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Resumo

A industria cosmética € um setor em crescimento, onde a procura por novos compostos
ativos para melhorar e criar produtos inovadores é bastante importante. As preferéncias do
consumidor evoluiram e surgiu uma consciéncia mais ecologica, pelo que, os consumidores
exigem mais produtos naturais, com menos implicacBes ambientais e menos efeitos tdxicos.
Nesse contexto, as macroalgas podem representar uma fonte rica em diferentes metabolitos,

com facil acessibilidade para a obtencéo dessas moléculas.

A radiacdo ultravioleta da luz solar € o principal fator ambiental que induz o
envelhecimento da pele humana e resulta na acumulagao de pigmentos e na formacéo de rugas.
A pele humana € frequentemente afetada pelo stresse oxidativo causado pela exposicdo

continua a radiacéo solar ultravioleta.

As macroalgas estdo naturalmente expostas ao stress oxidativo, pelo que desenvolvem
compostos bioativos com capacidade antioxidante, sendo capazes de metabolizar os radicais
livres e consequentemente, neutralizar os efeitos nocivos induzidos pelo stresse oxidativo.
Desta forma, os compostos bioativos de macroalgas podem integrar formulacfes cosméticas
contra os efeitos nocivos da radiacdo ultravioleta, apresentando um efeito de anti-

envelhecimento.

A presente dissertacdo foca-se na procura de novos compostos com atividade
antioxidante obtidos a partir de organismos marinhos (particularmente macroalgas) com

potencial na indUstria cosmética, através da analise de estudos realizados in vitro.

Concluiu-se que as macroalgas de um determinado filo, nomeadamente Phaeophyceae,
apresentam na sua composicdo quimica maior quantidade de compostos com atividade
antioxidante, possuindo uma elevada atividade antioxidante in vitro. Estas macroalgas devem
ser consideradas para futuros estudos in vivo e em formula¢fes de produtos cosméticos

inovadores.

Palavras-chave: antioxidante, compostos bioativos, Phaeophyceae, Chlorophyta, Rodophyta
1]
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Abstract

The cosmetic industry is a growing sector, where the search for new active compounds
to improve and create innovative products is crucial. Consumer preferences have evolved and
a greener awareness has emerged, whereby consumers demand more natural products, with
fewer environmental implications and less toxic effects. In this context, macroalgae can

represent a rich source of different metabolites with easy accessibility to obtain these molecules.

Ultraviolet radiation from sunlight is the main environmental factor that induces the
aging of human skin and results in the accumulation of pigments and the formation of wrinkles.
Human skin is often affected by oxidative stress caused by continuous exposure to ultraviolet

solar radiation.

Macroalgae are naturally exposed to oxidative stress, so they develop bioactive
compounds with antioxidant capacity, being able to metabolize free radicals and, consequently,
neutralize the harmful effects induced by oxidative stress. In this way, macroalgal bioactive
compounds can integrate cosmetic formulations against the harmful effects of ultraviolet

radiation, presenting an anti-aging effect.

This dissertation focuses on the search for new compounds with antioxidant activity
obtained from marine organisms (particularly macroalgae) with potential in the cosmetic
industry, through the analysis of in vitro studies.

It was concluded that the macroalgae of a certain phylum, namely Phaeophyceae,
present in their chemical composition a greater amount of compounds with antioxidant activity,
having a high antioxidant activity in vitro. These macroalgae should be considered for future in

vivo studies and in innovative cosmetic product formulation

Keywords: antioxidant, bioactive compounds, Phaeophyceae, Chlorophyta, Rodophyta
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1. Introducao

Os cosmeéticos tornaram-se cada vez mais importantes no quotidiano da populacéo,
prova disso € o0 seu uso regular por um ndmero crescente de pessoas e o facto de grandes
quantidades de produtos cosméticos serem consumidos todos 0s anos.

A utilizacdo de cosméticos na sociedade moderna visa a promogéo da higiene pessoal;
0 aumento da atratividade e autoestima através da utilizacdo de maquilhagem; a protecdo da
pele e do cabelo da luz ultravioleta prejudicial, poluentes e outros fatores ambientais; prevencao
do envelhecimento e, em geral, para ajudar as pessoas a terem uma vida mais satisfatoria (1).

Um novo conceito na industria cosmética sdo 0s cosmecéuticos, uma mistura entre
“produtos cosmeéticos” e “produtos farmacéuticos”. Os cosmecéuticos caraterizam-Se por
fornecerem beneficios terapéuticos ja que possuem ingredientes ativos que se destinam a ter
um efeito fisiologico resultante de uma acdo farmacoldgica quando comparados com um
cosmeético inerte. Por esta razdo, os cosmecéuticos sdo muito procurados pelos consumidores e
amplamente comercializados, tornando-os um dos segmentos de crescimento mais rapido do
mercado de cuidados pessoais (2)(3).

Por sua vez, o facto da populacéo estar cada vez mais consciencializada para o risco do
uso de muitos produtos quimicos sintéticos em cosmeéticos, fez com que os compostos obtidos
a partir de recursos naturais obtivessem um enorme reconhecimento, pelo que a procura por
cosmecéuticos de origem vegetal e de origem marinha tenha aumentado exponencialmente
devido as suas propriedades quimicas e bioldgicas Unicas (4).

Uma vez que a inddstria cosmética € um setor econémico em crescimento em todo o
mundo, com o mercado cosmético europeu avaliado em 79,8 bilhdes em 2019 (5), faz sentido
que este setor de base cientifica, de ritmo acelerado e altamente inovador tente corresponder a
procura dos consumidores. Neste sentido, a industria cosmética através de uma procura
continua por ingredientes inovadores, esta a mudar progressivamente para ingredientes
bioativos naturais e esta a revelar um enorme interesse por organismos marinhos. Estes sdo uma
grande fonte de uma variedade de metabolitos: polissacaridos, glicoproteinas, polifendis,
terpenos, carotenoides, vitaminas, acidos gordos e, ainda, enzimas que oferecem um amplo
espectro de atividades (6).

A presente dissertagdo tem como objetivo fazer uma revisao bibliogréafica relativamente
a novos compostos de origem marinha que possam ser aplicados como ingredientes ativos em
cosmecéuticos. Para cada composto ou grupos de compostos serdo abordadas as atividades

antioxidantes em ensaios in vitro e/ou in vivo e, consequentemente, a sua utilidade na industria
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cosmetica. Antes de iniciar esta revisao, faz-se no presente trabalho uma breve reviséo sobre 0s
conceitos de radicais livres, 0 que sdo antioxidantes e alguns testes para a determinagdo destas

atividades.

2. Radicais Livres

Um radical livre pode ser definido como qualquer espécie quimica que possui um eletréo
desemparelhado numa orbital atdmica capaz de existir independentemente. Muitos radicais sdo
instaveis, altamente reativos e podem doar ou aceitar um eletrdo de outras moléculas,
comportando-se, portanto, como oxidantes ou redutores.

As espécies reativas de oxigénio (ERO), compreendendo radicais livres (ex: anido
superoxido Oz, radical hidroxilo *OH) ou ndo (ex: perdxido de hidrogénio H»05), oxigénio
singlete (*O2). As espécies reativas de azoto (ERA) sdo o mondxido de azoto ("NO), radical
peroxinitrilo (ONOQ") e dioxido de azoto (‘NO2) (7). Estas espécies sdo altamente reativas,
capazes de danificar moléculas biologicamente relevantes no nucleo e nas membranas das
células, como é&cido desoxirribonucleico (ADN), proteinas, hidratos de carbono e lipidos,

levando a danos celulares e rotura homeostatica (8)(9).

2.1Producéo de radicais livres no corpo humano

Os radicais livres e ERO sdo derivados de processos metabolicos essenciais normais no
corpo humano ou de fontes externas, como exposi¢do a raios ionizantes, ozono, tabagismo,
poluentes do ar e produtos quimicos industriais (8).

A formacdo de radicais livres ocorre continuamente nas células como consequéncia de
reacfes enzimaticas e ndo enzimaticas. As reacdes enzimaticas, que servem como fonte de
radicais livres, incluem aquelas envolvidas na cadeia respiratoria, na fagocitose, na sintese de
prostaglandinas e no sistema do citocromo P450 (CYP450) (8).

Algumas fontes geradoras internamente de radicais livres sdo a mitocondria e 0s
peroxissomas, ou seja, sdo gerados em processos aerdbicos, como respiracdo celular. A
inflamacdo, exposicéo a infe¢cbes microbianas envolvendo ativagdo de fagdcitos e atividade
fisica intensiva sdo também outros fatores que geram radicais livres. Ja as fontes de radicais
livres gerados externamente incluem o fumo do cigarro, os poluentes ambientais, as radiagdes

ionizantes e ultravioleta (UV), certos medicamentos e pesticidas, solventes industriais e 0zono

(7)(8).
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2.2Vias para a atividade de producao de radicais livres

De acordo com a "teoria do radical livre" proposta por Harman, o dano as macromoléculas
celulares através da producéo de radicais livres em organismos aerdébios é um fator importante
de vida (10). Os radicais livres sdo subprodutos naturais do metabolismo aerdbio das células e
podem ser enddgenos ou exdgenos. A formacdo de radicais livres enddgenos ocorre
continuamente nas células como resultado de reacBes enzimaticas e ndo enzimaticas. Os
radicais livres enddgenos sdo formados no corpo atraves de quatro processos diferentes (8).

Processo I: Na primeira fase, como parte do metabolismo natural de nutrientes dependentes
de oxigénio, as moléculas de energia trifosfato de adenosina (ATP) sdo libertadas pela

mitocdndria, ao consumir oxigénio e produzir agua (respiracdo aerdbica).

602 +CeH1206 26CO2 + 6H20 + energia (ATP)
Subprodutos > H>O0», OH:, radicais superdxido, etc.

Neste processo, como resultado da redugdo incompleta da molécula de oxigénio, peréxido
de hidrogénio, radicais hidroxilo, superdxido e outros subprodutos indesejaveis sdo gerados
inexoravelmente. Os radicais superoxido sdo produzidos principalmente em dois locais
importantes na cadeia de transporte de eletrGes durante o processo metabolico: no complexo |
(dinucledtido de nicotinamida adenina (NADH) desidrogenase) e no complexo 111 (ubiquinona-
citocromo c redutase) (Figura 2.1). A forma reduzida da coenzima Q (QH2) é formada como
resultado da transferéncia de eletrdes do complexo | ou Il para a coenzima Q ou ubigquinona
(Q). A forma reduzida QH2 regenera a coenzima Q através de um anido semiquinona
intermediario instavel ("Q-) no ciclo Q. O intermediario "Q- passa 0s seus eletrdes para 0
oxigénio molecular e forma o radical superdxido quase imediatamente. Uma vez que o
superdxido ndo € produzido por enzimas, o desencadeamento de ERO aumenta a medida que a
taxa de metabolismo aumenta (11).

O anido superoxido é posteriormente convertido em perdxido de hidrogénio pela superoxido

dismutase mitocondrial (12).
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. _f?” )

Des:dmgemscs

ATP + P, ATP

Figura 2.1- Modelo esquematico da geracéo de ERO na mitocondria. CAT (catalase); GPx (glutationa
peroxidase); SOD (superdxido dismutase); Q (coenzima Q ou ubiquinona); QH2 (reduzida da coenzima Q); *QO-
(anido semiquinona intermediario instavel). (Adaptado de (11)).

Processo Il: Oxidantes (radicais livres, ERO) como NO, Oz, H20; e outros sdo libertados
pelo sistema imunoldgico, os glébulos brancos, para destruir os microrganismos patogénicos,
parasitas, virus, etc., como componente importante de um mecanismo de defesa. Os radicais
livres atacam moléculas proximas para atingirem estabilidade, resultando na geracdo de um
novo radical livre que desencadeia uma reacdo em cadeia. Quando 0 processo € iniciado, este
faz com que as biomoléculas das células vivas saudaveis sofram modificagGes, resultando em
danos celulares (13).

Processo Ill: Peroxissomas produzem peréxido de hidrogénio e calor, um subproduto
formado devido a quebra de &cidos gordos e da degradacdo de outras moléculas citosélicas
enquanto na mitocondria os &cidos gordos sdo oxidados para produzir ATP e &gua.
Normalmente, uma enzima antioxidante, a catalase, degrada esses peroxidos. No entanto, parte
do perdxido de hidrogénio é expelido e causa danos noutras partes da célula. Uma vez que as
gorduras com poli-insaturacdo possuem numero de multiplas ligages duplas, assim, ao serem
oxidadas, produzem um excesso de radicais livres, os peroxidos lipidicos (14).

Processo 1V: Uma das principais defesas do corpo na biotransformacéo de xenobioticos séo
as enzimas do CYP450, oxidando-os. Durante este processo de oxidagao hd também a formagéo

de radicais livres que podem atacar 6rgdos e tecidos do organismo vivo (14).
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2.3 Reagéo em cadeia apos formacéo do radical livre

Entre os alvos habituais de ERO estdo os acidos gordos poli-insaturados (PUFAS) que séo
altamente suscetiveis a danos induzidos por ERO no local bis-alilico. Os PUFAs de cadeia
longa mais abundantes no cérebro séo o acido araquiddnico e o cido docosahexaenoico (DHA),
enquanto o acido linoleico e o acido a-linolénico séo os principais precursores para a sintese de
cadeia longa.

Os PUFASs ao possuirem um sitio bis-alilico sdo bastante propensos a danos induzidos por
radicais livres ou espécies ndo radicais, desencadeando a oxidacdo nao enzimatica de lipidos,
chamada de peroxidacdo lipidica. A remocdo do hidrogénio alilico do PUFA inicia a
peroxidagdo lipidica formando o radical lipidico centrado no carbono (L°). Na fase de
propagacgdo da reagdo em cadeia, L" reage rapidamente com o oxigénio molecular, levando a
geracdo do radical peroxilo lipidico (LOO®). O LOO" retira hidrogénio de outros lipidos
insaturados, produzindo novos L" e hidroperdxidos lipidicos (LOOH). A peroxidacéo lipidica
termina quando moléculas protetoras, como antioxidantes lipossolUveis, doam um &tomo de
hidrogénio ao LOO", causando assim a formagdo de ERO menos reativas e, eventualmente,
moléculas estaveis (15).

Resumindo, na peroxidacdo lipidica, a formacao de radicais livres ocorre em varios passos
e em cadeia (14):

1. Reacao de iniciagdo em cadeia de radical livre: A origem de radicais livres numa reagdo
inicia a reacdo em cadeia. Esta iniciacdo produz intermediarios reativos.

2. Propagacéo da cadeia: Outro intermediario reativo é formado quando o intermediario
interage com uma molécula estavel, resultando outros radicais livres.

3.Terminacdo em cadeia: Pode haver varias reacfes colaterais que erradicam o0s
intermediarios reativos e, como resultado, a reacdo em cadeia € finalizada (Figura 2.2).

A propagacdo da peroxidacdo lipidica comeca pela adicdo de oxigénio a estes radicais
centrados em carbono. A propagacdo, na maioria das oxidagdes seguindo um mecanismo
radical, ocorre numa taxa geralmente lenta e é representada pela transferéncia de um atomo de
hidrogénio para a cadeia que carrega o radical peroxilo lipidico. Os radicais livres de peroxilo
podem ser adicionados a ligagOes duplas carbono-carbono. Os dienos conjugados podem ser
especialmente sujeitos a adigdo de peroxilo. A substituicdo radical intramolecular no peroxilo
lipidico e reacdes de ciclizacdo radicalar podem ocorrer, produzindo peroxidos ciclicos. Os
antioxidantes podem reagir esgotando o oxigéenio molecular ou diminuindo a sua concentracdo

no local, removendo i6es metalicos pré-oxidativos, aprisionando ERO agressivas, tais como o
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radical anido superoxido ou perdxido de hidrogénio, eliminando radicais iniciadores de cadeia
como hidroxilo (OH"), alcoxilo (LO") ou peroxilo (LOO"), quebrar a cadeia de uma sequéncia

radical ou eliminar o oxigénio singlete (*O,) (7).

L-H+X > L +XH Iniciacdo
L'+ 02 2 LOO’ ropagaga
LOO" + L-H - L'+ LOOH Ciclo
LOO"+ R > LOOR Terminacéo

Figura 2.2 — Representagdo esquematica da formag&o de radicais livres e reac¢Oes de terminagéo. L-H (acido
gordo poli-insaturado); L' (radical lipidico); LOO" (radical peroxilo); LOOH (hidroperéxidos lipidicos).
(Adaptado de (14).

3. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo moléculas com capacidade de metabolizar os radicais livres e,
consequentemente, neutralizar os efeitos nocivos induzidos pelo stresse oxidativo (8).

A atividade antioxidante segue mecanismos baseado nas reacfes redox, ou seja, onde as
reacOes de oxidacdo e reducdo ocorrem simultaneamente. As reacdes redox sdo muito comuns
no nosso dia-a-dia, como tal, durante a ocorréncia de varias reacGes fisiolégicas no corpo
humano, os radicais livres também séo gerados como subprodutos inevitaveis, e em altas
concentragfes podem danificar estruturas celulares, acidos nucleicos, lipidos e proteinas.

Para manter o equilibrio redox nas células de organismos aerdbios, estes possuem sistemas
antioxidantes integrados, que incluem antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos para que
ocorra a neutralizacdo de radicais livres, ERO ou ERA (16). Esta neutralizacdo pode ser
realizada de varias formas, tais como eliminacéo direta de radicais livres, ativacdo de enzimas

antioxidantes, agentes quelantes e inibicdo de oxidases (14).

3.1 Classificacdo dos antioxidantes

3.1.1 Antioxidantes primarios e secundarios

Os antioxidantes sdo classificados como antioxidantes primarios ou secundarios de acordo
com 0s seus mecanismos de atuagéo. Os antioxidantes primarios, os chamados antioxidantes de
quebra de cadeia, s@o aceitadores de radicais livres que atrasam a etapa de iniciacdo ou
interrompem a etapa de propagacdo da oxidacao. No decorrer do processo de neutralizacao, o

antioxidante perde um eletrdo e transforma-se num radical (17), neste sentido, agem pela
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eliminag&o de espécies radicais, convertendo-os em radicais mais estveis ou em espécies ndo
radicalares (18).

Os antioxidantes secundarios ou preventivos atuam através de varios mecanismos. Estes
antioxidantes tém a capacidade de diminuir a taxa de oxidacdo, mas ndo sdo capazes de
converter espécies reativas em produtos mais estaveis. Este tipo de antioxidante pode formar
complexos com metais pro-oxidantes e desativa-los, decompor peréxidos em espécies ndo
radicalares, eliminar o oxigénio singlete, inibir enzimas oxidativas, por exemplo, lipoxigenase
e absorver radiacdo UV (17)(18).

3.1.2 Antioxidantes enddgenos e exdgenos

Os antioxidantes neutralizam radicais livres e oxidantes e podem ser classificados de
acordo com a sua fonte, podem ser enddgenos (enzimas e pequenas moléculas) ou exdgenos
(flavonoides, acidos fenolicos, carotenoides, vitaminas e minerais) (19).

O sistema antioxidante enddgeno consiste em antioxidantes enzimaticos e em
antioxidantes ndo enzimaticos (19). J& o sistema antioxidante exdgeno consiste apenas em
antioxidantes ndo enzimaticos que ndo podem ser sintetizados no corpo humano e sdo retirados
da dieta e de suplementos alimentares, tais como vitamina C, vitamina E, carotenoides, alguns
minerais (por exemplo, zinco, magnésio, cobre, selénio) e polifendis (flavonoides, acidos
fenolicos, estilbenos, lignanos). Os antioxidantes exdgenos estdo presentes em quantidades
significativas em frutas, vegetais, bebidas (sumos, chd, café), nozes e cereais comummente
consumidos (18)(20).

3.1.3 Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
3.1.3.1 Antioxidantes enziméticos enddgenos

Existem vérias enzimas que catalisam reac¢Ges para neutralizar os radicais livres e ERO.
Essas enzimas formam os mecanismos de defesa enddgena do corpo contra os radicais livres
para proteger a célula (21). Os antioxidantes enzimaticos incluem catalase (CAT), familia
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e tioredoxina (Trx). O SOD pode
catalisar a transformagdo de superdxido (O27) em oxigénio (O2) e perdxido de hidrogénio
(H202). A CAT pode catalisar a passagem do peroxido de hidrogénio (H202) em oxigénio
molecular (O2) e agua (H20) (Figura 3.1) (16)(19).

SOD parece ser a primeira linha de defesa contra os radicais livres derivados de oxigénio
e pode ser rapidamente induzida nalgumas condic¢des quando exposta ao stresse oxidativo (19).

A familia SOD contém isoformas que diferem em relacdo ao ido metalico no centro ativo e 0s
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compartimentos celular onde se encontra. SOD com cobre e zinco (Cu/Zn) no centro ativo esta
presente no citosol (SOD1) e no espaco extracelular (SOD3), enquanto o SOD presente nas
mitocondrias possui manganés no sitio ativo (Mn; SOD2). No entanto, apenas Mn-SOD é
essencial para a sobrevivéncia da vida nas condicGes aerobias. CAT é uma proteina
homotetramérica contendo heme com um ido de ferro no centro ativo (16).

GPxs pertencem a uma familia de enzimas filogeneticamente relacionadas. A familia
GPx consiste em trés grupos evolutivos: GPx1/GPx2, GPx3/GPx5/GPx6 e GPx4/GPx7/GPx8.
GPxs pode usar glutationa como um redutor para catalisar as reac6es de H>O2 ou hidroperoxidos
organicos em agua ou os alcoois correspondentes, respetivamente. Membros de GPxs tém
funcdo antioxidante em diferentes compartimentos celulares, GPx1 esta presente de forma
ubiqua no citosol e mitocondria, GPx2 no citosol e nucleo e GPx3 no plasma, GPx4 esta
associado a membrana e parece proteger as membranas do desafio oxidativo (19).

