e acelera a apoptose, através de varias vias de
sinalizagao (Do et al. 2013).

Considerando que a formulagao em gel contém etanol com fungao de conservante e
que o etanol podera ter efeitos citotoxicos, o efeito do etanol na viabilidade das células
HaCaT também foi avaliado, nao tendo revelado qualquer toxicidade nas concentragoes
utilizadas. Assim, dado que a formulagao nao revelou efeitos nefastos nos queratindcitos,

considera-se segura para aplicagao topica.

3.8 Estudo em voluntarios humanos

O teste de contacto simples realizado em 10 voluntarios, demonstrou a existéncia de
uma boa compatibilidade do produto com a pele. Neste estudo a percentagem de reagoes
observadas foi 0%.

Adicionalmente, as aplicagoes repetidas da formulagao em 50 voluntarios nao
originaram reagoes irritantes, nem na fase de indugao nem na fase de desafio. Do mesmo
modo nao houve indugao de quaisquer reagoes alérgicas durante o estudo.

Estes resultados confirmam o que foi verificado na avaliagao da viabilidade celular,
relativamente ao gel. Deste modo, foi comprovado que a formulagio em gel contendo

extrato de Fragaria vesca é hipoalergénica e segura para aplicagao tépica.
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IV = Conclusdes e perspetivas futuras

Neste trabalho foi desenvolvida uma formulagao em gel, para aplicagao por via tépica,
que se revelou hipoalergénica, segura e estavel. Quando conservada nas condigoes
ambientais, o pH mantém-se adequado para uma aplicagio na pele e conserva as
propriedades relativas a viscosidade, cor e aspeto.

O gel nao se revelou téxico para a cultura celular HaCaT, mas o extrato revelou
toxicidade em concentragoes elevadas, devida a presenca de derivados de quercetina e
canferol. Em menores concentragoes, o extrato revela um aumento da viabilidade celular.

Para projetos futuros existem diversos pontos de trabalho possiveis:

e Avaliagao da eficacia da formulagao, ou seja, confirmar se ocorre despigmentagao em

testes com voluntarios;

e Preparagao das formulagdes em gel com os conservantes propilenoglicol a 15% e
sorbato de potassio a 0,6%, e para as mesmas realizar de igual modo todo o estudo

de estabilidade e seguranga, para avaliar comparativamente os resultados;

e A realizagdo do mesmo trabalho para uma colheita de folhas de Fragaria vesca de
outra época, para comparagao da composicio do extrato e dos efeitos biologicos;
existe também a possibilidade de incorporar extratos de outras plantas, com a

mesma atividade biologica associada;

e Determinar quais os compostos do extrato responsaveis pela redugao da viabilidade

celular na cultura de células HaCaT, e quais os mecanismos que lhe estao associados.
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