O sistema antioxidante enddgeno Trx é constituido por Txr, selenoenzima tiorredoxina
redutase (TrxR) e nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH) que funciona como o
dador de eletrdes para o sistema (19).

As TrxR sdo proteinas homodiméricas em que cada mondmero inclui um grupo
prostético dinucledtido de flavina e adenina (FAD), um local de ligagdo NADPH e um centro
ativo contendo um dissulfeto redox. No caso da TrxR dos mamiferos, para além do dissulfeto
redox (Cysteina (Cys) 64 e Cys 59) no terminal N, existe na regido terminal C uma Cys extra
(Cys 497) e um residuo de selenocisteina (Sec 498) que € muito reativo e essencial para a
atividade catalitica. Os eletrdes sdo transferidos do NADPH via FAD para o dissulfeto do centro
ativo e depois para o selenol-tiol que entéo reduz o substrato (22).

NADP* + H* NADPH

W
s O\ 205" + 2H" SO0, 0,+ H.0,

2GSH GSSG
CAT
H,0, OLK /szoz ou 2 H202 > 02 *+2 HZO
hidroperdxidos alcoois
organicos

Figura 3.1 - Mecanismo seguido por enzimas antioxidantes. GSH (glutationa reduzida); GSSG (glutationa
oxidada); GR (glutationa redutase); SOD (superéxido dismutase); CAT (catalase); NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato). (Adaptado de (18)).
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3.1.3.2 Antioxidantes ndo enzimaticos enddgenos

Os antioxidantes ndo enziméticos enddgenos incluem proteinas de ligacdo a metais,
glutationa, acido Urico, melatonina, bilirrubina e poliaminas. Devido a sua localizacdo, essas
proteinas e substancias de baixo peso molecular fornecem mecanismos eficazes de defesa

intracelular ou extracelular contra ERO e ERA (20).

3.1.3.2.1 Proteinas de ligacdo a metais

Os primeiros antioxidantes enddgenos descritos foram as proteinas de ligacdo a metais
(PLMs), ou seja, proteinas extra e intracelulares, como albumina, ceruloplasmina,
metalotioneinas, ferritina, mioglobina, transferrina e lactoferrina. PLMs sdo os principais
contribuintes para a capacidade antioxidante do plasma. As suas propriedades antioxidantes
envolvem a capacidade de ligar ides metalicos (Cu®* e Fe?*) que podem ser extremamente pro-
oxidantes, o que significa que eles podem reagir com perdéxido de hidrogénio e catalisar a
formacdo de ERO na reacdo de Fenton (20). O papel do ferro nas reacfes metabdlicas esta
associado as suas propriedades quimicas especificas. Geralmente ocorre em dois estados de
oxidacio (Fe?" e Fe3"), portanto, o ferro pode ser um doador e um aceitador de eletrdes. Devido
a atividade redox, o ferro pode participar em varias reacdes bioldgicas redox-dependentes no
corpo humano (20).

PLMs como transferrina, ferritina e lactoferrina sdo quelantes de ferro redox-ativo
(Fe?*), que podem ser inibidores de radicais livres eficazes na reagdo de Fenton (20).

A transferrina é considerada um antioxidante devido a sua capacidade de reduzir a
concentracdo de ides ferrosos livres, que catalisam a conversdo do perdxido de hidrogénio em

radical hidroxilo, altamente toxico durante a reacdo de Fenton (Figura 3.2).

Fe3* +°0%> Fe*" + Oy
Fe,* + H,02 = Fe** + "OH +OH"

Figura 3.2 - Reacdo de Fenton.

Em contraste a transferrina, a ceruloplasmina (glicoproteina de alto peso molecular
constituida por mais de mil aminoacidos) atua como um inibidor de espécies reativas ligando-
se a ides cobre livre (Cu?*) e ides de ferro (Fe?*) ou como um antioxidante de quebra de cadeia
(20).

A mioglobina é uma proteina heme citosolica é composta por cento e cinquenta

aminoéacidos. Estudos recentes demonstraram que a mioglobina pode atuar como um eliminador

9
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do radical livre de monoxido de azoto (NO*) e também é capaz de reduzir o stresse oxidativo
eliminando ERO, especialmente de peréxido de hidrogénio (23).

As metalotioneinas sdo proteinas intracelulares de baixo peso molecular ricas em
cisteina. A atividade redox das metalotioneinas foi atribuida aos ligantes tiolato presentes nos
residuos de cisteina, esses residuos sao reativos contra oxidantes celulares. Esta inativagdo de
espécies oxidativas € acompanhada pela libertagdo de zinco dos complexos metal-tiolato,
diminuindo a peroxidacdo lipidica. As metalotioneinas sdo capazes de eliminar os radicais
hidroxilo e o radical anido superdxido, peroxido de hidrogénio, ERA e radicais NO. Além disso,
também apresentam capacidade de quelar metais pesados como mercdrio e cadmio, diminuindo
a toxicidade aguda desses metais (18).

Por sua vez, a albumina é uma proteina antioxidante multifuncional, que se liga aos
metais redox (Fe?* e Cu?*) e também pode atuar reagindo com radicais hidroxilo. 13es ferrosos
e cupricos livres sdo catalisadores na reacao de Fenton, na qual radicais hidroxilo sdo gerados.
Normalmente, esses ides metalicos estdo ligados a proteinas. O cobre, por exemplo, possui alta
afinidade com a ceruloplasmina, mas, por vezes, liga-se a albumina. Aproximadamente 40-70%
da atividade antioxidante total da albumina sérica humana estd associada a aminoacidos
sulfurados, metionina e cisteina e, portanto, é uma excelente armadilha para radicais livres (20).
E o grupo tiol exposto no residuo de cisteina livre que permite que a albumina elimine os
radicais hidroxilo (24). As propriedades antioxidantes da albumina derivam também do seu
efeito indireto, associado a ligacéo da bilirrubina e de acidos gordos insaturados, que previne a
oxidagéo desses compostos (25). A funcdo antioxidante da albumina resulta da sua capacidade
de captura de radicais livres e vérias propriedades de ligacdo de ligantes. A albumina é
considerada a principal molécula extracelular responsavel por manter o estado redox plasmatico
(20).

3.1.3.2.2 Coenzima Quo

Coenzima Q10 (CoQ10), também designada de ubiquinona (2,3 dimetoxi-5-metil-6-
decaprenil-1,4-benzoquinona) é uma pequena estrutura lipofilica, composta por um anel de
benzoquinona e uma cadeia lateral isoprendide e é encontrada universalmente nas membranas
celulares (26). A CoQ10 é amplamente distribuida em todas as membranas celulares e esta
envolvida na cadeia de transporte de eletroes (CTE) que transporta eletrdes entre os complexos
/11 e 11 (27).

10
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A principal fungdo da ubiquinona esta na CTE mitocondrial. CoQ10 aceita eletrdes de
diferentes doadores, incluindo complexo I (NADH-coenzima Q oxidorredutase), complexo Il
(succinato desidrogenase), a oxidacao de acidos gordos e aminoacidos de cadeia ramificada via
desidrogenases ligadas a flavina e fator de transferéncia de eletrbes Q oxidorredutase (FTE-
QO) em complexo Il (ubiquinona-citocromo c oxidoredutase). A CoQ10 faz um ciclo entre as
suas trés formas quimicas: completamente oxidado (ubiquinona), um radical livre intermediario
semi-oxidado (semiquinona) e uma forma completamente reduzida (ubiquinol), conforme
mostrado na Figura 3.3 (26). CoQ1o exibe a sua atividade na fase lipidica e participa das reagdes
redox de desidrogenases, citocromos ou outras proteinas ndo heme. Essas propriedades sdo
demonstradas apenas pela forma reduzida de CoQz1o, 0ou seja, o ubiquinol (CoQ1oH>) e radical
semiquinona (CoQ1oH). Ubiquinol permite a ligacdo do hidrogénio aos radicais livres, o que
leva a transformacéo do ubiquinol e a formacéo do radical semiquinona (CoQ1oH). O radical
formado nesta reacdo também demonstra propriedades antioxidantes e pode reagir com o

oxigenio molecular e outros radicais livres (20).

PPN 0.k

O ""’I{»f"ﬁw”]ﬁ — "“D]“‘ :Lr"“ -’Tn S D] fﬁl’wq&rﬁ“
[B 10 10 10

:0OH :iI_H
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Ubiquinel Semiquinona Ubiguinona
CspHgr Oy CseHon0f CseHgpQs

Figura 3.3 - Formas redox da CoQ10 ubiquinona (forma oxidada), ubiquinol (forma reduzida) e semiquinona
(semi-oxidada). O ciclo Q dentro da membrana da matriz permite a transferéncia de protdes da matriz
mitocondrial para o espago intermembrana ajudando a gerar o gradiente eletroquimico para a produgéo de
ATP. (Adaptado de (26)).

3.1.3.2.3 Glutationa

A glutationa é um composto de baixo peso molecular composto por trés aminoacidos:
glicina, cisteina e acido glutamico. A glutationa esta presente em varias formas redox, entre as
quais as mais importantes séo a glutationa reduzida (GSH) e a glutationa oxidada (GSSG). GSH
é um antioxidante solGvel que esta presente no citoplasma, mitocéndria e nacleo e desempenha
um papel importante como eliminador de radicais livres e atua também como cofator para varias
enzimas, incluindo GPx, glutationa redutase (GR) e glutationa transferase (GST) (21).

As propriedades antioxidantes da GSH dependem da presenca de uma ligagdo pseudo-
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peptidica entre o0 grupo amino da cisteina e o grupo a-carboxilo, proporcionando uma excelente
protecdo contra aminopeptidases e da expressdo do grupo tiol (-SH) derivado do residuo de
cisteina. Devido a presenca deste grupo tiol na molécula, a GSH tem a capacidade de proteger
outros grupos tiol nas proteinas contra o dano oxidativo. Os grupos tiol estdo entre as espéecies
quimicas mais reativas que ocorrem nas células (20). Como antioxidante, a GSH reduz as ERO
durante as reacdes enzimaticas e ndo enziméticas. A GSH pode manter antioxidantes exdgenos
importantes, como as vitaminas C e E, no seu estado reduzido. A glutationa pode regenerar a
vitamina C tanto do radical ascorbilo quanto do desidroascorbato, e pode regenerar a vitamina
E do radical cromanoilo (18). A GSH também est4 envolvida na reparagdo de moléculas de
proteinas, acidos nucleicos e lipidos danificados em processos de peroxidacao e na manutencdo

de grupos sulfidrilo de proteinas em estado reduzido (20).
3.1.3.2.4 Acido lipoico

O 4cido lipoico é um acido gordo com oito 4&tomos de carbono e apresenta enxofre na
sua estrutura que contribui na rea¢do que catalisa a oxidagdo e descarboxilagdo de a-cetoacidos,
por exemplo, piruvato e a-cetoglutarato, no ciclo do acido citrico. O &cido lipoico e a sua forma
reduzida, o &cido di-hidrolipoico (ADHL), sdo capazes de eliminar os radicais livres nos
dominios lipidico e aquoso. Foi revelado que o acido lipoico e o ADHL tém propriedades
farmacoldgicas antioxidantes, cardiovasculares, anti-envelhecimento, desintoxicantes, anti-
inflamatorias, anticancerigenas e neuroprotetoras (21).

O é&cido lipoico exerce a sua atividade antioxidante atraves da eliminagdo de ERO mas
também por quelacdo de metais de transicdo. O 4&cido lipoico apresenta alta atividade
eliminatdria principalmente contra o &cido hipocloroso enquanto o ADHL diminui a atividade
pré-oxidativa do ferro e cobre ndo ligados. Acredita-se que o &cido lipoico suprima o
mecanismo de reacgéo do tipo Fenton - a formacéo subsequente de OH" (18).

3.1.3.2.5 Acido Urico

O é&cido Urico (AU) € um dos compostos organicos de baixo peso molecular que sao
gerados durante o metabolismo das purinas. O acido Urico é um antioxidante hidrofilico, sendo
responsavel por cerca de 60% da capacidade de eliminacéao de radicais livres do plasma. O AU
é um eliminador de varias ERO, por exemplo, peroxinitrito, radical hidroxilo, oxigénio singlete
e peroxidos lipidicos. Além disso, o0 AU contribui para a prote¢do de enzimas antioxidantes
como a SOD1 e SOD3. Estudos relataram que o urato tem a capacidade de eliminar os radicais

livres e proteger a membrana dos eritrocitos da oxidacgéo lipidica (18).

12



Organismos marinhos na Cosmética

3.1.3.2.6 Melatonina

A melatonina € uma indolamina com duas cadeias laterais, um grupo 5-metoxilo e um
grupo 3-amida, produzida endogenamente (28). A melatonina pode facilmente ultrapassar as
membranas celulares e a barreira hematoencefélica e protege varias biomoléculas contra danos
causados por radicais livres, agindo como um eliminador direto de ERO e ERA. Além disso, a
melatonina pode reduzir indiretamente o stresse oxidativo, aumentando as atividades dos
sistemas de defesa antioxidante; estimular a expressdo e funcdo de vérias enzimas
antioxidantes, e aumentar a eficiéncia da CTE mitocondrial. Também apresenta uma
propriedade quelante que pode contribuir na redugdo da toxicidade induzida por iGes metalicos
e apresenta uma capacidade de eliminar radicais livres, incluindo radicais hidroxilo, radicais
peroxilo, oxigénio singlete, monoxido de azoto, peroxinitrito e peréxido de hidrogenio (29).

Varios metabolitos da melatonina sdo também eliminadores de radicais como, por
exemplo, 3-hidroximelatonina ciclica (c30HM), N(1)-acetil-N(2)-formil-5-
metoxiquinuramina (AFMK) e N1-acetil-5-metoxiquinuramina (AMK) (30).

A doacdo de eletrbes é o principal mecanismo pelo qual a melatonina elimina os radicais
livres. Depois de doar um eletrdo para o OH", a melatonina torna-se num radical livre, o catido
do radical indolilo. No entanto, a sua reatividade € muito baixa e, portanto, ndo € toxico para as
células. As ERA representam outra categoria de substancias potencialmente destrutivas, que
reagem com a melatonina. O peroxinitrito (ONOQO") em si é uma espécie muito prejudicial,
capaz de reagir com proteinas, lipidos e ADN. A melatonina combina-se prontamente com um
superdxido libertando NO, evitando assim a formacéo de ONOO" (29).

A melatonina tem a¢des importantes ao nivel das mitocéndrias pois aumenta a eficiéncia
da CTE e, portanto, reduz a saida de eletrGes e a formacdo de radicais livres que é uma
consequéncia do processo respiratorio por estimular o complexo | e o complexo IV da cadeia
respiratoria mitocondrial (29)

Relativamente aos metais, a melatonina é capaz de prevenir as acGes oxidativas dos
mesmos, neutralizando as ERO produzidas e capturando tais metais para formar quelatos. A
melatonina quelata tanto o Fe* quanto o Fe?*, que é a forma que acompanha a reacio de Fenton
(31).

3.1.3.2.7 Bilirrubina

A bilirrubina é um produto da degradacéo da hemoglobina e outras proteinas heme pelo
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sistema fagocitario mononuclear. Consiste numa estrutura tetrapirrélica de cadeia aberta. Apos
a dissolucéo dos eritrocitos, o residuo heme da hemoglobina é enzimaticamente decomposto
em biliverdina pela heme oxigenase e, subsequentemente, a biliverdina é reduzida a bilirrubina
pela biliverdina redutase. Este processo é reversivel e a oxidacdo da bilirrubina resulta na
formagéo de biliverdina. (18)

Estudos experimentais mostraram que a bilirrubina tem propriedades antioxidantes,
como sequestrar ERA e inibir a atividade da NADPH oxidase, resultando numa diminuicéo do
stresse oxidativo. Foi demonstrado em estudos in vitro que a bilirrubina ndo conjugada ligada
a albumina é oxidada por anido radical superdxido, radicais hidroxilo e radical hidroperoxilo
ou superoxido de hidrogénio e que a bilirrubina ndo conjugada protege a albumina da oxidacéo
pelos mesmos radicais e por peroxinitrito, indicando que a bilirrubina ndo conjugada pode servir
como um antioxidante atraves da eliminacédo direta de ERO. Além disso, foi demonstrado que
a bilirrubina inibe a atividade da NADPH oxidase, sugerindo que a producdo de ERO é
diminuida pela bilirrubina. (32)

3.1.3.2.8 Poliaminas

Poliaminas (PAs) como espermidina, espermina e putrescina (Figura 3.4) atuam como
antioxidantes e eliminadores de radicais livres (33). Estas PAs demonstram propriedades
antioxidantes contra o peroxido de hidrogénio nas hemacias e suprimem e diminuem a hemdlise
dos eritrdcitos. Esse efeito protetor das PAs é atribuido a estabilizacdo dos lipidos nas
membranas citoplasmaticas. As PAs protegem as membranas celulares do perdéxido de
hidrogénio, anido radical superoxido e radicais peroxilo e radicais peroxilo derivados de
fosfolipidos poli-insaturados. Fosfolipidos carregados negativamente contidos nas membranas
celulares podem reagir com grupos amino carregados positivamente. A espermina devido a

quatro grupos amino é um eliminador mais eficaz do que a espermidina e a putrescina (34).
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3.1.3.3 Antioxidantes ndo enzimaticos exdgenos
Antioxidantes ndo enzimaticos exdgenos incluem antioxidantes dietéticos (21).
3.1.3.3.1 Acido ascorbico

O é&cido ascorbico ou vitamina C, uma vitamina hidrossoltvel essencial para humanos,
participa da reparacdo dos tecidos, garantindo o funcionamento da pele, tenddes, ligamentos e
vasos sanguineos. Esta envolvido na cicatrizacdo de feridas, bem como na manutencdo da
cartilagem, 0ssos, dentes e melhora a absorcéo de ferro (21).

Nos organismos, a vitamina C pode ser encontrada na sua forma reduzida (acido
ascorbico ou ascorbato) ou na sua forma oxidada, &cido desidroascérbico (ADA) (Figura 3.5),
que é um produto da oxidacdo do acido ascorbico. A vitamina C tem atividades fisioldgicas e
metabdlicas essenciais em humanos, mas sé € obtida através da dieta (humanos ndo possuem a

enzima L-gulono-1,4 lactona oxidase, essencial para a sua producéo) (35).
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Figura 3.5 — Acido ascorbico e a sua forma oxidada, acido desidroascorbico
A vitamina C esta localizada na fase aquosa das células, representando um excelente
doador de eletrdes, que converte radicais em especies estaveis (21), demonstrando assim ser
um eliminador eficaz de ERO e ERA. Além disso, a vitamina C é eficaz na regeneracdo da
forma antioxidante oxidada (radical) da vitamina E, reduzindo os radicais tocoferoxilo a forma

nativa. Este processo protege as membranas e outros compartimentos da célula de danos
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induzidos por radicais livres (36). No processo de regeneragédo da forma reduzida de tocoferol
pela doacdo de hidrogénio, o &cido ascorbico é convertido no radical semi-hidroascorbilo e
depois em &cido desidroascérbico. O semidesidroascorbato pode ser reduzido a ascorbato pelo
citocromo b5 redutase e tiorredoxina redutase em reacfes que requerem NADH ou NADPH
como coenzimas. O desidroascorbato € reduzido por GSH, assim como em reac¢des enzimaticas
usando GSH ou NADPH. Embora a vitamina C reduza muitas ERO, ela também pode reduzir
os i0es metalicos (ibes férricos para ides ferrosos e iGes cupricos para iGes cuprosos) que

promovem a geracao de radicais livres em sistemas Fenton (18).

3.1.3.3.2 Vitamina E

Os tocoferdis sdo compostos estruturalmente monofendlicos, apresentando um anel
cromanol, e representam uma importante classe de antioxidantes lipossoluveis. Este grupo de
compostos genericamente conhecido como vitamina E, ¢ a familia mais importante de
antioxidantes que protegem os lipidos da membrana (37).

A vitamina E é quimicamente representada por oito isoformas: quatro tocoferois
(0.,B,v,0) € quatro tocotrienois (a.f,y,0) e a diferenga entre eles estd na saturacdo da cadeia
lateral; os tocoferois tém uma cadeia saturada e os tocotrienois tém uma cadeia insaturada com
3 ligagbes duplas (Figura 3.6). E encontrado em alimentos como gérmen de trigo e girassol,
cartamo, milho e 6leos de soja. A vitamina E é conhecida como a -tocoferol porque € a isoforma

mais abundante na natureza (38).
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Figura 3.6 — Estruturas quimicas das oito isoformas de vitamina E. (Adaptado de (37)).

O o-tocoferol também conhecida por vitamina E é a principal forma dotada de
propriedades antioxidantes (eliminagdo de radicais livres) e fun¢do imunologica. O a-tocoferol

foi confirmado como um inibidor eficaz da propagacdo da reacdo em cadeia da peroxidagéo
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lipidica (37). Os tocoferois representam doadores de hidrogénio eficazes para os radicais alquilo
ou alquil-peroxilo, dando origem ao radical tocoferoxilo correspondente, enquanto a forma
reduzida pode ser regenerada pelo &cido ascérbico. Quando presente em niveis elevados, o
radical tocoferoxilo pode retirar hidrogénio do substrato lipidico, produzindo tocoferol e um
radical lipidico. Este radical lipidico resultante pode aumentar a oxidagdo lipidica ao reagir com
0 oxigeénio tripleto e, nesta situacao, o tocoferol atua como pré-oxidante em vez de antioxidante.
A peroxidacdo mediada por tocoferol pode ser prevenida pelo &cido ascorbico, que reduz
rapidamente os radicais de tocoferoxilo (18).

A vitamina E é um antioxidante lipofilico e protege os PUFAs, especialmente o DHA,
um PUFA altamente oxidavel, que provém da peroxidacao lipidica. Esta vitamina é parte
integrante de uma rede antioxidante que envolve também a vitamina C, a GSH e o potencial
redutor endégeno do NADPH (Figura 3.7). A rede € iniciada com a formacdo de um radical
tocoferoxilo, o produto da oxidacao da vitamina E por um radical peroxilo solGvel em lipidos.
O radical tocoferoxilo ¢ reduzido pelo acido ascorbico, que regenera o a-tocoferol. A redugéo
do radical ascorbato utiliza outros antioxidantes, especialmente GSH formando GSSG, o
produto de oxidacdo de GSH. A reducdo subsequente de GSSG por GR usa equivalentes
redutores enddgenos, principalmente NADPH. Devido a rede antioxidante, a vitamina E € um
potente antioxidante lipofilico necessario para proteger as membranas ricas em PUFA do tecido

nervoso, eritrécitos e outros tecidos e tipos de células (37).
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Figura 3.7 - A interacdo da peroxidacao lipidica com antioxidantes: a rede antioxidante.(Adaptado de (37)).
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3.1.3.3.3 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos naturais estrutural e funcionalmente diferentes
encontrados em muitas frutas e vegetais (21). Os carotenoides sao terpenoides lipossoluveis e
incluem carotenos (B-caroteno e licopeno) que sdo hidrocarbonetos polieno e também incluem
xantofilas (luteina, capsantina, astaxantina, violaxantina) que apresentam grupos oxigenados

(hidroxilo, oxo- ou epdxilo) (Figura 3.8). As caracteristicas antioxidantes dos carotenoides
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incluem eliminagdo de oxigenio singlete, radicais peroxilo, radicais sulfonilo, tiilo e NO,
conferindo protecdo aos lipidos contra o ataque dos radicais hidroxilo e superdxido (18). A
presenca de carotenoides aumenta o poder antioxidante dos tocoferdis na fase lipidica das

membranas bioldgicas (21).
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Figura 3.8 — Estruturas quimicas de carotenoides.

3.1.3.3.4 Vitamina A

A vitamina A é uma vitamina lipossolivel que ndo pode ser sintetizado pelo corpo
humano e deve ser obtido na dieta. Esta disponivel em ovos, 6leos de peixe, figado, laticinios,
frutas amarelas e laranja e vegetais de folhas verde-escuras. O cozimento moderado de vegetais
aumenta a libertacdo de carotenoides, permitindo uma maior absorgéo (39).

A vitamina A pode ser encontrada sob duas formas: a vitamina A pré-formada ou retinol
(de origem animal) e a pro-vitamina A ou carotenoides (de origem vegetal)(40)(41).

O retinol pode ser convertido pelo corpo em retinal, que por sua vez pode ser oxidado
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em &cido retinoico, a forma de vitamina A conhecida por regular a transcri¢do do gene. Retinol,
retinal, &cido retinoico e compostos relacionados sdo conhecidos como retinoides (41).

O B-caroteno, o caroteno mais abundante e conhecido, e outros carotenoides alimentares
sdo precursores da vitamina A, podendo ser convertidos pelo corpo em retinol, deste modo, os
carotenoides sdo referidos como pro-vitamina A (41).

Uma das formas mais ativas de vitamina A € trans-retinol (Figura 3.9) que contém cinco
ligacGes duplas conjugadas localizadas num anel de ciclohexenil, bem como cadeias laterais
especificas de isoformas. De acordo com a literatura, o trans-retinol pode atuar como um
antioxidante de quebra de cadeia na eliminag&o eficaz do radical lipoperoxilo em solugdo. Um
estudo (42) reavaliou especificamente o que € proposto para o trans-retinol como um
antioxidante de quebra de cadeia na eliminacdo eficaz do radical peroxilo numa solucéo, e
também o que se propde para a vitamina A como pré-oxidante. As propriedades de eliminagdo
de radicais de trans-retinol foram avaliadas na fase gasosa e no solvente éter dietilico. Com
base nos dados obtidos, os autores deste estudo concluiram que o retinol atua como um bom

.

doador de eletrdes, mas um mau aceitador de eletrdes na interagcdo com o radical peroxilo (42).
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Figura 3.9 — Estrutura quimica de trans-retinol.

3.1.3.3.5 Compostos fendlicos

Flavonoides (flavonas, flavonois, flavonoides, flavanonas, isoflavonas, antocianinas) e
ndo flavonoides (&cidos fendlicos, derivados de estilbeno, lenhanos) tém uma capacidade
confirmada de reduzir os efeitos dos radicais livres. Compostos fenélicos e flavonoides naturais
sdo metabolitos secundarios de plantas e organismos marinhos que contém um anel aromatico
contendo pelo menos um grupo hidroxilo. Os compostos fendlicos sdo bons doadores de
eletrbes porque os seus grupos hidroxilo podem contribuir diretamente para a agdo antioxidante.
Além disso, alguns deles estimulam a sintese de moléculas antioxidantes endogenas na célula.
De acordo com varios relatos na literatura, os compostos fendlicos exibem inibi¢do de radicais
livres, decomposic¢do de peroxidos, inativacdo de metais ou eliminacéo de oxigénio em sistemas

bioldgicos e previnem a carga de doengas oxidativas (43).
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3.1.3.3.5.1 Acidos fenélicos

Os acidos fendlicos sdo divididos principalmente em dois subgrupos: &cido
hidroxibenzéico e &cido hidroxicinamico (Figura 3.10) (19). Acidos hidroxicindmicos possuem
uma estrutura comum de Ce-C3 e séo derivados do &cido cindmico, presentes nos alimentos
frequentemente como ésteres simples com é&cido quinico ou glicose. Os quatro acidos
hidroxicinamicos mais comuns sdo os acidos ferulico, caféico, p-cumarico e sinapico (19).

Os acidos hidroxibenzdicos possuem uma estrutura comum de Ce-C1 € sdo derivados do
acido benzoico. Em comparagdo com os acidos hidroxicindmicos, os acidos hidroxibenzoicos
sdo geralmente encontrados em baixa concentracdo em frutas vermelhas, cebolas e rabanete
preto. Os quatro acidos hidroxibenzoicos commumente encontrados sdo os acidos p-
hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico (44).

Os compostos fendlicos sdo conhecidos como antioxidantes diretos, no entanto, também
mostraram atividade antioxidante indireta pela inducdo de enzimas protetoras enddgenas. Os
acidos fenolicos atuam como antioxidantes (devido a reatividade da parte fenolica; substituinte
hidroxilo no anel aromatico). Embora varios mecanismos sejam conhecidos para a atividade
antioxidante (devido a reatividade da parte fendlica) dos &cidos fendlicos, acredita-se que a
eliminac&o de radicais através da doagdo de atomos de hidrogénio seja 0 método principal (44).
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Aculo p-hidroxibenzoico: Ry =Ry =H
Acido protocatecuico: Ry = OH. Ry =H
Acwdo vanilico: By = OCH; R, =H
Acido siringico: By =R, = 0CH;

Acido p-cumarico: By =R, =H
Acido caféico: Ry =0H. R, =H
Acido ferulico: Ry = 0CH, R, =H
Acido sindpico: By =R, = 0CH;

Figura 3.10 — a) Estrutura quimica dos derivados do acido hidroxibenzoico; b) estrutura quimica dos derivados
do &cido hidroxicinédmicos.

3.1.3.3.5.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sd@o uma ampla classe de compostos fendlicos de baixo peso molecular
encontrados nas plantas, caracterizados pelo nucleo flavano. As antocianina sdo pigmentos
presentes nas flores de algumas espécies vegetais que atraem insetos polinizadores e séo
responsaveis pelas cores vermelhas e azuis caracteristicas de frutas vermelhas, vinhos e certos

vegetais e principais fontes de flavonoides na dieta humana (45).
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Estruturalmente, os flavonoides sdo compostos por dois anéis de benzeno (A e B)
ligados entre si por uma pirona heterociclica (C) (Figura 3.11) e séo classificados de acordo

com as substituicdes nos aneis (Figura 3.12) (46).
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Figura 3.12 — Estrutura quimica dos flavonoides e respetiva classe.

Flavonoides dietéticos diferem nos arranjos dos grupos laterais hidroxilo, metoxi- e
glicosidico nos anéis A e B (45). A configuracdo e o numero total de grupos hidroxilo
influenciam substancialmente 0 mecanismo da atividade antioxidante e é possivel afirmar que
a hidroxilacdo do anel B ¢é o determinante mais significativo na eliminacdo de ERO (19). Os
efeitos protetores dos flavonoides sdo atribuidos a sua capacidade de transferir radicais livres
de eletroes, catalisadores de metal quelato, ativar enzimas antioxidantes, reduzir radicais a-

tocoferoxilo e inibir oxidases (45).
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3.1.3.3.6 Minerais

Os minerais sd@o uma pequena proporc¢do dos antioxidantes dietéticos. Os minerais mais
importantes com funcao antioxidante sdo o selénio e o zinco. O zinco exerce fungdes multiplas,
estando envolvido na catalise enzimética e na mediacdo de sinais em sistemas bioldgicos. O
zinco atua como componente vital nos sistemas redox pois € um componente da SOD, aumenta
a expressdo da metalotioneina e compete com o ferro e o cobre na membrana celular,
contribuindo para a inibicdo da NADPH oxidase, diminuindo assim a producéo de anido radical
superoxido e peroxido de hidrogénio, pois NADPH atua como um doador de eletrées (19)(18).

O selénio é reconhecido como um oligoelemento essencial que desempenha um papel
importante no sistema antioxidante como um componente da GPx dependente de selénio. O

selénio também aumenta as acGes da vitamina E na reducéo dos radicais peroxidos (47).

3.1.4 Linhas de defesa

Os antioxidantes podem ser classificados em quatro categorias de acordo com o seu
papel desempenhado no sistema de defesa que € ativado contra o stresse oxidativo.

Quiatro linhas de defesa foram identificadas, com base na sua reatividade: antioxidantes
preventivos, eliminadores de radicais, antioxidantes de reparacéo e antioxidantes que dependem
de mecanismos de adaptacdo (48). A primeira linha de defesa é composta por antioxidantes que
previnem processos oxidativos, suprimindo a formacdo de espécies radicais. Estes
antioxidantes atuam muito rapidamente e neutralizam qualquer radical livre que possa induzir
a producdo de outros radicais ou qualquer espécie quimica que tenha o potencial de ser
convertida num radical livre, ou seja, dismutam o radical anido superoxido, decompdem o
perdxido de hidrogénio e os hidroperoxidos dando origem a espécies inofensivas (por exemplo,
oxigénio molecular). Esta primeira linha de defesa também inclui proteinas de ligagdo a ides
metalico, tais como, lactoferrina, ferritina e ceruloplasmina que sequestram ferro e cobre
inibindo a formacao de radicais livres (49).

A segunda linha de defesa é formada por antioxidantes que suprimem a inicia¢do da
cadeia ou quebrem as reacdes de propagacao da cadeia (antioxidantes eliminadores de radicais).
Essa capacidade de eliminacdo ¢ exercida pela doagéo de eletrdes. Os radicais recém-resultantes
podem ser facilmente neutralizados, tornando-se espécies ndo prejudiciais. Esta categoria inclui
antioxidantes hidrofilicos (4cido ascorbico, glutationa, acido trico), bem como lipofilicos (a-

tocoferol e ubiquinol) (49).
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A terceira linha de defesa compreende os antioxidantes reparadores que atuam ap6s a
ocorréncia de danos dos radicais livres. Este grupo é formado por enzimas que reparam ADN,
lipidos e proteinas danificados. Estes antioxidantes sdo capazes de reconhecer, decompor e
remover proteinas, lipidos e ADN oxidados/danificados, contornando a sua acumulacao celular.
Os exemplos mais frequentemente encontrados deste tipo sédo enzimas de reparacdo de ADN
(polimerases, glicosilases e nucleases) e enzimas proteoliticas (peptidases, proteases e
proteinases) que estdo presentes tanto na mitocéndria como no citosol de células de mamiferos
(18).

A quarta linha de defesa compreende os antioxidantes que atuam explorando
mecanismos de adaptacdo: utilizam os sinais necessarios para a producdo de radicais livres, ou
para reacles envolvendo radicais livres, evitando a geracdo de radicais livres ou reagdes
envolvendo espécies radicais. No mecanismo de adaptacdo, o sinal gerado por uma espécie de
radical livre induz a sintese e transporte de um antioxidante adequado para o local adequado
(18).

3.2 Mecanismos para a determinacéo da atividade antioxidante

3.2.1 HAT: Hydrogen Atom Transfer (Transferéncia de Atomo de
Hidrogénio)

No mecanismo HAT, os antioxidantes realizam a sua atividade eliminadora de radicais
livres, predominantemente fornecendo eletrbes ou atomos de hidrogénio aos mesmos. Em
consonancia com esse mecanismo, um antioxidante (ArOH) interage com um radical livre
(ROQO") diretamente e neutraliza o eletrdo livre dos radicais livres, doando-lhe hidrogénio (14)
e tornando-se num radical (ArO").

ArOH + ROO" - ArO" + ROOH

Neste mecanismo, a entalpia de dissociacéo de ligacdes (EDL) € um pardmetro importante
na avaliagéo da acdo antioxidante. Quanto mais baixo o valor de EDL do grupo doador de H no
potencial antioxidante, mais facil serd para a reacao de inativacdo dos radicais livres (50).

A EDL refere-se as ligagdes O — H dos antioxidantes e indica a sua capacidade de fornecer
um atomo de hidrogénio a um radical livre. Compostos com alta atividade antioxidante
normalmente mostram baixos valores de EDL, indicando uma dissociacdo O — H mais fécil e
implicam uma maior interagcdo com os radicais livres (51).

EDL = Haro'+ Hu. - Haron
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Deve-se ter muito cuidado ao selecionar um antioxidante e deve-se tomar atengdo as

seguintes medidas preventivas (14):

1. Os radicais livres antioxidantes e antioxidantes devem ser relativamente inativos;

2. A" deve se deteriorar para fornecer produtos seguros;

3. Poder ser renovavel ou reciclado;

4. Se o antioxidante quebrar a cadeia ao doar hidrogénio, ele deve estar no topo da hierarquia
da cadeia alimentar.

Portanto, para que um determinado composto seja um bom antioxidante, as novas espécies
de radicais formadas apds a reacdo de eliminacdo devem ser mais estaveis e indcuas para as

celulas do que o radical livre inicial (51).

3.2.2 SET: Single Electron Transfer Mechanism (Mecanismo de

Transferéncia de Eletrdo Unico)

Neste caso, o antioxidante (ArOH) pode oferecer um eletrdo a um radical livre (ROO"),
tornando-se num catido radical (ArOH""). O valor do potencial de ionizacdo mais baixo facilita
a separacdo do eletrdo (51):

ArOH + ROO® - ArOH'" + ROO*
Nesse mecanismo, o “Potencial de ionizacdo” (PI) do antioxidante € o fator energético
mais importante na avaliacdo da acdo antioxidante e que pode ser avaliada com o auxilio da
seguinte equacdo (14): Pl = Haron™" - Haron

Onde Haron™" € Haron S80 as entalpias do radical catiénico e do composto, respetivamente.

3.2.3 SET-PT: Single Electron Transfer Accompanied with Proton Transfer

(Transferéncia de eletréo unico acompanhada de transferéncia de protéo)

Uma reacdo de duas etapas estd envolvida neste mecanismo. O radical livre (ROO") reage
com uma molécula antioxidante (ArOH), por exemplo, uma molécula na primeira etapa, onde
0 antioxidante aparece como uma forma radical cationica e o outro como uma forma radical
anionica.

ArOH + ROO" = ArOH™ + ROO"

ArOH" > ArO" + H*Essa reacdo é uma etapa crucial neste processo de duas etapas em

termos de termodinamica. O radical cationico do antioxidante ArOH™ divide-se num radical

fendlico ArO’ e num protdo H* na segunda etapa (14).
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Os “Potenciais de ionizagdo adiabaticos” (P1A) e as “Entalpias de dissociacao de protdes O
— H” (EDP) fornecem informagdes sobre a energia da primeira etapa e da segunda etapa,
respetivamente. Valores baixos de IP indicam uma tendéncia maior em formar um anido radical
superdxido, aumentando a atividade antioxidante (51).

A equacdo para o célculo de EDP, pode ser dado como:
EDP =Hio" + Hy" - Hion™

em que Hio', H4" e HLon™" sdo as entalpias do radical, do protédo e do radical catiénico.

3.2.4 SPLET: Sequential Proton Loss Electron Transfer (Transferéncia de

eletrdo e perda sequencial de protao)

Neste mecanismo também estd presente uma reacdo de duas etapas. Na primeira etapa,
ocorre a desprotonacao do antioxidante (ArOH), transforma-se numa forma aniénica (ArO’) e
num protdo (H"). O radical livre (ROQ") ir& reagir com os ides formados na primeira reag&o.
Como resultado, um radical antioxidante fendlico (ArO") e uma molécula neutra (ROOH)
aparecem na segunda reacdo (14).

ArOH > ArO + H*
ArO" + ROO" + H" > ArO’ + ROOH

Neste mecanismo, 0 que ocorre na primeira etapa € a desprotonagdo do composto fendlico,
assim a “Afinidade de protao” (AP) do anido (ArO") é adequada para avaliar a viabilidade desta
etapa. Na etapa seguinte, ocorre transferéncia de eletrdes pelo que a variavel numérica para
avaliar esta etapa é a “Entalpia de transferéncia de eletrdes” (ETE). Estas variaveis podem ser
calculadas através das equagdes: AP = Haro" + Hu" - Haron onde Hio', HH" e Hion S80 as
entalpias do anido, protdo e do composto, respetivamente. ETE = Haro" — Haro'aqui Hio" e HLO"

séo as entalpias do radical e do anido, respetivamente.

3.2.5 TMC: Transition Metals Chelation (Quelacdo de metais de transicéo)

Ferritina, lactoferrina, albumina e ceruloplasmina séo algumas proteinas de ligacdo a metais
que se ligam a ides de ferro e cobre livres e que tém capacidade de catalisar reagOes oxidativas.
O ferro e cobre séo os principais metais que sdo direcionados principalmente para a producéo

de radicais livres, porque normalmente se ligam fracamente a proteinas. Transferrina,
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hemoglobina e ceruloplasmina sdo os exemplos de algumas biomoléculas nas quais existe
ligacdo proteina-metal. Existem muitos agentes quelantes que podem formar quelatos fortes
com ides metalicos. Por exemplo, Fe* forma quelatos com &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e 4cido dietilenotriamina pentacético (DTPA) e Fe?* com fenantrolinas, acidos
salicilicos, etc. Ferro em heme, bem como ferro fracamente ligado a proteinas e ADN, pode ser
toxico. As reacOes de ferro e oxigénio sdo uma via importante para a iniciacdo da cadeia de
formacgdes de radicais livres em oxidacdes bioldgicas, porque promovem a producdo de
oxidante perigoso conforme as seguintes reacoes (14):

Quelatos de Fe* /Cu® + H0, > HO + quelatos de Fe¥* /Cu®
Quelatos de Fe?* /Cu* + ArOOH - ArO" + quelatos de Fe** /Cu?* + ArOH

Quelatos de Fe?* /Cu* + O2 = oxidantes

Medidas preventivas podem ser tomadas com o radical NO", no caso do quelato Fe?*. Ele

forma um composto coordenado com o ferro-heme:

heme-Fe?* + NO" = heme-Fe?* - NO

Qualquer molécula orgénica dissociavel pode formar quelato com metais. Os anides
polifendis, em particular, ttm uma forte tendéncia para formar complexos quelatos com metais.
Uma vez que hidroxilos desprotonadas em polifendis estdo frequentemente envolvidas na
quelacdo de metal (14).

A distribuicdo de eletrdes em highest occupied molecular orbital (HOMO) e lowest
unoccupied molecular orbital (LUMOQO), bem como a densidade de spin das moléculas, sdo
outros descritores significativos das propriedades antioxidantes. A capacidade de uma molécula
de doar um protéo é prejudicada devido a sua menor capacidade de HOMO. Isso significa que
a distribuicdlo HOMO identifica os grupos quimicos numa molécula que sdo vulneraveis ao
ataque de radicais livres. A densidade de spin de uma molécula descreve a distribuicdo de
eletrdes ndo emparelhados e a estabilidade da conformagc&o radical de uma molécula. E possivel
deduzir o grau de atividade quimica de uma molécula a partir da diferenca nos niveis de energia
LUMO e HOMO. A seguinte férmula foi usada para calcular a diferenca de energia AE entre
0s niveis de energia LUMO e HOMO:

AE = ELumo - EHomo
AE (Lumo - Homo) € inversamente proporcional & atividade da molécula. Um valor baixo é

indicativo de uma menor reatividade da molécula (14).
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3.3 Metodos para a determinacéo da atividade antioxidante

Existem varios metodos para a determinacdo da atividade antioxidante baseados nos
mecanismos anteriormente revistos.

Ensaios baseados em SET incluem eliminacdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
eliminacdo de &cido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS), ensaios muito
conhecidos pelas abreviaturas CUPRAC (do inglés CUPric reducing antioxidant capacity),
TEAC (do inglés trolox equivalent antioxidant capacity), FRAP (do inglés ferric reducing
antioxidant power) e contetudo fenodlico total com reagente Folin Ciocalteu (FC, do inglés
phenol content), entre outros menos usados. Os exemplos para os métodos baseados em HAT
sdo os ensaios conhecidos pelas abreviaturas ORAC (do inglés oxygen Radical Absorbance
Capacity) e TRAP (do inglés total reactive antioxidant potential) entre outros mas menos
usados (52)(53)(54).

Os testes baseados em SET medem a capacidade dos antioxidantes na reducdo de um
oxidante (radical livre sintético) com uma determinada cor e que apds a reacdo apresenta outra
cor ou perde mesmo a cor, alteracdes que podem ser medidas, por exemplo, por
espetrofotometria UV-visivel (53). Alguns testes baseados em HAT medem a variacdo de
fluorescéncia do sistema, por exemplo, na reagdo em que um antioxidante consegue remover
os radicais livres doando um atomo de hidrogénio origina uma perda de fluorescéncia (55).

O ensaio DPPH" é um dos métodos mais populares e frequentemente utilizado entre 0s
ensaios antioxidantes por ser rapido, simples e barato (53). Os compostos antioxidantes
presentes no meio convertem o radical DPPH" num produto reduzido DPPH" mais estavel
através da doacao de um eletrdo ou de um atomo de hidrogénio. Ocorre uma mudanca de cor,
a cor roxa do radical DPPH" passa a amarelo-palido na forma reduzida de DPPH®, o que permite
a determinacédo espectrofotométrica da atividade antioxidante. O radical livre DPPH ao reagir
com um doador de hidrogénio leva a uma diminuigdo na absorvancia e a atividade antioxidante
é entdo medida monitorizando a sua descoloragéo (52).

O monocatido radical pré-formado do &cido 2,2'-azino-bis 3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic (ABTS™) é gerado pela oxidacdo de ABTS com persulfato de potassio e tem cor
verde. ABTS™" ao ser reduzido na presenca de antioxidantes doadores de hidrogénio (56) gera

a producéo direta do ABTS que ¢é incolor. Esta variacdo pode ser avaliada num colorimetro a
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um comprimento de onda de 734 nm (53).

O ensaio FRAP é um método tipico baseado em ET que mede a reducdo do complexo ido
férrico (Fe")-ligante para o complexo ferroso de cor azul intensa (Fe?*) por antioxidantes em
meio &cido (pH 3,6), para manter a solubilidade do ferro e conduzir a transferéncia de eletroes
(57). O ensaio FRAP original usa o complexo de tripiridiltriazina férrico (Fe** -TPTZ) que é
reduzido a uma forma ferrosa (Fe?*-TPTZ) quantificada num méaximo de absorcdo de 593 nm.
Esse aumento é proporcional ao poder redutor férrico total da amostra testada (50). Mais
recentemente, o ferricianeto de potassio tem sido o reagente férrico usado em ensaios FRAP.
Neste ultimo caso, o azul da prussia é produzido como produto final, o qual é quantificado
espectrofotometricamente e indica o poder redutor dos antioxidantes testados. A producdo do
azul da Prassia pode ser feita por duas vias diferentes com o mesmo resultado. Os antioxidantes
podem reduzir o Fe3* na solucdo a Fe?* que se liga ao ferricianeto (Fe(CN)3™) para produzir o
azul da prussia, ou reduzir o ferricianeto a ferrocianeto, que se liga ao Fe* livre na solugio e
forma o azul da prussia (57).

Antioxidante + Fe** 2 Fe?* + antioxidante oxidado
Fe** +Fe(CN)2~ 2 Fe [Fe(CN)e]
Ou
Antioxidante + Fe(CN)2~ 2 Fe(CN)¢ ™+ antioxidante oxidado
Fe(CN)¢™+ Fe®" 2 Fe [Fe(CN)e]

O ensaio CUPRAC é um ensaio de reducdo de cobre desenvolvido como uma variante do
ensaio FRAP. O ensaio mede o poder redutor dos antioxidantes para converter o ido cuprico
(Cu?*) em cuproso (Cu*). Semelhante ao ensaio FRAP, um ligante é utilizado para formar um
complexo cobre-ligante para facilitar a medicdo da absorvancia. Neocuproina (2,9-dimetil-
1,10-fenantrolina) é o ligante commumente utilizado neste ensaio. O complexo Cu?*-
neocuproina pode ser reduzido por antioxidantes originando o complexo Cu*-neocuproina que
é um cromadforo com absor¢do maxima a 450 nm (57).

O teste de Folin-Ciocalteu € um método bem conhecido voltado para a determinacdo do
contetdo fendlico total (CFT). O ensaio de Folin-Ciocalteu é baseado na reducdo do reagente
Folin-Ciocalteu por compostos fendlicos em condigdes alcalinas. O reagente Folin-Ciocalteu
contém complexos do &cido fosfomolibdico/fosfotlingstico que sdo reduzidos, originando um
cromoforo de cor azul com absorgdo méxima em 765 nm (58). O i&o molibdénio central no
complexo é aceite como um sitio redutor, onde o0 id0 Mo®* é reduzido a Mo®* ao aceitar um

eletrdo doado pelo antioxidante fendlico (55). Assim, o ensaio Folin-Ciocalteu é um ensaio
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baseado em ET e associado ao poder redutor dos antioxidantes fendlicos. O acido galico é o
padrdo de referéncia comumente usado e os resultados do TPC sdo geralmente expressos como
equivalentes de &cido galico (57).

O ensaio TEAC mede a capacidade dos antioxidantes de eliminar o catido radical estavel
ABTS™", um cromdforo azul-esverdeado com absorcdo maxima em 734 nm que diminui a sua
intensidade na presenca de antioxidantes. Os antioxidantes podem neutralizar o catido radical
ABTS"" por reducdo direta via doacdo de eletrdes ou por extingdo radical via doacdo de atomo
de hidrogeénio, e o equilibrio desses dois mecanismos é geralmente determinado pela estrutura
antioxidante e pH do meio. Portanto, embora o ensaio TEAC seja geralmente classificado como
um método baseado em ET, o mecanismo HAT também se aplica. A extensdo da descoloracao
da cor azul-esverdeada, quantificada como uma diminui¢do na absorbancia a 734 nm, depende
da duracdo da reacdo, da atividade antioxidante intrinseca e da concentracdo na amostra. Os
resultados obtidos pelo ensaio TEAC sdo relatados como equivalentes trolox.

O método ORAC avalia a atividade de eliminacgdo do radical peroxilo gerado por compostos
azo (ex: AAPH, do inglés 2,2'-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride) por parte dos

antioxidantes (59)(50). A reacdo de geracdo do radical peroxilo € simplificada conforme abaixo:

RN=N-R — 2N, + 2ROO"

Neste ensaio, o radical peroxilo emitido por um gerador reage com uma amostra
fluorescente, normalmente a B-ficoeritrina ou fluoresceina, oxidando-a e fazendo com que
ocorra perda de fluorescéncia. Este ensaio mede até que ponto a amostra antioxidante protege
a B-ficoeritrina da oxidagdo na presenca de AAPH. O efeito protetor da amostra testada é
medido a partir da area sob a curva de desaparecimento de fluorescéncia da amostra teste, em
comparagdo com o branco. A B-ficoeritrina tem uma limitagdo devido a ligagdo nédo especifica
com polifendis; portanto, a B-ficoeritrina costuma ser substituida por fluoresceina (50). Um
antioxidante padrdo, geralmente trolox, é usado como referéncia, e os valores ORAC dos
antioxidantes testados séo relatados como equivalentes de trolox (50).

O teste TRAP ¢é baseado na capacidade dos antioxidantes de inibirem a reacdo entre 0s
radicais peroxilo e uma molécula alvo, que inicialmente representava o consumo de Oz (como
uma amostra) no processo de peroxidacdo desencadeado pela decomposicéo térmica de AAPH.
O tempo de absorcdo de O, pode ser medido quantitativamente e usado para expressar a
capacidade antioxidante total das amostras como o valor TRAP (55). O desaparecimento da
fluorescéncia é também medido tal como no ensaio de ORAC e 0s resultados expressos como
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equivalentes trolox. (50)
Os métodos até agora referidos sdo apenas alguns exemplos, porque muitos outros existem

e que nado Vao ser sujeitos a revisdo no presente trabalho.

4. Radiacao Ultravioleta e producéo de ERO

Em humanos, a pele é o maior 6rgao do sistema tegumentar e funciona como uma barreira
fisica contra a perda de &gua bem como de agressGes ambientais, tais como, patogénicos,
produtos quimicos, agentes fisicos e radiacdo solar UV pois a pele esta constantemente exposta
durante as atividades normais do quotidiano (60). A radiacdo UV (RUV) da luz solar é o
principal fator ambiental que induz o envelhecimento da pele humana e resulta na acumulacéao
de pigmentos e na formacdo de rugas, mas também leva a danos e doencas, tais como,
queimaduras solares e cancro. A pele humana ¢é frequentemente afetada pelo stresse oxidativo
causado pela exposi¢do continua a radiacdo solar UV (61). O stresse oxidativo pode ser definido
como um desequilibrio entre a producéo de radicais livres e metabolitos reativos, commumente
conhecidos como ERO e a sua eliminacdo por mecanismos protetores, denominados
antioxidantes. Quando a homeostase entre antioxidantes e espécies reativas é perturbada, a
superproducdo de ERO torna-se toxica, reagindo incontrolavelmente com macromoléculas
enddgenas incluindo lipidios, proteinas e ADN, causando sérios danos as células e tecidos (62).

A pele exposta a RUV e poluentes oxidantes ambientais esta associada a diversas reaces
anormais, incluindo respostas inflamatérias, hiperplasia epidérmica, degradagédo do colagénio
e acumulacdo de melanina (61). Em termos de efeitos clinicos em humanos, é possivel afirmar
gue a RUV provoca eritema, pigmentacdo, imunossupressdo, fotoenvelhecimento ou
carcinogénese (63). A RUV pode ser classificada em trés subtipos: A, B e C com base no seu
comprimento de onda (61), variando a radiacdo UVB entre os 280 e 320 nm e que induz mais
stresse celular aos humanos comparativamente aos outros dois subtipos (61)(64). A RUVB
provoca doencas cutaneas e danos pois induz a superproducdo de ERO, inibe a sintese de
colagénio e degrada o colagénio ao estimular a atividade da colagenase nos fibroblastos
dérmicos, 0 que, consequentemente, causa a formacéo de rugas (64). A radiacdo UVA varia
ente os 320 e 400 nm, penetra a pele até a derme, levando também a producdo de ERO que

estdo envolvidas no processo de fotoenvelhecimento (65)
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5. Envelhecimento

Existem, por definicdo, dois tipos de envelhecimento: envelhecimento intrinseco e
envelhecimento extrinseco. O envelhecimento intrinseco € um processo natural e gradual de
degradacéo da pele com a idade e ocorre quando as células tém uma producdo mais baixa de
colagénio, niveis mais baixos de elastina e uma eliminacdo mais lenta das células mortas da
pele e substituicdo por novas células. A causa do envelhecimento intrinseco é atribuida a
formacéo continua de ERO. Em contraste, o envelhecimento extrinseco € causado por fatores
externos, como gravidade, tabagismo, méa nutricdo e exposicao excessiva a RUV. Esses fatores
externos aceleram o envelhecimento da pele, fazendo com que ela desenvolva pigmentacao
irregular, palidez, rugas profundas e ressecamento (66).

O colagénio é a principal proteina estrutural da matriz extracelular (ME) da pele e contribui
para a estabilidade e integridade estrutural dos tecidos, conferindo tensdo, elasticidade e
flexibilidade a pele. A principal causa das rugas € a perda de proteina estrutural (colagénio tipo
1) na camada dérmica da pele através das enzimas metaloproteinases de matriz (MMPs),
colagenase e elastase que sdo as responsaveis pela degradacdo de varios componentes da MEC,
ou seja, colagénio e elastina. Desta forma, quantidade de colagénio diminui e consequentemente
a espessura da pele também, fazendo com que surja a formacéo de rugas (60,61).

As MMPs sdo responsaveis por mudancas na estrutura e funcdo do tecido da pele que
ocorrem durante o envelhecimento. Das varias MMPs humanas, MMP-2 e -9 (gelatinase A e
B) sdo secretadas como zimogénios sollveis inativos e degradam varios substratos da ME como
gelatina, colagénio e fibronectina (66).

Em relagdo aos niveis excessivos de ERO, estas irdo subsequentemente ativar as vias de
sinalizacéo celular, incluindo o nuclear factor kappa B (NF-kB), proteina ativadora 1 (PA-1) e
mitogen activated protein kinases (MAPKS) que estimulam a expressdo de MMPs (67). As
MMPs sdo uma classe de enzimas estruturalmente semelhantes e desempenham um papel
importante na remodelacéo fisioldgica e patoldgica de tecido. As MMPs degradam o colagénio

da ME nos tecidos conjuntivos, que € o principal fator de enrugamento (61).

6. Cosmética
6.1 Historia
A histdria da atividade cosmética teve inicio muito antes de o ser humano se organizar
em sociedades, isto &, se se consider a decoracdo corporal como uma atividade da cosmética.
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Um exemplo, é o homem de Neandertal que, em 100.000 a.C., j& utilizava tintas corporais para
aplicacdo de padrdes decorativos no corpo para cacar (68)(69).

Seguindo uma linha temporal, os Egipcios foram os primeiros a usar “cosméticos”,
através da aplicacdo de uma tinta nos olhos, de seu nome Kohl, como forma de embelezar e
proteger os seus olhos dos raios solares (70) e também pela aplicagdo de Oleos, locGes e
pomadas como forma de limpeza. Foram os Gregos que deram origem a palavra “cosmética”,
pois deriva do grego Kosmétiké que significa “arte de enfeitar (-se), de embelezar (-se)”(69)
(71).

Os Gregos que aplicavam chumbo téxico branco nos seus rostos para obterem uma
aparéncia palida, pintavam os labios com uma pasta de éxido de ferro ou ocre misturado com
azeite e utilizavam, tal como os Egipcios, kohl para colocar como sombra nos olhos e ligar as
sobrancelhas. Posteriormente, os romanos foram considerados um exemplo de elegancia devido
a sua utilizacdo de cosméticos para efeitos de higiene e beleza utilizando p6 de giz, chumbo
branco e creme feito de gordura animal, amido e 6xido de estanho para tornar a pele mais pélida.
(72). Ainda na antiguidade, na China, as praticas de higiene e roupas indicavam o status na
sociedade (73).

Passando para o primeiro milénio d.C., da espécie vegetal hena (Lawsonia inermis L.)
extrai-se um corante que se tornou popular como tinta para cabelo e para a pintura de desenhos
complexos nas maos por volta de 300-400 d.C. no Norte da Africa, Peninsula Arébica e Sul da
Asia (72).

Estes sdo alguns exemplos de como, desde cedo, a cosmética esteve sempre presente no
quotidiano das diversas civilizagdes, a partir do momento em que as mesmas se comecaram a
preocupar com a aparéncia e a ter a percecdo de que a utilizacdo de cremes, pds e pastas
poderiam auxiliar a realcar a beleza, decorar como uma expressdo criativa, esconder

imperfeicdes, preservar a beleza e combater os estragos do tempo e da exposicgéo solar (74).

6.2 Definicéo

Atualmente, a utilizacdo de cosméticos é algo que esta intrinseco na sociedade, pois a
sua utilizacdo é algo que estd muito relacionado com a sociedade e de como esta dita 0 que é
belo, atraente e do senso de moda (73).

A utilizacdo de cosméticos deriva de uma ciéncia, a Cosmética, que tem sofrido uma
evolucéo ao longo de milhares de anos, pelo que a sua defini¢ao € fundamental. Neste sentido,

numa pesquisa no motor de busca Google, obtém-se um elevadissimo nimero de resultados de
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defini¢cBes, nomeadamente 5 510 000 (75). Num dos resultados de pesquisa, de um dicionario
(76), a Cosmética é definida como:

cos.mé.ti.ca - nome feminino

1. industria de fabricacdo de cosméticos

2. conjunto dos produtos utilizados em estética corporal

3. disciplina que trata da valorizag&o estética do corpo humano

No entanto, ndo basta uma pesquisa simplista, € essencial ter em consideracdo a
legislagdo, pela sua clareza e objetividade sobre este tema.

A cosmética, do ponto de vista regulamentar, esta inserida na legislacdo dos Produtos
Cosméticos e de Higiene Corporal, pelo que ndo existe uma defini¢do do conceito de cosmética,
mas sim, do resultado da sua atividade: os produtos cosméticos.

Atente-se ao Regulamento da Comissdo Europeia (CE) N° 1223/2009 do Parlamento
Europeu e do Conselho de 30 de novembro de 2009 relativo aos produtos cosméticos e também
ao Decreto-Lei n.° 189/2008, de 24 de setembro. Ambos no artigo 2.° e alinea p) do referido
Decreto-Lei, mencionam que:

“Produto cosmético” é qualquer substancia ou mistura destinada a ser posta em contacto
com as partes externas do corpo humano (epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas, labios e
Orgdos genitais externos) ou com os dentes e as mucosas bucais, tendo em vista, exclusiva ou
principalmente, limpéa-los, perfuma-los, modificar-lhes o aspeto, protegé-los, manté-los em
bom estado ou corrigir os odores corporais (77)(78).

Entende-se, pois, que 0s cosméticos abrangem um espetro muito amplo de produtos em
varias categorias, englobando os produtos de higiene corporal, como sabonetes, geles de banho,
champds, desodorizantes, pastas dentifricas, e os produtos de beleza, como tintas capilares,

vernizes e maquilhagem (79).

7. Cosmecéuticos

Em 1962 surge o termo cosmecéutico, introduzido por Raymond E. Reed, membro
fundador da Society of Cosmetic Chemists. que definia cosmecéutico através de 4 critérios (80):

1. Um cosmecéutico é um produto cientificamente projetado para aplicacdo externa ao
corpo humano.

2. Um cosmecéutico produz um resultado util e desejado.

3. Um cosmecéutico tem propriedades estéticas desejaveis.
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4. Um cosmecéutico atende a rigidos padrdes quimicos, fisicos e médicos.

Contudo, foi na decada de oitenta, através do Dr. Albert Kligman, com o
desenvolvimento da tretinoina sob prescricdo médica para melhorar a aparéncia da pele
enrugada e danificada pela radiacéo ultravioleta, que a palavra e o conceito foram popularizados
com um novo significado (81). Para Kligman, “um cosmecéutico é algo entre um farmaco e um
cosmético. Um cosmecéutico faz algo mais do que colorir a pele e algo menos do que um
farmaco” (82).

Um cosmecéutico significa um hibrido entre produtos farmacéuticos e produtos
cosmeéticos de aplicacdo externa destinados a real¢ar a beleza através de ingredientes ativos que
fornecem funcgdes ou beneficios adicionais a saude, pois sdo capazes de modificar a estrutura e
funcdo bioldgica da pele (83)(84). Depreende-se, entdo, que 0s cosmecéuticos se encontram
numa zona fronteira visto que representam uma intersecao entre a industria farmacéutica e a
inddstria cosmética.

Em suma, a industria cosmética, utiliza este conceito para fazer referéncia a produtos
que afetam a saude da pele ou que tém um efeito sustentado na aparéncia da pele apds o
momento da aplicacdo e implicam uma acao fisiologica ou farmacoldgica (81). Do ponto de
vista do consumidor, 0s cosmecéuticos, sdo considerados uma categoria de produtos que
funcionam como cosmeéticos ativos que vao além do mero adorno e aroma da pele (85).

Tendo em consideracdo a defini¢do de cosmecéutico e de este se apresentar numa zona
fronteira entre duas areas distintas, é relevante dar a conhecer igualmente a definicéo de produto
farmacéutico ou como é denominado commumente, medicamento.

Atente-se ao Artigo 1° da Diretiva (CE) n.° 2001/83/CE do Parlamento Europeu e do
Conselho de 6 de novembro de 2001 e ao Decreto-Lei n.° 176/2006 de 30 de Agosto, no artigo
3.9, alinea ee), um medicamento ¢ considerado como “toda a substdncia ou composicdo
apresentada como possuindo propriedades curativas ou preventivas relativas a doencas
humanas” e, adicionalmente, ¢ igualmente considerado medicamento “A substancia ou
composigdo que possa ser administrada ao Homem, com vista a estabelecer um diagnostico
médico ou a restaurar, corrigir ou modificar as fungdes fisioldégicas no homem, € igualmente
considerada como medicamento.”(86)(87). Um produto farmacéutico serd assim considerado
um medicamento, quer pela sua “apresentagdo”, quer pela sua “fungdo”(88).

Ap0s a exposicao das definicdes de cada um dos trés conceitos que foram mencionados
desde o inicio da presente dissertacdo (produtos cosmeticos, cosmecéuticos e medicamentos),
é possivel evidenciar que os cosmecéuticos poderiam pertencer a categoria de medicamento,

uma vez que contém ingredientes ativos que possuem a funcéo de modificar a estrutura da pele,
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contudo, estes ndo possuem a finalidade de curar ou prevenir uma patologia nem servir de meio
de diagnostico. A definicdo de produto cosmético também pde em duvida se, de facto, um
cosmecéutico pertence a esta categoria, uma vez que este produto apresenta uma agédo além das
camadas superiores da pele pois € capaz de influenciar a textura e funcdo bioldgica pele (84).

E necessario e fundamental esclarecer de que forma os produtos cosméticos,
cosmecéuticos e medicamentos sdo regulamentados e de que forma sdo introduzidos no
mercado. Os estados-membros (EM) da Unido Europeia (UE), como € o caso de Portugal, em
relacdo aos produtos cosmeéticos, regem-se pela regulamentacdo em vigor, nomeadamente pelo
Regulamento da Comisséo Europeia (CE) N° 1223/2009 do Parlamento Europeu e do Conselho
de 30 de novembro de 2009 que tem como finalidade reforcar determinados elementos do
quadro regulamentar aplicavel aos cosméticos, tais como o controlo no mercado, tendo em vista
assegurar um elevado nivel de protecdo da satde humana (15).

Relativamente aos medicamentos, os EM regem-se pela Diretiva 2001/83/CE do
Parlamento Europeu e do Conselho de 6 de Novembro de 2001 (86) que estabelece um codigo
comunitario relativo aos medicamentos para uso humano. Contudo, para que sejam
introduzidos no mercado necessitam de seguir procedimentos comunitarios de autorizacao e
fiscalizacdo de medicamentos de uso humano e veterinario que estdo presentes no Regulamento
(CEE) N° 2309/93 do Conselho de 22 de julho de 1993. Este regulamento remete também para
a criacao de uma Agéncia Europeia de Avaliacdo dos Medicamentos.

Atualmente, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) tem como missao garantir a
avaliacdo cientifica, a supervisao e o controlo da seguranca dos medicamentos para uso humano
e animal e tem como principais responsabilidades autorizar e controlar medicamentos na UE
(89).

Em Portugal, a entidade responsavel por regular e supervisionar o mercado dos produtos
cosméticos é Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P (Infarmed). A sua
missdo €, segundo elevados padrbes de protecdo da saude publica, garantir o acesso dos
profissionais de saude, dos utilizadores profissionais e dos consumidores a produtos cosmeéticos
de qualidade e seguros.

Os cosméticos ndo séo objeto de uma autorizagdo administrativa prévia a colocagéo no
mercado, ou seja, ndo sdo controlados antes de entrarem no mercado, pelo que, para cada
produto cosmético colocado no mercado, a pessoa responsavel garante o cumprimento das
obrigagdes previstas no Regulamento (CE) n.° 1223/2009, j& referido anteriormente.

Ap0s o inicio da sua comercializacdo, e de modo a garantir que ndo representam risco

para a saude do consumidor, estes produtos sdo controlados pela Autoridade Nacional
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Infarmed, sem prejuizo das atribuigcdes e competéncias legalmente adstritas a outras entidades,
designadamente, & Autoridade de Seguranca Alimentar e Econémica (ASAE) (90).

Os cosméticos disponibilizados no mercado devem ser seguros para a saide humana
quando utilizados em condic¢des normais. Antes de um cosmeético ser introduzido no mercado,
este deve ser submetido a uma avaliacdo de seguranca para a salde humana, tendo em
consideracao o perfil toxicoldgico geral dos ingredientes e do produto final (90).

A Autoridade Nacional Infarmed € igualmente a entidade responsavel pela Autorizacéo
de Introducdo no Mercado nacional dos medicamentos de uso humano, pois estes estdo sujeitos
a padrdes de qualidade, seguranca e eficacia, alicercados na atuacéo conjunta dos responsaveis
pela sua colocacdo no mercado, das autoridades competentes nacionais e comunitérias. Os
diferentes intervenientes (fabricantes, distribuidores, prescritores, farmacias, outros locais de
venda e utilizadores) estao sujeitos a um conjunto de obrigagdes e procedimentos competindo
ao Infarmed acompanhar e garantir a sua aplicagao (79).

Relativamente ao termo “Cosmecéutico”, a nivel nacional, a legislagdo aplicavel ao
setor dos produtos cosméticos, nomeadamente o Regulamento (CE) n.° 1223/2009, de 30 de
novembro, na sua versdo consolidada (Regulamento dos cosméticos) e o Decreto-Lei n.°
189/2008, de 24 de setembro, na sua atual redacao (Diploma nacional) ndo contemplam o termo
descrito. O mesmo se aplica a nivel europeu, pois a Comissdo Europeia ndo preveé a existéncia
de produtos classificados enquanto “Cosmecéuticos”. Contudo, existe a consciéncia de que
determinados produtos possam suscitar ddvida quanto a sua classificacdo e categorizacdo, pelo
que, existem produtos denominados como “produto fronteira” pois a sua classificagdo apresenta
duvidas, pela composicao, local de aplicacdo, apresentacdo e modo de acdo. Os produtos
fronteira devem ser avaliados caso a caso, tendo em conta todas as suas caracteristicas (91).

Nos Estados Unidos da América (EUA), a entidade responsavel por proteger a saude
publica, garantir a seguranga, eficacia e seguranca de medicamentos humanos e veterinarios,
produtos bioldgicos e dispositivos médicos e garantir a segurancga de cosméticos é a Food and
Drug Administration (FDA).

Relativamente aos cosméticos, apesar de ndo ser necessario que produtos e ingredientes
cosmeticos, além de aditivos de cor, possuam a aprovacdo da FDA antes de serem introduzidos
no mercado, existem leis e regulamentos que se aplicam a cosméticos no mercado no comércio
interestadual. As duas leis mais importantes pertencentes a cosméticos comercializados nos
EUA sdo a Lei Federal Food, Drug and Cosmectic (FD&C) e a Lei Fair Packagind and
Labeling (FP&L). A FDA regula cosméticos sob a autoridade dessas leis e embora esta ndo

reconheca o termo "Cosmecéutico™ pois ndo apresentam nenhum significado sob a lei porque
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s80 vistos puramente como cosmeéticos, a indistria cosmética usa esta palavra para se referir a
produtos cosméticos que tém beneficios medicinais ou semelhantes aos de farmacos (92)(93).

Contrariamente a EU, nos EUA um produto pode ser um medicamento, um cosmético
ou ambos. A Lei FD&C define medicamentos como aqueles produtos que curam, tratam,
mitigam ou previnem doencas ou que afetam a estrutura ou funcdo do corpo humano, se um
produto fizer tais alegacOes sera regulamentado como um medicamento. J4 os cosméticos tém
como objetivo embelezar, promover a atratividade, alterar a aparéncia ou limpar e ndo se
destinam a afetar a estrutura ou funcéo do corpo (93).

Existem paises que possuem classes de produtos que se enquadram entre as categorias
de cosméticos e de medicamentos: por exemplo, o Japdo tem "quase-medicamentos”, a
Tailandia tem "cosmeéticos controlados” e Hong Kong tem “Medicamentos de tipo cosmético”
(94).

Embora ndo exista uma classe juridica denominada “Cosmecéuticos”, ao longo dos anos
este termo encontrou aplicacdo e reconhecimento para designar os produtos que se encontram

na fronteira entre cosméticos e farmacéuticos (94).

7.1 Cosmecéuticos Marinhos

Os novos paradigmas sociais em relacdo a juventude e beleza incentivam milhGes de
consumidores a usar produtos cosméticos no dia a dia. Concomitante, 0s consumidores tém,
cada vez mais, prestado atencdo as questdes de estilo de vida saudavel e do seu impacto na
salde e bem-estar mas também tém vindo a revelar preocupacdes quanto a questdes ambientais
e de sustentabilidade, questionando a origem dos produtos, processos de fabricacdo e
implicacdes ecoldgicas, juntamente com problemas de seguranca de compostos quimicos
(95)(96). E possivel ter a percecdo da procura crescente por produtos naturais e ambientalmente
sustentaveis através do valor do mercado global para cosméticos naturais que, em 2018, era
cerca de 34,5 bilides de dolares e estima-se que alcance aproximadamente 54,5 bilides em 2027
97).

O mercado global de cosméticos é altamente competitivo e encontra-se em constante
evolucdo pelo que a industria esta altamente comprometida em encontrar fontes naturais de
compostos ricos em fungdes/bioativos, de preferéncia de matérias-primas sustentaveis e
economicas, para fornecer produtos e solu¢Ges inovadores que atendam as expectativas dos
consumidores. Desta forma, apesar de compostos derivados de plantas ainda serem muito

populares e amplamente usados como cosmecéuticos, estes apresentam algumas limitacoes, tais
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como o crescimento lento das plantas e da sua composi¢do quimica variar de estagdo para
estacdo e de regido para regido. Assim, a industria cosmética tem vindo a expressar interesse
relativamente a substancias bioativas derivadas de outros recursos naturais, nomeadamente de
origem marinha, devido ao facto da flora e a fauna marinhas serem fontes ricas em compostos
biologicamente ativos com um grande potencial cosmético e também por serem cultivadas
rapidamente em grandes quantidades e de forma econdmica (98) (99) e, de a0 mesmo tempo,
atenderem as solicitagdes dos consumidores por produtos "naturais” e "mais saudaveis" (95).

Mais de 70% da superficie da Terra é coberta por oceanos e nas Ultimas décadas, a
exploragdo dos mesmos permitiu a descoberta de uma diversidade de habitats até entéo
desconhecidos, caracterizados por condi¢fes extremas (100). O ambiente marinho é
extremamente exigente, competitivo, agressivo e hospeda uma variedade de organismos que
sdo forcados a desenvolver um amplo espetro de formas, funcbes e estratégias que
desempenham um papel crucial para a sua sobrevivéncia e adaptagdo nesse meio (101). Um dos
exemplos destes mecanismos de autodefesa é o desenvolvimento de uma resposta metabolica
eficiente, por exemplo, a producdo de metabolitos secundarios que Ihes permitem preservar a
sua sobrevivéncia e protegerem-se contra ameacas externas (101)(95).

Tal como mencionado anteriormente, através dos diversos organismos marinhos é
possivel serem extraidos compostos ativos tais como vitaminas, minerais, aminoacidos,
proteinas, lipidos, polissacaridos, terpendides, polifendis, pigmentos e enzimas que apresentam
diversas aplicacbes e tém sido utilizados em formulac@es cosméticas (102) (Figura 7.1). As
macroalgas devido aos seus compostos ativos apresentam efeitos biolégicos na pele tais como
antienvelhecimento, antioxidante, hidratante, potenciador de colagénio, fotoprotetor,
despigmentante, inibidor da melanina, anti-inflamatério, anticelulite, adelgacante e atividades
antivirais e antibacterianas (95)(64). As biomoléculas produzidas por bactérias marinhas,
fungos e protistas semelhantes a fungos exibem assim fotoprotecao, atividades antioxidantes e
de antienvelhecimento, mas também antimicrobianas e hidratantes (103). As microalgas
subaéreas e extremofilas sdo de interesse para a industria cosmética principalmente devido a
presenca de antioxidantes e outros compostos ativos que evitam o envelhecimento prematuro
do cabelo e da pele, desidratacéo e hiperpigmentacéo causada por RUV ou poluicéo do ar (104).

O pd de coral € utilizado em aplicacéo topica para fornecer minerais a pele, protecéo
contra a radiacgdo ultravioleta e também como antioxidante, antienvelhecimento, antiacne, bem
como na preparacao de batons e desodorizantes. No entanto, alguns metabolitos secundarios de
coral possuem também uma variedade de atividades bioldgicas que variam desde anti-

inflamatdrio e analgésico, antibacteriano e cicatrizacao de feridas (105). As esponjas marinhas
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apresentam diversas atividades, tais como, antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas,
antienvelhecimento, clareadoras, cicatrizantes e hidratantes (102). J& os pepinos do mar
possuem compostos cosméticos que apresentam atividades de antienvelhecimento,

branqueamento da pele, antimicrobianas e cicatrizacdo de feridas (106).
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Figura 7.1 - Exemplos de compostos bioativos isolados de (A) bactérias, (B) macroalgas, (C) microalgas, (E)
corais, (F) equinodermos e (G) esponjas, relatados como candidatos adequados para a formulagédo de
cosméticos. (Adaptado de (102)).

7.1.1 Macroalgas

As macroalgas marinhas séo taxonomicamente classificadas como algas (107) que, por sua
vez, sdo integrantes de um grupo de organismos fotossintéticos predominantemente aquaticos
do reino Protista. As macroalgas marinhas séo eucariotas e classicamente encontram-se
divididas em trés filos: Ochrophyta (conhecida pela classe Phaeophyceae) (algas castanhas),
Rhodophyta (algas vermelhas) e Chlorophyta (algas verdes) que diferem principalmente na sua
composigdo pigmentar, natureza das suas paredes celulares e polissacaridos de reserva
(108)(95). Contudo, alguns autores consideram que as macroalgas estdo divididas em quatro
grupos principais de algas marinhas, acrescentando as cianobactérias (algas verde-azuladas)
que pertencem a um grupo de procariontes fotossintéticos (107)(108)(63).

As macroalgas propriamente ditas encontram-se distribuidas em areas costeiras ao redor do
mundo, nas zonas entre-marés e normalmente vivem num ambiente hostil com alta radiacéo,
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flutuacBes de temperatura, mudancas na salinidade, hidrodindmica ou periodos de dessecagao.
Jé as cianobactérias estdo distribuidas em diversos habitats e adaptadas a condi¢des extremas
como desertos, cavernas iluminadas, lagos salgados ou regides polares (63).

Devido a sua diversidade de constituintes, as algas marinhas tém sido amplamente utilizadas
em muitas partes do mundo como fonte de compostos essenciais para a nutricdo humana e para
as industrias cosmética e farmacéutica (109). As algas marinhas sdo ricas em compostos
fenolicos, pigmentos, minerais, acidos gordos, aminoacidos e polissacaridos (64). As
macroalgas produzem tanto metabolitos primarios, que estdo diretamente envolvidos nas
funcdes fisioldgicas, em condi¢des normais de crescimento, ou seja, reproducdo, como também
metabolitos secundarios que sdo produzidos em diferentes condi¢cBes de stresse, como
exposicdo a RUV, mudancas de temperatura, salinidade ou poluentes ambientais. Os
metabolitos primarios de algas incluem proteinas, aminoacidos, polissacaridos e acidos gordos,
ja os metabolitos secundarios produzidos nos tecidos das algas sdo compostos fendlicos,
pigmentos, esterdis, vitaminas e outros compostos bioativos (109).

7.1.2 Microrganismos marinhos

Os microrganismos, incluindo microalgas, fungos, protistas semelhantes a fungos (como
traustocitrideos) e bactérias, tém captado a atencdo das industrias como potenciais produtores
de compostos lideres (103) e representam uma grande vantagem como recursos sustentaveis
pois muitos microrganismos marinhos séo cultivaveis em fermentadores (99).

As bactérias marinhas sdo abundantes na superficie do mar, mas com o0 aumento da
profundidade a sua predominancia vai diminuindo. Elas sdo produtoras prolificas de
metabolitos secundarios para defesa contra outros microrganismos pelo que também podem
servir como uma boa fonte de compostos bioativos (105).

Relativamente as microalgas, estas apresentam uma enorme diversidade pelo que se tornam
uma rica fonte de compostos bioativos com aplicagcbes potenciais como cosmecéuticos.
Algumas delas sintetizam substancias que absorvem a radiagdo ultravioleta e podem prevenir a
deterioracdo da matriz extracelular dérmica, rugas, flacidez, aspereza e pigmentacdo da pele
(105).

Os fungos marinhos estdo associados a algas, corais e detritos de macrofitas marinhas e
podem ser divididos em dois grupos com base na sua capacidade de crescimento em condi¢fes
marinhas, sendo estes fungos marinhos obrigatérios e facultativos. Os fungos marinhos

obrigatorios crescem rapidamente e esporulam exclusivamente num habitat marinho ou
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estuarino, enquanto os fungos marinhos facultativos desenvolveram-se em ambientes terrestres
e adaptaram-se ao ambiente marinho. Por vezes, € dificil diferenciar a natureza obrigatoria ou
facultativa dos fungos e, portanto, ¢ utilizada uma expressao mais geral, “fungos derivados do
mar”. As condigdes fisicas e quimicas extremas no ambiente marinho contribuem para a
producdo de diversos compostos quimicos e alguns fungos marinhos desenvolveram vias
metabdlicas especificas que ndo sdo observadas em fungos terrestres. Alguns fungos marinhos
forneceram novos compostos que apresentam uma ampla gama de atividades farmacoldgicas,

variando entre atividade antimicrobiana e anticancerigena (99).
7.1.3 Invertebrados marinhos

Os invertebrados marinhos produzem metabolitos secundarios, contudo € essencial ter em
consideracdo a sua relagdo com microrganismos associados e fitoplancton, uma vez que alguns
dos seus metabolitos secundarios isolados sdo sugeridos como sendo produzidos por grupos
funcionais de enzimas originadas de microrganismos associados. Como exemplo, tanto as
esponjas marinhas como os corais hospedam uma ampla comunidade simbidtica juntamente
com uma enorme producdo de metabolitos secundarios (105), pelo que tém atraido uma
consideravel atencdo e provado ser uma fonte de novos compostos com atividades bioldgicas
interessantes (110). A biota associada a esponja pode reunir um amplo grupo de linhagens
filogenéticas, incluindo arqueas (archaea), bactérias e fungos. As relacbes entre as esponjas e
0s seus simbiontes mutualisticos sdo complexas e a producdo de metabolitos secundarios
bioativos pode ter um possivel papel de defesa ou estar envolvida na competicdo por espago
dentro de habitats bentonicos (102).

As esponjas marinhas sdo animais exclusivamente aquaticos pertencentes ao filo Porifera,
reino Animalia, que dominam muitos habitats bent6nicos. Sdo sesseis e ndo tém tecidos ou
Orgdos sensoriais, mas tém diferentes tipos de células que conduzem a todas as formas de
funcGes corporais (111).

Os pepinos do mar, equinodermos moles e de corpo cilindrico, alimentam-se de algas
microscopicas absorvendo nutrientes da matéria organica. Pertencem a classe Holothuroidea e
sdo outro exemplo de invertebrados marinhos, ricos em compostos bioativos, incluindo

saponina, sulfato de condroitina, coldgeno, aminoacidos e fendis (106).
7.2 Papel dos antioxidantes nos cosmecéuticos marinhos

O envelhecimento mediado por UV (fotoenvelhecimento) representa o dano crénico da pele

apos a exposicdo solar e € considerado o tipo mais relevante de envelhecimento extrinseco da
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pele (112). O termo “antioxidante” abrange uma ampla gama de moléculas com diversas
atividades, incluindo fotoprotecdo e eliminagcdo de ERO, evitando danos oxidativos nos
componentes celulares. Conforme o corpo envelhece, a sua capacidade de regular as ERO
diminui, enquanto a producdo de ERO mitocondriais aumenta, o que significa que os tecidos
sd0 mais suscetiveis ao stresse oxidativo com a idade (113). Desta forma, o desejo por uma
aparéncia jovem estimulou o uso de cosméticos antienvelhecimento para a prevengdo ou
reversdo dos sinais de envelhecimento e a evidéncia direta da geracdo de espécies reativas na
pele mediada pela radiacdo UV justifica o uso de antioxidantes em formulacbes topicas,
incluindo cosméticos antienvelhecimento (112). Além disso, o interesse na utilizacdo de
antioxidantes de fontes naturais é consideravelmente aumentado pela preferéncia do
consumidor por produtos naturais e pela preocupacdo com os efeitos toxicos potenciais dos

antioxidantes sintéticos (114).
7.2.1 Macroalgas e as formulagbes cosmecéuticas

De entre os inlmeros organismos marinhos, as algas marinhas sdo consideradas uma
das mais ricas fontes de ingredientes biologicamente ativos com poderosas atividades
bioldgicas, razdo pela qual tém sido o foco de interesse nos ultimos anos em varias aplicagdes
cosméticas. Algas marinhas ou macroalgas marinhas sdo organismos fotossintéticos
macroscopicos multicelulares eucarioticos e tém o potencial de produzir um grande ndmero de
compostos valiosos pelo que sdo utilizados em cosmecéuticos. Além disso, os produtos
cosmeéticos a base de algas sdo vistos pelos consumidores como promissoras alternativas aos
cosmeticos sintético, sendo considerados mais sauddveis e ambientalmente sustentaveis.
Normalmente contém compostos que, apds purificados, sdo biologicamente ativos ou 0s
extratos com varios compostos bioativos. Varios ingredientes de algas marinhas que sao Uteis
em cosmecéuticos sdo conhecidos por serem alternativas eficazes com beneficios significativos.
Especialmente na area de cosméticos, muitos cientistas relataram atividades benéficas para a
pele, como antienvelhecimento, antirrugas, anticelulite, antioxidante, hidratante,
despigmentante e fotoprotecéo (115).

As macroalgas sdo naturalmente expostas ao stresse oxidativo e desenvolvem varios
sistemas protetores eficientes contra ERO e radicais livres, produzindo compostos que podem

atuar em cosmeéticos contra os efeitos nocivos da RUV (116).

7.2.2 Exemplos de cosmecéuticos comercializados contendo macroalgas com

acao antioxidante
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1. Em 2015 foi langado para o mercado o EPHEMER™ pela empresa Seppic. E um
cosmético para a pele que atua como antioxidante e anti-envelhecimento. E composto
por triglicéridos onde predominam os acidos caprilico/caprico e extrato de Undaria
pinnatifida, uma alga castanha. Protege a pele, apds 24 horas, agindo sobre as
mitocondrias, causando reducdo momentéanea dos radicais livres (117).

2. Helioguard™ 365 da Mibelle Biochemistry ¢ um agente protetor e antioxidante
constituido por agua, lecitina, alcool, lactato de sodio, Porphira umbilicalis e
fenoxietanol. E baseado num aminoacido semelhante a micosporina (MAAs) da alga P.
umbilicalis que sdo encapsulados em lipossomas para aumentar a sua absorcéo na pele.
Protege a pele contra os sinais de envelhecimento prematuro e previne o aparecimento
de linhas, rugas e outros sinais de fotoenvelhecimento. Helioguard™ 365 pode
aumentar a firmeza e densidade da pele, apesar da exposicdo ao sol pois oferece
protecdo contra a peroxidacao lipidica apds a radiagdo UV, aumento da suavidade,
diminuigéo da profundidade das rugas e efeito de aumento do FPS em uma formulagéo
de filtro solar (118)(119).

3. Helionori® da Gelyma é outro exemplo de antioxidantes naturais e fotoprotetores que
também utiliza extratos de Porphyra umbilicalis (115). Esta alga contém aminoacidos
MAAs que atuam como filtros solares naturais em alguns organismos marinhos.
Segundos os autores, HELIONORI® oferece uma alternativa marinha segura aos filtros
UVA sintéticos (120).

8. Composicdo quimica das macroalgas

Compostos antioxidantes, como florotaninos, carotenoides, tocoferois e polissacaridos

sulfatados sdo encontrados numa ampla gama de espécies de algas marinhas.
8.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios produzidos por plantas,
microrganismos e algas. Existem muitas teorias sobre o porqué de os tecidos das macroalgas
produzirem e acumularem compostos fendlicos, e uma das teorias mais amplamente aceites
afirma que os compostos fenolicos sé&o produzidos como um mecanismo de defesa para
protecdo contra fatores bioticos e abidticos. Como tal, as macroalgas precisam produzir
mecanismos de defesa de suas vias metabdlicas que as protejam contra o ambiente hostil e

agentes bioldgicos (121).
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8.1.1 Florotaninos

Os florotaninos pertencem a metabolitos secundarios polifenolicos isolados apenas de
algas castanhas (Phaeophyceae). Os florotaninos podem ser divididos em dois grupos, 0s
florotaninos sollveis (FS) e florotaninos ligados a membrana (FM), de acordo com sua
localizacdo nas células de algas castanhas. Os FS sdo armazenados em organelos celulares,
fisodios (Figura 8.1), que s&o corpos redondos ou elipticos, altamente mdveis, semelhantes a
vesiculas e fortemente refrativos no citoplasma das células de algas castanhas. Acredita-se que
0s FM se transformem em componentes das paredes celulares quando os fisodios se fundem
com a membrana celular e os florotaninos sdo secretados na parede celular, complexando-se
finalmente com o &cido alginico (122).

As algas marinhas castanhas apresentam maior concentracéo de polifenolicos do que as
algas marinhas verdes e vermelhas, e pensa-se que este facto esta relacionado com um maior
teor de arsénio devido a atividade quelante dos florotaninos (8). O floroglucinol (1,3,5-
trihidroxibenzeno) (Figura 8.2), unidade monomérica dos florotaninos, é biossintetizado pela
via acetato-polimalonato e a sua polimerizacéo, através do acoplamento oxidativo C-C e/ou C-
O-C, origina mais de 150 florotaninos hidrofilicos (123).

De acordo com o tipo de ligacdo formada entre as unidades de floroglucinol, os
florotaninos podem ser agrupados em trés tipos primarios: (i) fucois (apenas com ligacdes
fenil), (ii) floretois (florotaninos com apenas ligacdes de ariléter) e (iii) fucofloretdis (com
ligacGes ariléter e fenil) (Figura 8.3). Ao aumentar o nimero de unidades de floroglucinol, a
diversidade estrutural aumenta e torna-se necessario usar outros critérios para classificar os
florotaninos. Cada um dos grupos primarios pode ser agrupado em florotaninos lineares, se
todas as unidades de extensdo tém apenas duas conexdes interfloroglucinol, ou ramificado, se
eles se ligam a trés ou mais (123).

Como compostos fendlicos, a propriedade biologica mais caracteristica dos florotaninos
é sua atividade antioxidante, que tem sido amplamente explorada e é abrangida por um grande
namero de estudos na literatura contemplando inimeros extratos ricos em florotanino ou
florotaninos isolados de multiplas espécies de algas e origens geograficas, obtidos com
diferentes procedimentos de extracdo e avaliados por uma infinidade de ensaios antioxidantes
(62).
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Complexo de Carotenoides
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Figura 8.1- Exemplo de uma alga castanha (Fucus vesiculosus). (A) Localizacé@o dos diferentes compostos
antioxidantes: (B) fencdlicos e florotaninos, localizados nos fisodos nas células superficiais; (C) laminarana,
localizada nos vacuolos da célula das algas marinhas, e fucoidana, embutida na parede celular e nos espacos
intercelulares; e (D) carotenoides como o pigmento acessorio localizado na membrana dos tilacoides também

hospedando a clorofila a, que é responséavel pela fotossintese das algas.

HO OH

H

Figura 8.2 — Estrutura quimica de floroglucinol

45



Organismos marinhos na Cosmética

HO A OH A OH B
I A Ao
- — s - | ]\(
\OI/H R OH D’E‘“‘*J‘“DH ][U'L S }HL“ =

HO. A _OH Z E
T PN I Tl\] /L% ~0H
HO™ =0

L H HO
-
IH EH
Trifloretal A Tnfloretol B
Trflucol
C
HO OH - OH

T\([lli][il . JOH
H

HO™ % *‘W
OH

Flucofloretol A Fhucafloretol B

Figura 8.3 — Tipos primarios de florotaninos com base em critérios de acoplamento oxidativo (A): Fucois;
(B): Floretois; (C): Fucofloretois

8.2 Polissacaridos

Os polissacaridos, hidratos de carbono ou glicidos sdo o maior grupo de todos os
metabolitos ativos que ocorrem nas algas (124). Sdo compostos de varios blocos de construcao
e formam longas moléculas de hidratos de carbono de unidades monossacaridicas ligadas por
ligacBes glicosidicas. S&o0 moléculas hidrofilicas e possuem uma estrutura bastante regular.
Polissacaridos de algas sdo componentes estruturais das paredes celulares e atuam como
unidades de armazenamento de energia. Existem muitos tipos de polissacaridos biologicamente
ativos em tecidos de algas. Geralmente, esses compostos sdo ingredientes com capacidade
hidratante e antioxidante e, portanto, sdo utilizados em cosmecéuticos. Eles também séo
amplamente utilizados como agentes gelificantes e estabilizadores em emulsdes (109).

Os principais polissacaridos sulfatados encontrados em algas marinhas incluem
fucoidano e laminarana de algas castanhas, carragenina de algas vermelhas e ulvana de algas
verdes. Os PS possuem excelente atividade antioxidante in vitro, incluindo capacidade de

eliminacdo de radicais e capacidade quelante de metal (125).
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8.2.1 Fucoidano e laminarana

A laminarina, também conhecida como laminarana, tem atraido cada vez mais a atencao
da comunidade de pesquisa como um importante polissacarido biodegradavel e ndo toxico
obtido do armazenamento da parede celular de algas castanhas. A laminarina consiste em [-
glucanos ligados por liga¢es glicossidicas (1,3) e (1,6), em diferentes proporc¢des, dependendo
do habitat e da estagdo de extracdo. As atividades antioxidantes relatadas séo principalmente
contra o dano oxidativo causado por ERO e radicais livres (126).

A estrutura do fucoidano varia de espécie para espécie, mas geralmente contém L-fucose
e sulfato, junto com pequenas quantidades de D-galactose, D-manose, D-xilose (127). A
capacidade antioxidante do fucoidano isolado de vérias espécies de algas marinhas foi
demonstrada na literatura, pelo que o fucoidano normalmente exibe uma forte atividade
antioxidante secundaria que é comparavel aos antioxidantes sintéticos, como BHA e BHT, que

séo conhecidos por causar efeitos colaterais em humanos (128).

8.2.2 Carregeninas

As carrageninas podem ser extraidas de Rhodophyta, que sdo algas vermelhas como
Eucheuma cottonii, Chondrus crispus, Eucheuma spinosum e Gigartina sp.. A carragenina pode
ser dividida em iota (1), lambda (A) e kappa (k) com grupos sulfato em diferentes posicoes,
nameros e possivel presenga da ponte 3-6 anidrogalactose. A Figura 8.4 mostra as diferentes
estruturas quimicas da carragenina. A carragenina kappa tem 25% de contetdo de sulfato e cada
duas unidades de aclcar tem um sulfato. Existe um grupo sulfato adicional na posicdo 2 do
residuo de anidrogalactose em iota-carragenina. Os grupos mais sulfatados pertencem a lamda-

carragenina entre esses grupos de polissacaridos (129).

H, H- H.0SHO;
HO C HO—, C HO C
_ 0 0 —0 Lo N o o
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r-Carragenano -Carragenano +-Carragenanc
Figura 8.4 — Estrutura quimica das carrageninas.
8.2.3 Ulvana

Ulvana é um polissacarido da parede celular que contribui com 9 a 36% do peso seco

da biomassa de Ulva e é composto principalmente de ramnose sulfatada, &cidos uronicos (acido
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glucuronico e &cido idurdnico) e xilose (130).
8.3 Aminoécidos semelhantes a micosporina (MAAS)

Os MAAs séo polares com baixo peso molecular (> 400 Da) e tém uma estrutura
quimica baseada numa estrutura em anel de ciclohexenona ou ciclohexenimina com
substituintes de aminoacidos, pelo que apresentam o0xo-MAAs ou imino-MAAs,
respetivamente. Os principais 0xo-MAAs sdo micosporina-glicina e micosporina-taurina,
enquanto os principais imino-MAAs sdo shinorine, palitina, asterina-330, porphyra-334,
usujirene e palythene (131).

Os MAAs séo capazes de absorver comprimento de onda maximo (Amax) que variam de
310 nm no UVB para estruturas baseadas em ciclohexenona a 360 nm no UVA para estruturas
baseadas em ciclohexenimina. Os MAAs fornecem protecdo contra a RUV pois tém absorcéao
méaxima de UV entre 310 e 360 nm, capacidade de dissipar a radiacdo absorvida de forma
eficiente como calor sem produzir ERO, fotoestabilidade e resisténcia a diversos fatores
abidticos causadores de stress como temperatura, radiacdo UV, varios solventes e pH (6).

O conteudo de MAAs em macroalgas varia entre as classes e com 0 aumento da
profundidade e latitudes. Muitas macroalgas produzem um ou varios compostos que absorvem
0s RUV. A maioria das macroalgas produtoras de MAA pertence a Rhodophyceae, seguida por
Phaeophyceae, e apenas algumas algas verdes Chlorophyceae produzem MAAs. Pela sua
atividade é expectavel que estes compostos possam ter aplicacfes potenciais em cosméticos

como agentes antifotoenvelhecimento/fotoprotetores (6)(132).

8.4 Carotenoides

Os carotendides sdo pigmentos multifuncionais, taxonomicamente difundidos e
biotecnologicamente importantes. Estes sao derivados de oito unidades de isopreno de carbono
gue s@o polimerizadas enzimaticamente para formar estruturas regulares de 40 carbonos
altamente conjugadas com até 15 ligacdes duplas conjugadas. Uma ou ambas as extremidades
do esqueleto de carbono podem passar por ciclizagao para formar grupos terminais de anel -
ionona, que adicionalmente podem ser substituidos por grupos oxo, hidroxi ou epdxi em
posicOes diferentes para formar as xantofilas diferentes (6).

Dependendo do comprimento de sua cadeia de ligagdo dupla conjugada e a natureza dos
seus substituintes, os carotenoides na maioria das vezes absorvem luz na faixa de 300-600 nm

e aparecem em amarelo, laranja ou vermelho. Os carotenoides sdo estruturalmente divididos
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em duas classes: carotenos, que sdo exclusivamente hidrocarbonetos, e xantofilas, que sdo
oxigenados. Os carotenoides sdo moléculas lipofilicas que sdo capazes de captar luz, onde os
carotenoides dissipam 0 excesso de energia e radicais do oxigénio excitado e atuam como
pigmentos acessorios de captacdo de luz (6). Pelo que desempenham um papel importante na
protecdo contra processos foto-oxidativos em algas vermelhas, verdes e castanhas. Entre os
carotenoides a-e f-caroteno, luteina, violaxantina, neoxantina, zeaxantina e fucoxantina, este
ultimo € particularmente interessante devido as suas propriedades promotoras da salde. A
fucoxantina é um oxo-carotendide (xantofila), que tem pelo menos um atomo de oxigénio e é
conhecido como um inibidor eficiente de oxigénio singlete na foto-oxidacdo. Foi descoberto
que, ao induzir a foto-oxidagdo em emulsdes de cuidados com a pele com alto teor de gordura,
a presenca de carotenoides, como a fucoxantina, inibiu as reacfes em cadeia de radicais livres
causadas pelo processo de foto-oxidacdo. Os carotenodides também podem atuar como pro-
oxidantes sob alta pressdo de oxigénio e, assim, promover a oxidac&o de lipidios. (125)

Os carotendides tambem podem ser clivados para formar apocarotenoides, que inclui

por exemplo o retinal (vitamina A) (6).

9. Atividade antioxidante de extratos de macroalgas e seus componentes

No sentido de encontrar outras macroalgas que estejam a ser alvo de estudo por possuirem
também uma atividade antioxidante para serem integradas em formula¢fes cosmecéuticas, foi
realizada uma pesquisa no site Web of Science™ com o seguinte termo: “MACROALGAE
ANTIOXIDANT COSMETIC” entre os anos 2017 e 2021. Foram obtidos cinquenta e oito
resultados de pesquisa. Contudo, foram apenas selecionados vinte e cinco artigos, porque
alguns artigos faziam referéncia apenas a atividade antibacteriana, antimicrobiana e
anticancerigena das macroalgas; outros referiam somente a variacdo de compostos ativos ao
logo de diferentes estagdes do ano; outros artigos referiam as novas técnicas de extracdo de
compostos bioativos de macroalgas marinhas, sem mencionar a atividade antioxidante e outro
artigo referia a dieta com algas marinhas na prevencdo e tratamento de doencas
neurodegenerativas. As sec¢Oes seguintes compilam os dados encontrados nesta pesquisa e

apresentados por filos a que pertencem as macroalgas.

9.1 Macroalgas castanhas — Filo Phaeophyceae

As algas castanhas constituem a maior classe (com até 2000 espécies) e sdo
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provavelmente as mais investigadas, pois essas espécies contém um grupo especial de
compostos fendlicos biologicamente ativos chamados florotaninos. Os compostos fendlicos
presentes nas espécies de algas castanhas sdo derivados de unidades de floroglucinol
polimerizadas através da via do acetato/polimalonato (133).

Na revisdo feita por Ariede et al. (116) referem-se ao uso recente das algas em
formulacBes cosméticas, mencionando dois compostos antioxidantes quimicamente
classificados como florotaninos, o floroeckol e o floroglucinol tetramérico identificados na
macroalga castanha Macrocystis pyrifera (Figura 9.1). Os autores referem que os florotaninos
exibem atividade antioxidante, o que pode contribuir para prevenir o envelhecimento da pele,
pois os radicais livres podem ativar a MMP, provocando degradacdo do colagénio das
membranas celulares e dos nucleos celulares dos fibroblastos da pele, mostrando a utilidade de

compostos antioxidantes provenientes de macroalgas em produtos anti-envelhecimento (116).

Figura 9.1 — Macrocystis pyrifera. (Retirado de (134)).

No artigo de revisdo (134), Lomartire e a sua equipa referem que os florotaninos
exercem uma poderosa atividade antioxidante, como € o caso dos florotaninos extraidos de
Sirophysalis trinodis (anteriormente Cystoseira trinodis) o que torna esta espécie uma fonte
potencial de compostos fenolicos para diversas aplicacdes. Os florotaninos extraidos Eisenia
bicyclis também apresentam atividade antioxidante in vitro e ¢ comparado nesta revisao a outros
compostos ativos disponiveis, como &cido ascorbico e a-tocoferol. Também mencionam
Sargassum muticum como uma fonte potencial de compostos fendlicos bioativos e que esta
espécie apresenta uma forte atividade antioxidante.

Gager et al. (135) realizaram um estudo com o foco no conteudo fendlico e atividades
cosmeticas associadas de sete macroalgas castanhas: Alaria esculenta, Ascophyllum nodosum
(Figura 9.2), Bifurcaria bifurcata, Fucus serratus, Halidrys siliquosa, Himanthalia elongata e
Laminaria ochroleuca, selecionadas pela sua abundancia na Bretanha e pela sua producéo de

florotanino. As variacGes sazonais e anuais dos contetdos fendlicos foram determinadas para
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encontrar a melhor época de colheita para cada espécie, considerando os anos 2015, 2016 e
2017 e as quatro estacdes. As macroalgas selecionadas pertencem a duas ordens taxondémicas
diferentes, Fucales e Laminariales. As algas da ordem Fucales foram escolhidas porque sédo
abundantes em diferentes niveis ao longo da costa da Bretanha e sdo conhecidas por serem ricas
em compostos fendlicos. As algas da ordem Laminariales foram escolhidas porque séo
facilmente cultivadas em cordas, em sistemas de aquicultura em mar aberto, pelo que a sua
producdo ndo depende de populagdes selvagens (135).

As atividades necessarias para aplicacdes cosméticas, ou seja, eliminacdo de radicais,
fotoprotetoras e anti-envelhecimento foram avaliadas através de testes in vitro. A eliminago
de radicais foi avaliada através de dois ensaios colorimétricos DPPH e FRAP e em ambos 0s
testes utilizaram vitamina C e BHA (do inglés butylated hydroxyanisole) como controlos
positivos.

Neste estudo, as algas da ordem Fucales, Ascophyllum nodosum, Fucus serratus,
Halidrys siliquosa e Himanthalia elongata (mas ndo Bifurcaria bifurcata) continham niveis
mais altos de compostos fendlicos (> 574 mg/g peso seco (p.s.)) do que as algas da ordem
Laminariales Alaria esculenta e Laminaria ochroleuca (35 a 350 mg/g p.s.). Estes resultados
podem ser explicados por A. nodosum, F. serratus e H. elongata viverem no nivel da maré
média, onde sdo expostos a RUV, calor e desidratacdo ou stresse salino, 0 que aumenta o seu
conteudo fendlico. Contudo, Halidrys siliqguosa também continha um dos niveis fenolicos mais
elevados, apesar de estar quase sempre submerso (135).

A concentracao de extrato necessaria para causar uma reducao de 50% da concentracdo
inicial de DPPH, isto &, a concentracdo eficiente ou indice de oxidacdo foi representado por
(CEso). Valores mais baixos de CEso indicam maior atividade antioxidante. As cinco algas da
ordem Fucales apresentaram atividades superiores as de Laminariales. Os valores de CEso
(ensaio DPPH) estavam entre 0,010 e 0,353 mg/ mL e os valores de CEsp (teste FRAP) estavam
entre 0,001 e 0,004 mg/ mL.

Os autores (135) concluiram que o contetdo fendlico foi elevado, independentemente
da estacdo do ano, e as atividades antioxidante e fotoprotetora foram semelhantes as das
moléculas comerciais, permitindo a colheita de algas durante todo o ano. Estes resultados séo
promissores para o uso de macroalgas marinhas como fonte de ingredientes ativos naturais para

aplicagOes cosméticas.
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Figura 9.2 — Ascophyllum nodosum (Retirado de (134)).
Num outro trabalho (136), foi avaliado o efeito de cinco solventes de extracdo (etanol

(Et), acetona (AcT), acetato de etilo (AcET), cloroférmio (CIf) e hexano (Hex)) no rendimento
de extracdo, conteudo fendlico e capacidade antioxidante de nove espécies de macroalgas
castanhas que podem ser encontradas na costa noroeste da Peninsula Ibérica: Ascophyllum
nodosum, Himanthalia elongata, Undaria pinnatifida, Pelvetia canaliculata, Saccharina
latissima, Bifurcaria bifurcata, Laminaria ochroleuca, Sargassum muticum e Fucus spiralis.

O conteudo fendlico total foi avaliado através do método Folin-Ciocalteu e os resultados
expressos em equivalentes de &cido galico (EAG) por g de extrato seco. As propriedades
antioxidantes dos extratos foram avaliadas através de dois métodos: elimina¢do ou captacdo
dos radicais DPPH e o FRAP. Os resultados do ensaio DPPH foram expressos como equivalente
de Trolox (ET) por g do extrato seco, enquanto os resultados de FRAP foram expressos como
equivalentes de acido ascérbico (EAA) por g do extrato seco. O maior rendimento de extracdo
foi alcancado quando o etanol foi usado como solvente, sendo Undaria pinnatifida a macroalga
que apresentou o valor mais elevado (38,8%). No entanto, em relacdo aos valores de fendis,
DPPH e FRAP, os solventes AcEt e AcT foram relatados como os mais eficazes, dependendo
da alga avaliada, o que sugere uma composicdo quimica diferente nas macroalgas castanhas
responsaveis pelas atividades antioxidantes. Em relagcdo aos extratos, os maiores valores de
fenois totais foram encontrados para Ascophyllum nodosum (211,83 mg de EAG/g de extrato
seco) usando AcEt como solvente, mostrando uma possivel correlagdo entre o teor de polifendis
e 0 poder redutor, enquanto os maiores valores no método do DPPH foram alcancados nos
extratos apolares (hexano) de Bifurcaria bifurcata (145,61 mg TE/g de extrato seco), sugerindo
assim a natureza hidrofdbica do antioxidante produzido por esta espécie (136).

Os resultados do ensaio FRAP variaram de 0,87 (P. canaliculata extraido com hexano)
a 79,97 mg EAA/g de extrato seco (A. nodusum extraido com AcEt). Os valores encontrados

guando se utilizou aquele método foram significativamente afetados pelas espécies de algas e
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pela natureza do solvente de extragdo. De uma maneira geral, os extratos de A. nodosum
promoveram valores mais elevados, que estdo de acordo com os resultados de fendis totais,
sugerindo uma relacdo de causa-efeito entre a concentracdo de compostos fendlicos e a
atividade antioxidante nesta espécie. Este facto pode ser parcialmente explicado considerando
que antioxidantes como os polifendis podem ser agentes redutores mais eficazes para o ferro
I11, mas n&o téo eficientes na eliminagédo dos radicais livres DPPH. Com relagéo ao solvente, o
AcT mostrou-se 0 solvente mais eficaz para as espécies U. pinnatifida, H. elongata, P.
canaliculata, S. latissima e B. bifurcata, enquanto o AcEt promoveu os maiores valores de
FRAP para L. ochroleuca, F. spiralis e A. Nodosum. Os autores (136) concluiram que o
contetdo de compostos bioativos em extratos de algas é altamente dependente do método de
extracdo aplicado. O litoral marroquino possui recursos abundantes de diversas algas marinhas,
mas a bioatividade de muitas dessas algas ainda ndo foi explorada. O objetivo do estudo
desenvolvido por alguns autores (137) foi contribuir para a avaliagdo do potencial antioxidante,
utilizando diferentes sistemas in vitro de cinco espécies de algas dominantes na costa atlantica
marroquina. Quatro delas pertencem ao filo Phaeophyceae: Bifurcaria bifurcata, Cystoseira
humilis, Cystoseira stricta, Fucus spiralis. Foram determinados os compostos fendlicos totais
e a atividade antioxidante para além de outras atividades (atividades anticolinesterasica, anti-
tirosinase e anti-urease).

Os resultados foram registados como concentracdo de inibicdo de 50% (Clso), ou seja,
a concentracdo da amostra que fornece 50% de efeito de eliminacdo de DPPH e mostraram que
Fucus spiralis possuia os maiores teores de compostos fenélicos e flavonoides em comparacédo
com as demais. A atividade de eliminacdo do DPPH foi consistentemente maior nos extratos
etandlicos de Fucus spiralis (Clso: 47,23 + 3,8 ug/mL). Em contraste, Bifurcaria bifurcata
(Clso: 208,5 £ 1,4 pg/mL) apresentou a menor atividade de eliminacdo. Os valores dos
compostos de referéncias foram de Clso: 12,26 £ 0,07 pg/mL para o a-tocoferol, Clso: 54,96 +
0,99 ug/mL para BHT e de Clso: 2,07 £0,11 pg/mL para quercetina (137).

Quanto a eliminacdo ou captacao dos radicais ABTS, também Fucus spiralis (Clso: 5,95
+ 0,6 pg/mL) apresentou a maior atividade que foi muito préxima as do a-tocoferol (Clso: 4,87
+ 0,56 pug/mL) e do hidroxitolueno butilado (BHT, do inglés butylated hydroxytoluene) (Clso:
4,10 = 0,06 pg/mL), Bifurcaria bifurcata (Clso: 130,6 £ 1,9 pug/mL) apresentou a menor
capacidade de eliminacéo, pelo que, e de acordo com os resultados nos métodos de DPPH e
ABTS, Fucus spiralis apresentou a melhor capacidade antioxidante.

Na teste de co-oxidacdo do B-caroteno / acido linoleico, todos os extratos etanolicos de

algas marinhas exibiram atividade antioxidante com valores inferiores a 75 pg/mL e nenhum
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deles apresentou melhor atividade do que os padrdes antioxidantes (a-tocoferol (Clso: 2,10 =
0,08 ug/mL), BHT (Clso: 1,34 £ 0,09 ug/mL) e quercetina (Clso: 1,80 £ 0,10 ug/mL)), contudo
as atividades de Fucus spiralis (Clso: 13,25 £+ 0,9 ug/mL) e Cystoseira stricta (Clso: 13,58 + 1,2
ug/mL) foram semelhantes e exibiram a maior atividade de inibi¢do da peroxidacéo lipidica
entre todos os extratos testados (137). A capacidade quelante de ides ferrosos de extratos de
algas marinhas exibiu atividade variavel. O extrato etanolico de todas as algas marinhas exibiu
melhor capacidade quelante de metais de iGes ferrosos do que os padrées de quercetina (Clso:
250,1+ 0,07 pg/mL), sendo a Bifurcaria bifurcata a que apresentava melhor capacidade (Clso:
45,22 + 0,9 pg/mL) em comparacdo com as demais.

Segundo os autores (137), Fucus spiralis pode ser uma fonte promissora de
antioxidantes a ser usados em cosmecéuticos. No entanto e segundo 0s mesmos autores, sdo
necessarios mais estudos de bioatividade e isolar os constituintes mais promissores.Num
estudo, os autores (138) quiseram estudar varias algas, incluindo nove macroalgas castanhas:
Cystoseira osmundacea, Dictyopteris delicatula, Eisenia arborea, Hydroclathratus clathratus,
Macrocystis pyrifera, Neorhodomela larix, Padina concrecens, Rosenvigea intricata,
Sargassum horridium provenientes da Peninsula de Baja Califérnia, no México. Os extratos
etandlicos de todas as macroalgas foram avaliados quanto ao seu potencial antioxidante através
dos ensaios DPPH, FRAP e também quanto ao seu teor fendlico total.

A atividade de eliminacédo do radical DPPH na concentracéo de 400 pg/mL do extrato
etanolico de C. osmundacea foi a mais ativa (67,9%), embora P. concrecens (62,8%) e E.
arborea (58,8%) apresentassem atividades apenas ligeiramente mais baixas. Os extratos destas
trés macroalgas castanhas apresentaram valores semelhantes ou superiores ao BHT usado como
0 antioxidante padrdo neste estudo (58,9%). O ensaio FRAP foi expresso como equivalentes de
uM de FeSOs. A macroalga E. arborea apresentou FRAP médio significativamente mais alto
(11,9 uM FeSOa4/ng) que as restantes amostras, seguido por P. concrecens (6,8 uM FeSOa4/ug)
e C. osmundacea (5,4 uM FeSOa4/ug). A capacidade antioxidante das macroalgas determinada
por este método foi ligeiramente diferente ao encontrado quando o método foi o da captacéo
dos radicais livres DPPH, o que pode mostrar a importancia da determinacdo das atividades
recorrendo a varios métodos. Os mecanismos da oxidacdo sdo complexos e os antioxidantes
podem atuar de varios modos, como referido anteriormente (138).

O teor fendlico dos extratos etanolicos das macroalgas foi expresso como EAG. O grupo
de macroalgas castanhas apresentou 0 maior CFT médio (176,5 = 174,4 ug EAG/g), pelo que
os teores elevados de fenois totais nos extratos etandlicos das macroalgas castanhas pode

explicar, em parte, a maior atividade antioxidante nalgumas das macroalgas que pertenciam a
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este filo. Os resultados obtidos pelos autores (138) sugerem que a atividade antioxidante pode
ser devida a presenca de compostos fendlicos nos extratos.Num artigo de revisdo (113), os
autores compilaram as atividades bioldgicas de moléculas marinhas que se mostravam
promissoras no tratamento de problemas da pele, incluindo danos provocados por UV e
envelhecimento. Em relagdo aos carotenoides, os autores mencionam a fucoxantina extraida de
Undaria pinnatifida, mostrando uma maior capacidade treze vezes superior de eliminacdo de
radicais hidroxilo do que o a-tocoferol. Ja os florotaninos difloretol, trifloroetol, trifluhalol e
tetrafuhalol, floroglucinol, eckol, eckstolonol presentes em Halidrys siliquosa, Ecklonia cava,
Ascoseira mirabilis, Cystosphaera jacquinotii, Ishige okamurae tinham atividade antioxidante
pois protegiam contra os RUV e eliminavam radicais. Shibata et al. (139) também faz referéncia
aos florotaninos presentes em Ecklonia cava que foram potentes eliminadores de radicais livres
e cerca de duas vezes mais eficazes que a catequina, o acido ascorbico e o a-tocoferol. No geral,
0s autores concluiram que os antioxidantes marinhos s&o promissores na prevencao de danos
da pele relacionados com raios UV. Num artigo de revisdo, os autores (115) compilaram as
aplicacdes de moléculas bioativas derivadas de algas marinhas como um potencial substituto
para as suas aplicagdes atuais na industria cosmética. As atividades bioldgicas de
polissacaridos, proteinas, compostos fenolicos e pigmentos sdo discutidas como fontes seguras
de ingredientes para o consumidor e a industria cosmética. Nesta revisdo foram mencionadas
as seguintes macroalgas marinhas contendo polissacaridos que apresentam atividade
antioxidante: Saccharina japonica (anteriormente Laminaria japonica), Turbinaria ornata,
Fucus vesiculosus e Turbinaria conoides. Esta revisdo também menciona o papel importante
dos aminoacidos que sdo aplicados nas preparaces cosmecéuticas como uma parte funcional,
pois apresentam varias atividades, entre elas, a atividade antioxidante. Os MAAs sdo outros
compostos que desempenham um papel importante na protecdo contra danos causados pela luz
solar, pois agem como moléculas antioxidantes que eliminam os radicais toxicos de oxigénio e
protegem a pele contra danos induzidos por UV. Os aminoacidos com atividade antioxidante
compilados pelos autores (115) derivam das seguintes macroalgas: Ecklonia cava, Pelvetia
canaliculata e Scytosiphon lomentaria.

Na compilacdo que fizeram os autores (115) referiram também que as macroalgas
marinhas sdo ricas em varios compostos fendélicos. A catequina e alguns outros fitocompostos,
como flavonoides, polifendis e carotenoides mostraram eliminacgdo de ERO, regulacgdo negativa
da via da proteina quinase ativada por mitogenio (PQAM), inibicdo de MMP e a elevacédo da

producdo de colagénio, dando-lhes uma aplicagdo mais ampla em cosméticos.
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Os autores (115) fizeram mesmo uma compilacdo exaustiva sobre os grupos de
compostos fenolicos presentes nas macroalgas e que apresentaram atividade antioxidante:

e compostos fendlicos totais: Sargassum muticum, Ishige okamurae, Ecklonia cava,
Dictyopteris undulata, Sargassum micracanthum, Sargassum macrocarpum,
Sargassum siliquastrum, Anthophycus longifolius, Sargassum plagiophyllum,
Sargassum myriocystum.

e compostos fenolicos: Fucus serratus, Sargassum muticum, Saccharina latissima,
Laminaria digitata, Sargassum pacificum (antigamente Sargassum mangarevense),
Turbinaria ornata,

e Compostos fendlicos, carotenoides, flavonoides: Gongolaria barbata (formerly
Cystoseira barbata), Scytosiphon lomentaria,

e fucoxantina: Sargassum siligastrum

e florotaninos: Sirophysalis trinodis, Fucus vesiculosus, Ascophyllum nodosum, Fucus
serratus, Ecklonia stolonifera, Eisenia bicyclis,

e flavonoides: Undaria pinnatifida

e flavonoides e florotaninos: Ascophyllum nodosum

e flavonoides e polifenois: Desmarestia ligulata, Dictyota kunthii

e polifenol: Fucus vesiculosus

e florotaninos e polifendis: Fucus vesiculosus, Ascophyllum nodosum, Fucus serratus

e floroglucinol: Ecklonia cava

Para além dos compostos fenolicos, os autores (115) encontraram também referéncias
onde mostram a importancia dos pigmentos (clorofilas; carotenoides, como carotenos,
xantofilas, fucoxantina e peridinina); e ficobilinas (ficocianina e ficoeritrina) presentes nas
macroalgas como antioxidantes e fotoprotetores. Os carotenoides sdo amplamente aplicaveis
como corantes naturais e antioxidantes com varios benéficos, entre eles, a eliminagdo de
radicais que ajuda nos efeitos prejudiciais dos UVA. A astaxantina tem uma variedade de
funcBes na prevencdo da foto-oxidacdo mediada por UV, tumores e inflamacéo, pois elimina
os radicais livres e blogueia a producdo de citocinas pré-inflamatorias. A fucoxantina tem
efeitos protetores sobre a pele, tornando-a consequentemente benéfica em cosméticos.

A fucoxantina esta presente na macroalga Sargassum ilicifolium e a fucoxantina, o-
caroteno e [3-caroteno presentes em Sargassum polycistum (115).

Liu e a sua equipa (122) avaliaram a atividade antioxidante dos florotaninos extraidos
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de cinco espécies de algas Saccharina latissima, Alaria esculenta, Laminaria digitata, Fucus
vesiculosus (Figura 9.3) e Ascophyllum nodosum (Figura 9.2). Os florotaninos extraidos foram
divididos em trés grupos: florotaninos solaveis (FS), florotaninos ligados a membrana (FM) e
florotanino extraido ligado a membrana (FMe) e foram investigados quanto a sua atividade de
eliminacdo de radicais DPPH. F. vesiculosus e A. nodosum apresentaram o maior rendimento
de florotanino (14,83 mg-extrato/g algas e 12,80 mg-extrato/g algas, respetivamente) entre as
cinco espeécies de algas. O parametro mais utilizado para avaliar a propriedade de sequestrar
radicais DPPH é o valor CEso, que corresponde a quantidade de florotaninos que elimina metade

dos radicais DPPH. Os extratos com menor valor de CEsg indicam maior atividade antioxidante,

Figura 9.3 — Fucus vesiculosus (Retirado de (134)).
como ja referido anteriormente. Os autores concluiram que os extratos FS de A. nodosum e F.

vesiculosus apresentaram melhor atividade antioxidante do que as outras trés espécies,
indicando que existem diferencas significativas no contetdo de flotaninos entre as diferentes
espécies de algas. Os extratos de FS e FM de A. nodosum demonstraram exercer uma atividade
maior de eliminacdo de DPPH" (CEso = 6,3-7,7 pug/mL) do que BHT (CEso = 51 pg/mL) e
aqueles de F. vesiculosus (CEso = 3,8-4,7 pug/mL) foram ainda mais fortes do que o acido
ascorbico (CEso= 6,3 pg/mL) (122). Da mesma forma, um extrato purificado de florotanino de
F. vesiculosus, exibiu uma atividade de eliminagéo de DPPH" melhor do que a-tocoferol (CEso=
3,76 contra 5,93 pug/mL) e comparavel ao do BHT (CEsp= 3,28 pg/mL) (122). Os compostos
presentes nas macroalgas podem ser polares ou hidrofilicos (por exemplo, florotaninos),
semipolares (por exemplo, acidos fendlicos e flavonoides simples) ou apolares ou lipofilicos
(por exemplo, carotenoides, acidos gordos). A extracdo dos compostos bioativos estd associada
a polaridade dos solventes (polares/semipolares) utilizados, bem como a sua complexidade com
outros constituintes, pelo que, encontrar um sistema solvente adequado para a extragéo de todas
as classes ou uma classe especifica de antioxidantes € restringido pela natureza quimica desses
compostos bioativos. Os compostos lipofilicos das algas marinhas tém sido associados & sua
bioatividade potencial, pelo que para a obtengdo de extratos enriquecidos em compostos
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lipofilicos, é de fundamental selecionar sistemas solventes de extracao eficientes para melhorar
a sua extracdo e manter a estabilidade (140).

Num estudo realizado por Rajauria (140) foram utilizados solventes de baixa polaridade,
como cloroférmio, éter dietilico, n-hexano e as suas varias combinagcbes para extrair 0s
antioxidantes lipofilicos de algas castanhas, nomeadamente, Laminaria saccharina, Laminaria
digitata e Himanthalia elongata (Figura 9.4) provenientes da Irlanda. O objetivo deste
estudofoi o de selecionar o sistema solvente mais adequado para a extracdo desses compostos

lipofilicos e avaliar a sua capacidade antioxidante.

Figura 9.4 — (A): Laminaria saccharina; (B): Laminaria digitata; (C): Himanthalia elongata (Adaptado de
(140)).

Extratos lipofilicos brutos de algas marinhas foram selecionados para contetdo fendlico
total (CFT), conteido de flavonoides total (CFIT), conteudo de clorofila total (CCIT) e
conteddo total de carotenoides (CCT). Os resultados do CFT foram expressos em mg EAG/g
de extrato de p.s. CFIT foi expresso em mg equivalentes de quercetina (EQ)/g de extrato p.s.
Os resultados do CCIT e CCT foram expressos em pg/g de p.s.

Os extratos obtidos com n-hexano exibiram o menor CFT (variou de 7,7 £ 0,64 a 14,1
+ 0,79 mg EAG/g) enquanto os extratos dos solventes usando uma mistura de n-hexano, éter
dietilico e cloroférmio (igual volume de cada solvente) apresentaram o maior CFT (variando
de 52,7 + 1,93 a 180,2 + 1,84 mg EAG/g) em todas as especies estudadas. A maior diferenca
(p <0,05) na quantidade de CFT foi obtida em H. elongata seguida por L. saccharina e L.
digitata com o sistema de solventes. No caso de flavonoides totais, os resultados mostraram
que o CFIT em algas marinhas variou consideravelmente com a polaridade do solvente. O CFIT
dos extratos obtidos de diferentes solventes de baixa polaridade e suas misturas variaram de
11,3+ 2,5a131,3 + 4,51 mg EQ/g em H. elongata, 6,9 + 0,88 a 56,3 + 1,77 mg QE/g em L.
saccharinae 4,4 £ 0,88 a 31,9 = 2,65 mg QE/g em L. digitata. O extrato obtido com a mistura
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des solventes atras referida exibiu o maior CFIT em H. elongata seguido por L. saccharina e L.
digitata. No entanto, o extrato obtido com n-hexano apresentou o menor CFIT em todas as
espéecies de algas marinhas. Os resultados revelaram que o sistema pela mistura dos trés
solventes produziu CCT significativamente maior em H. elongata seguido por L. digitata e L.
saccharina, enquanto os extratos de n-hexano apresentaram os menores valores entre as algas
testadas (140). No caso do teor de clorofila, o extrato de cloroférmico de L. digitata exibiu o
maior CCIT enquanto o extrato de H. elongata apresentou o menor CCIT.

As maiores recuperacfes de antioxidantes lipofilicos de amostras de algas marinhas
foram obtidas a partir da mistura de solventes usando uma técnica de extracdo por solvente
(140).

Os extratos lipofilicos das trés algas testadas, obtidos de varios solventes e das suas
misturas, foram selecionados quanto a sua capacidade antioxidante através dos ensaios DPPH,
FRAP e da capacidade quelante de iGes metélicos. Relativamente a eliminacéo dos radicais
DPPH pelos extratos de algas foi dose-dependente. Os resultados interpretaram que os valores
de CEso de todos os extratos obtidos de diferentes solventes foram significativamente diferentes
(p <0,05) para cada espécie de alga marinha. Os extratos da mistura de solventes (hexano, éter
dietilico e cloroférmio) exibiram a maior eliminagdo, enquanto os extratos de n-hexano
representaram a capacidade de eliminag¢do mais baixa contra radicais DPPH. Os extratos de H.
elongata apresentaram a maior capacidade de eliminagdo (CEso 98,3 + 2,78 ug/mL), seguida
por L. saccharina (CE50 222,4 + 0,84 ug/mL) e L. digitata (CE50 298,8 + 5,81 ug/ mL). A
capacidade de eliminacéo do &cido ascorbico padrdo (ECso 50,6 = 0,79 pg / mL) foi maior do
que os extratos de algas marinhas (140) .

Quanto ao ensaio FRAP, a capacidade de reducdo de todos os extratos foi
significativamente diferente dentro de cada espécie e variou de 5,5 = 0,20 a 26,3 + 0,30 mg
ET/g p.s. de extrato em H. elongata, 1,6 + 0,06 a 10,9 £ 0,29 mg ET/g p.s de extrato em L.
saccharina e 1,7 = 0,06 a 8,3 + 0,23 mg TE/g p.s. de extrato em L. digitata. Dos extratos
testados, 0s extratos obtidos com a mistura de solventes exibiram o maior e estatisticamente
diferente (p <0,05) valor de FRAP em H. elongata seguido por L. saccharina e L. digitata,
enquanto o extrato obtido do n-hexano apresentou o menor poder redutor nas algas testada
(140).

Relativamente ao ensaio de capacidade quelante de iGes metalicos, que é baseado na
formacdo do complexo ido ferroso-ferrozina de cor azul que tem uma absorvancia maxima a
562 nm foi também avaliado pelos autores (140). O EDTA foi usado como um composto

padrdo. Neste ensaio, a formagdo do complexo Fe?*-ferrozina é interrompida na presenca de
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varios extratos de algas castanhas. A absorcao deste complexo diminuiu linearmente de forma
dose-dependente. Todos os extratos apresentaram alto nivel de capacidade quelante de iGes
metalicos, mas foram significativamente menores em comparacdo ao EDTA. Entre todos os
solventes testados, 0 extrato com a mistura de solventes apresentou a maior capacidade quelante
enquanto os extratos obtidos com n-hexano apresentaram a menor capacidade quelante de metal
em qualquer concentracdo testada. Em contraste com a atividade de eliminacdo de FRAP e
DPPH, a capacidade quelante de metal foi registada mais alta em espécies do género Laminaria
em comparacdo com H. elongata. A percentagem da capacidade quelante de metal de todos os
extratos na concentragdo de 1000 pg/mL variou entre 22,7 e 57,8% em H. elongata, 48,9 a
81,9% em L. digitata e 52,8 a 82,3% em L. saccharina, enquanto o padrdo EDTA exibiu
capacidade quelante de quase 100%, mesmo em concentracBes muito baixas (125 pg/mL)
(140).

De acordo com os resultados, os autores (140) concluiram que extratos lipofilicos de
macroalgas castanhas irlandesas, H. elongata, L. saccharina e L. digitata exibiam forte
propriedade antioxidante e capacidade quelante de ides metalicos. A capacidade antioxidante
era afetada principalmente pela polaridade dos solventes de extracdo e a maior capacidade
antioxidante foi obtida por uma mistura de igual volume de n-hexano, éter dietilico e
cloroférmio em todas as macroalgas estudadas. Entre todas as espécies testadas, H. elongata
foi a espécie que apresentou a maior capacidade antioxidante seguida por L. saccharina e L.
digitata. Essas descobertas indicam que pode ser vantajoso caracterizar ainda mais estes
compostos nestes extratos, pois podem ser usados em produtos farmacéuticos, alimentos e
cosméticos para atuar como antioxidantes (140).

As macroalgas castanhas Dictyota dichotoma e Padina pavonica (Dictyotaceae) sdo
espécies amplamente distribuidas no Mar Adriatico. O estudo realizado por Mekini¢ e a sua
equipa (133) teve como objetivo investigar o potencial bioldgico de D. dichotoma e P. pavonica
e 0 impacto do modo de extracdo (ultrassom, solvente e regime de temperatura) no seu perfil
fenolico. Alem disso, a relacéo entre o perfil fenolico das algas e a atividade foi investigada a
fim de encontrar os pardmetros de extracdo mais adequados para a producdo de extratos
bioativos. O CFT nas amostras foi determinado pelo método Folin e os resultados foram
expressos como mg EAG/L. Os flavonoides totais foram também avaliados e os resultados
expressos mg EQ/L. Os taninos foram quantificados usando o metodo da vanilina-HCI, sendo
usado a catequina como padréo e os resultados expressos em mg equivalentes de catequina por
litro de extrato (mg EC/L).

Os extratos foram analisados para os principais subgrupos fenodlicos (fenolicos totais,
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flavonoides e taninos) pelo método Folin-Ciocalteu, enquanto os fendlicos individuais foram
detetados por HPLC. As atividades antioxidantes foram avaliadas através de trés métodos:
FRAP, eliminacdo do radical DPPH e ORAC. Os resultados obtidos pelo método FRAP e
ORAC sao expressos em milimoles de ET, ja os resultados das reacGes de eliminacdo dos
antioxidantes com DPPH s&o expressos em micromoles de ET (133).

O CFT apresentou como valor minimo 127 mg EAG/L no extrato aquoso de D.
dichotoma preparado a 40°C e um valor maximo de 423 mg EAG/L no extrato etandlico de P.
pavonica. Os extratos preparados a temperatura ambiente (TA) em quase todos 0s casos, exceto
nos extratos etandlicos de P. pavonica, apresentaram 0s maiores teores em fendis. A
participacdo dos fenolicos nos extratos etanolicos de D. dichotoma preparados a TA foi 29%
maior do que nos extratos aquosos e 56% e 46% maior nos extratos etanolicos preparados a 40
e 60 °C, respetivamente. Embora ndo tenha havido diferencas significativas entre o potencial
fendlico dos extratos aquosos de D. dichotoma e P. pavonica, o conteldo de fendlicos nos
extratos etandlicos foi significativamente maior. Os extratos etandlicos eram mais ricos nestes
compostos, especialmente os extratos de D. dichotoma (faixa de concentracdo de 871 mg EQ/L
no extrato preparado a 60 °C e 975 mg EQ/L no extrato preparado a TA). Resultados
semelhantes foram obtidos para os taninos totais, onde, novamente, as maiores quantidades
desses compostos foram detetadas nos extratos etanélicos de D. dichotoma (de 0,34 a 0,39 mg
EC/L) (133).

Os acidos fenolicos individuais identificados nos extratos de D. dichotoma e P.
pavonica detetados por HPLC foram o acido protocatecuico, acido p-hidroxibenzoico, acido p-
cumarico, &cido trans ferdlico e acido o-cumarico. O &cido fenodlico dominante nos extratos de
D. dichotoma foi o acido trans-feralico com maiores concentracdes no extrato etandélico
preparado a TA. Em P. pavonica, o fenélico dominante foi o acido protocatecuico. Embora o
acido trans-ferdlico também tenha sido encontrado nos extratos de P. pavonica, a sua
concentragdo foi significativa apenas no extrato aquoso preparado a TA (1,22 mg/L).
Resultados semelhantes foram obtidos no extrato de D. dichotoma, onde a maior concentracéo
foi detetada no extrato etandlico preparado a 20°C (2,07 mg/L). Geralmente, as concentraces
de derivados do acido hidroxicindmico (acido p-cumarico, o-cumarico e trans feralico) foram
maiores nos extratos de D. dicotoma, enquanto o0s extratos de P. pavonica foram mais ricos em
acidos hidroxibenzoico (protocatecuico e p-hidroxibenzoico) (133).

O conteudo de floroglucinol também foi avaliado e os extratos de D. dichotoma foram
mais ricos neste composto, com teor quase trés vezes maior nos extratos aquosos do que nos

extratos etandlicos. Por outro lado, os extratos etanolicos de P. pavonica continham quantidades
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significativamente menores de floroglucinol e a sua quantificagcdo nos extratos aquaticos ndo
foi possivel (estava presente, mas em quantidade abaixo do limite de quantificacdo). Devido a
presenca de florotaninos, foi relatado que as espécies de algas castanhas possuem maior
atividade antioxidante do que as algas verdes e vermelhas (133).

No mesmo estudo (133), a atividade antioxidante foi avaliada através de uma abordagem
de métodos madltiplos, usando trés ensaios. No ensaio FRAP, as maiores atividades foram
detetadas para os extratos etanélicos de D. dichotoma (de 690 a 792 mM ET), enquanto todas
as outras amostras tiveram uma atividade trés vezes menor. Relativamente ao ensaio DPPH, foi
detetada uma atividade muito baixa das amostras, sendo os extratos etanélicos de P. pavonica
0s mais ativos (de 501 a 645 uM TE). No método ORAC, os resultados dos extratos etanolicos
foram superiores em comparagdo com 0s extratos aquosos de ambas as espécies de algas.
Enquanto a atividade dos extratos etanolicos de P. pavonica foi cerca de duas vezes maior do
que a atividade dos extratos aquosos, 0s extratos etanodlicos de D. dichotoma mostraram
excelente atividade. Para a obtencdo dos resultados, esses extratos foram previamente diluidos
a 1: 400.

Os autores do estudo (133) concluiram que as algas castanhas sdo uma fonte valiosa de
compostos biologicamente ativos, nomeadamente compostos fendlicos, sendo o0s extratos
etandlicos os que continham maiores concentracdes. D. dichtoma continha concentracdes mais
altas de derivados do acido hidroxicinamico, enquanto P. pavonica era mais rica em acidos
hidroxibenzdicos. Os extratos testados também apresentaram bom potencial antioxidante nos
trés ensaios antioxidantes, sendo os flavonoides e taninos provavelmente os responsaveis
pelaatividade. Segundo os mesmos autores (133), é importante a investigacdo do perfil fendlico
destas macroalgas para que possam ser usadas na industria cosmética/farmacéutica.

No artigo de revisdo (141), os autores compilaram numa lista 0s compostos bioativos
de Sargassum recolhida em diferentes locais da Indonésia e que apresentam atividade
antioxidante. S. filipendula, S. duplicatum, S. crassifolium, S. hystrix, S. polycystum, S.binderi,
S. angustifolium, S. cristaefolium, S. aquifolium, S.ilicifolium, S. polycystum sdo exemplos de
macroalgas que apresentam polifendis na sua composi¢do quimica e tém atividade antioxidante

Num outro artigo de revisdo (142), os autores fizeram referéncia ao predominio da
fucoxantina nas macroalgas deste filo com propriedades antioxidantes. Além deste composto,
as macroalgas castanhas também apresentavam fucoidano podendo ser utilizado em produtos
para a pele porque apresentava propriedades hidratantes, antienvelhecimento e anticelulite. Os
autores chegam a mencionar Undaria pinnatifida, como sendo uma macroalga rica em

fucoidano e que é utilizada em produtos para a pele jd& que apresenta propriedades

62



Organismos marinhos na Cosmética

antienvelhecimento, despigmentantes e hidratantes.

O artigo realizado por Sarmiento-Padilla e a sua equipa (143) é focado na importancia
do composto bioativo fucoxantina. Os autores mencionaram correlac@es positivas entre o teor
de fucoxantina e a atividade antioxidante. Neste artigo (143), os autores fizeram referéncia a
um estudo realizado por Wang et al. em que mostravam que o pré-tratamento com fucoxantina
poderia aumentar a viabilidade das células L02 hepaticas humanas em comparagdo com o grupo
modelo (célula sem pré-tratamento), sugerindo um efeito protetor da fucoxantina contra o dano
celular induzido por H2O>. Como resultado, neste estudo foi observado um aumento de duas
vezes no contetdo de glutationa intracelular e uma reducdo de 58% nas ERO intracelulares em
células pre-tratadas com fucoxantina. Estes resultados sugeriram que o efeito protetor da
fucoxantina contra danos de H202 em células LO2 é devido, pelo menos em parte, a sua
capacidade de eliminacdo de ERO e inducdo de contetdo de GSH, que também pode participar
da eliminacéo de ERO.

O artigo de revisao realizado por Lourengo-Lopes et al. (144) reforca a informacdo do
artigo anterior, pois os autores referem que a fucoxantina atrai muitas atencées devido as suas
fortes propriedades antioxidantes, entre outras. Além disso, 0s autores mencionam que a
fucoxantina demonstra 6timos resultados contra a RUV e é capaz de proteger as camadas
dérmicas. Essa protecdo tem sido associada a remediacdo de danos ao ADN e a potente
atividade antioxidante da fucoxantina em células fibroblasticas humanas. Estes resultados
parecem indicar que aplicacdo topica de fucoxantina pode prevenir ou mesmo reduzir os efeitos
negativos induzidos pela exposicdo a RUV. Devido a sua capacidade antioxidante, a
fucoxantina foi testada em vérias formulacdes cosméticas anti-envelhecimento e protetores
solares. Os autores concluiram nesta revisao (144) que a fucoxantina é considerada uma
molécula valiosa devido a sua ampla gama de propriedades benéficas, como atividade
antioxidante ou propriedades fotoprotetoras e que € um pigmento interessante com aplicacGes
industriais promissoras nos setores cosmético e farmacéutico. No entanto, a comercializagdo de
fucoxantina é escassa, 0 que limita muito o seu uso posterior. Neste sentido, a extracdo da
fucoxantina de macroalgas castanhas seria uma hipétese, pois 0 acesso a estes organismos é
facil e econdmico e evita os problemas de seguranca decorrentes do uso de compostos quimicos

de sintese.
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9.2 Macroalgas verdes — Filo Chlorophyta

No artigo de revisdo (142), os autores mencionam que as macroalgas verdes apresentam
cor verdes pois nenhum outro pigmento “esconde” a clorofila. Na realidade, estas algas
possuem clorofilas (a e b) e carotenoides (B-caroteno e xantofilas), que sdo importantes na
protecdo contra os efeitos nocivos provocados pela irradiacdo, apresentando uma atividade
antioxidante. Além disso, os autores referem que este filo possui na sua composi¢éo ulvana que
apresentam inimeras atividades, entre elas, atividade antioxidante. Hentati et al. (145) também
fazem referéncia a ulvanas isoladas de Ulva pertusa por possuirem grandes propriedades
antioxidantes relacionadas ao conteudo de sulfato.

Os autores (138) quiseram estudar a capacidade antioxidante de 17 macroalgas, sendo
quatro delas macroalgas verdes: Codium amplivesiculatum, Codium simulans, Cladophora spp.
e Ulva dactylifera provenientes da Peninsula de Baja Califérnia, no México. Os extratos
etandlicos de todas as macroalgas foram avaliados quanto ao seu potencial antioxidante através
dos ensaios DPPH, FRAP e também quanto ao seu CFT. Relativamente a atividade de
eliminacdo do radical DPPH, os autores ndo referem resultados para as macroalgas verdes, pois
ndo apresentaram valores semelhantes ou superiores ao BHT usado como o antioxidante padréo
neste estudo. A dependéncia da concentragdo da atividade antioxidante também foi investigada
nos 17 extratos e nenhuma macroalga verde foi referenciada pelo que nenhuma foi capaz de
eliminar o DPPH de uma maneira dependente da dose. Nenhuma das quatro macroalgas se
destacou com um elevado valor de FRAP, tendo sido este grupo de macroalgas a apresentar a
menor média de valor de FRAP (2,6 £ 0,83 uM FeSO4/ pg)

O CFT dos extratos etanodlicos das macroalgas foi expresso como EAG. Aqui, também
as macroalgas verdes apresentaram o menor valor médio (32,7 + 17,82 pg EAG/g) quando
comparadas com as restantes macroalgas castanhas. Os resultados obtidos pelos autores (138)
sugerem que a atividade antioxidante pode ser devida a presenga de compostos fenolicos nos
extratos, como tal, é plausivel a quase inexisténcia de atividade antioxidante de macroalgas
verdes pois este filo apresenta valores diminuidos de CFT.

Num artigo de revisdo, os autores (115) compilaram as aplica¢cBes de moléculas
bioativas derivadas de algas marinhas como um potencial substituto para as suas aplicacdes
atuais na induastria cosmética. As atividades bioldgicas de polissacaridos, proteinas, compostos
fenolicos e pigmentos sdo discutidas como fontes seguras de ingredientes para o consumidor e

a industria cosmética. Os polissacaridos sulfatados séo atraentes nas atividades cosmecéuticas
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e nesta revisdo foram mencionadas trés macroalgas verdes contendo polissacéridos que
apresentam atividade antioxidante: Ulva australis (anteriormente Ulva pertusa), Ulva linza
(anteriormente Enteromorpha linza) e Bryopsis plumosa.

Os MAAs sdo outros compostos que desempenham um papel importante na protecéo
contra danos causados pela luz solar, pois agem como moléculas antioxidantes que eliminam
os radicais toxicos de oxigénio e protegem a pele contra danos induzidos por UV. Ulva prolifera
é mencionada pelos autores por conter aminoacidos com atividade antioxidante (115).

Na compilacdo que fizeram, os autores (115) referiram também que as macroalgas
marinhas sao ricas em varios compostos fenolicos. A catequina e alguns outros fitocompostos,
como flavonoides, polifendis e carotenoides mostraram eliminagéo de ERO, regulacdo negativa
da via da PQAM, inibicdo de MMP e a elevacdo da producdo de colagénio, dando-lhes uma
aplicacdo mais ampla em cosmeéticos.

Os autores (115) fizeram mesmo uma compilacdo exaustiva sobre 0s grupos de
compostos fenolicos presentes nas macroalgas e que apresentaram atividade antioxidante:

e 4cido fendlico: Halimeda macroloba, Halimeda opuntia, Halimeda monile

e compostos fendlicos: Cladophora vagabunda, Ulva intestinalis (antigamente
Enteromorpha intestinalis) Cladophora rupestris, Codium fragile,

e florotaninos: Ulva lactuca

e flavonoides: Acetabularia ryukyuensis

No estudo desenvolvido por alguns autores (146) foi avaliado o potencial biotecnoldgico
de 26 espécies de macroalgas marinhas, das quais sete sdo macroalgas verdes, das lagoas de
ilhas vulcanicas da Polinésia Francesa, ou seja, Taiti, Moorea e Tubuai. O CFT foi determinado
através do ensaio FC e as atividades antioxidantes foram avaliadas através do ensaio DPPH,
FRAC e ORAC. O CFT variou significativamente dependendo das espécies e fracbes. O nivel
mais alto de CFT por extrato foi encontrado em Caulerpa sertularioides e Halimeda macroloba
para as macroalgas verdes (49,03 e 40,84 mg EAG/g p.s. extrato, respetivamente). As atividades
de eliminagdo do radical DPPH das fragdes foram baixas em comparacdo com a CEsg dos
controlos positivos. No entanto, as especies apresentaram uma elevada percentagem de inibicéo
de DPPH, proxima a do BHA (>80%): cinco macroalgas verdes Chlorodesmis fastigiata,
Halimeda macroloba, Caulerpa chemnitzia, Caulerpa sertularioides e Caulerpa taxifolia
(90,2%, 80,7%, 82,5%, 88,6% e 89.0%, respetivamente). Relativamente a atividade de
eliminacdo, os valores de CEso dos controlos positivos foram de 0,0031 mg mL ™ para 0 BHA

e de 0,0057 mg/mL para o acido ascorbico e 0 CEsp mais baixo encontrado em extratos de
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macroalgas verdes de Caulerpa chemnitzia (0,35 mg/mL), isto é, atividade muito inferior
qguando comparada com as dos controlos.No ensaio FRAP, as amostras apresentaram atividade
antioxidante consideravel em trés fracdes de macroalgas verdes C. sertularioides, C. fastigiata
e H. macroloba. Este estudo destacou um potencial antirradical ou antioxidante marcante de
cinco macroalgas verdes (C. chemnitzia, C. sertularioides, C. taxifolia, C. fastigiata e H.
macroloba), da Polinésia Francesa (146). Ulva intestinalis (Figura 9.5) é amplamente
distribuida na costa sul da Tailandia. Esta alga marinha é muito utilizada para ragdes animais,
fertilizantes e alimentos humanos. Srikong et al. (147) avaliaram a atividade antioxidante e o
contetdo fenodlico de extratos brutos de U. intestinalis através de extracBes com diferentes
solventes. Os extratos de algas foram preparados por maceragdo com metanol, etanol,
diclorometano e hexano e foram realizados dois ensaios para determinar a atividade

antioxidante de U. intestinalis, nomeadamente DPPH e ABTS.

Figura 9.5 — Ulva intestinalis. (Retirado de (134)).

Relativamente a percentagem de eliminacao de radicais DPPH, a atividade antioxidante
foi avaliada para os quatro extratos de U. intestinalis e cada um mostrou diferencas
significativas na atividade de eliminacdo do radical DPPH (p <0,05), sendo os extratos de
diclorometano de U. intestinalis aqueles que possuiram a maior percentagem de inibi¢do do
radical DPPH (87,54 £ 0,11%), seguido por extratos de etanol (31,9 + 0,4%), metanol (22,6 +
0,8 %) e, por ultimo, extratos de hexano (22.5+0.2%). Quanto ao valor de concentracdo
inibitoria 50% (Clso) dos extratos de algas, neste ensaio, também os extratos de diclorometano
apresentaram os melhores resultados (0,92 mg/ml) (147).

As atividades de eliminacdo de radicais livres dos quatro extratos de U. intestinalis,
avaliadas pelo teste ABTS, também mostraram diferencas significativas. Os resultados
mostraram que, entre 0s quatro extratos, o extrato de diclorometano apresentou maior atividade
de ABTS (61,9 + 1,3%) e menor valor de Clsg de 1,50 mg/ml.

O teor de contetdo fendlico variou de 54,4 £ 0,3 a 197 £ 16 mg de extrato de EAG/qg,
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tendo sido observado o maior indice fendlico com o extrato de diclorometano (197+16 mg
EAG/g) seguido pelos extratos de hexano, etanol e metanol. Geralmente, o maior teor de
fenolicos totais resultou numa maior atividade antioxidante, pelo que a determinacdo das
atividades antioxidantes (DPPH e ABTS) do extrato de diclorometano foi semelhante a do CFT.
Para o U. intestinalis extraido com diferentes solventes, o solvente mais eficiente para extracéo
fendlica e atividade de eliminacédo de radicais foi o diclorometano (147).

Os autores (147) do estudo concluiram que os resultados obtidos confirmam que a alga marinha
U. intestinalis ¢ uma fonte potencial de compostos bioativos, mas principalmente para a
eliminacdo de radicais livres, pelo que esta alga comestivel possui um potencial antioxidante

adequado e deve ser considerada para futuras aplicacdes na indUstria de cosméticos.

9.3 Macroalgas vermelhas — Filo Rhodophyta

Vega. et al. (63) avaliaram as propriedades antioxidantes e fotoprotetoras de extratos de
macroalgas vermelhas (Porphyra umbilicalis, Gracilariopsis longissima, Gelidium corneum,
Osmundea pinnatifida e Ceramium rubrum), utilizando solventes de extracdo passiveis de
poderem ser usados em cosméticos (4gua, etanol e combinacdo de &gua: etanol). Os contetdos
de MAAs, polifenois e ficobiliproteinas foram avaliados em todas as espécies testadas.

A atividade antioxidante dos diferentes extratos foi avaliada através de dois métodos
diferentes baseados na atividade de eliminacéo de radicais livres, ABTS e DPPH. Para ambos
0s métodos, uma solucdo padrdo de Trolox foi usada como referéncia e os resultados foram
expressos como pmol ET/g p.s.. Os resultados da atividade antioxidante através do ensaio
ABTS foram mais elevados do que no ensaio DPPH e, entre os solventes, também se
verificaram diferencas. Os valores mais elevadores com o ensaio ABTS foram observados em
O. pinnatifida e P. umbilicalis. Em O. pinnatifida, o maior valor foi obtido com o solvente
etanol:H20 (4:1) (14 pmol ET/g p.s.), j& com P. umbilicalis o valor mais elevado foi com a
agua (12,5 umol ET/g p.s.). Os maiores valores com o0 método DPPH foram observados em G.
corneun e O. pinnatifida, ambos a utilizar o solvente etanol: HO (4:1) (aproximadamente 4
pumol ET/gp.s.) (63)

Os autores (63) atribuiram as atividades com capacidade antioxidante e fotoprotetora
aos MAAs e aos compostos fenolicos. As maiores concentracdes de MAAs foram encontradas
em P. umbilical (5.2 mg/gp.s.), G. corneum (1.8 mg/g p.s.) e O. pinnatifida (1.5 mg/g p.s.) e 0

maior teor de polifendis foi observado no extrato aquoso de P. umbilicalis (aproximadamente
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13 mg/g p.s.), porque encontram correlages positivas entre a atividade antioxidante e a
presenca de polifendis e MAAs. Segundo os autores (63), 0 estudo mostrou a possivel utilidade
de extratos de diferentes espécies de macroalgas vermelhas em cosmecéuticos, devido a sua
capacidade antioxidante e fotoprotetora. Além disso, P.umbilicalis pareceu ser um bom
candidato para aplicacGes cosméticas devido ao seu alto conteddo em MAASs e polifendis e,
portanto, com possibilidades de serem cultivadas. Rangel e a sua equipa (148) avaliaram o
potencial fotoprotetor e a capacidade antioxidante de macroalgas vermelhas recolhidas no
continente Antartico. Os extratos de Curdiea racovitzae e Iridaea cordata contém
principalmente palitina e asterina-330, dois MAAs. O extrato de C. racovitzae apresentou uma
maior concentracdo de MAAs do que o extrato de I. cordata.

A capacidade antioxidante dos extratos de algas vermelhas foi estudada através de dois
métodos, DPPH e eliminacéo do radical superoxido. O flavonoide quercetina foi usado como
padrdo nos ensaios antioxidantes devido a sua conhecida atividade antioxidante. Os extratos
das trés macroalgas apresentaram menor atividade antioxidante do que a quercetina em ambos
0S ensaios, mas a quercetina é um composto puro em comparagao aos extratos que sdo uma
mistura complexa de MAAs presentes em menor quantidade. O extrato de C. racovitzae tem
maior atividade antioxidante do que o extrato de I. cordata em ambos os ensaios, indicando
uma correlacdo entre a atividade antioxidante e a concentracdo de MAAs (extrato de C.
racovitzae: 150,17 pg MAAs/mg de extrato; extrato de |. cordata: 60,78 pg MAAs/mg de
extrato). Ao observar a diferenga de valores de CEso no ensaio de DPPH e de eliminacéo de
radicais superdxido, verificou-se que os valores foram cerca de 10 vezes menores no ensaio de
eliminacdo de radicais superdxido. Este facto pode ser explicado pelo facto de o ensaio de
eliminacdo do radical superoxido abordar as principais ERO produzidas em organismos Vvivos,
em contraste com o radical livre DPPH indisponivel e, portanto, € um ensaio mais preditivo
para ser usado na investigacao da atividade antioxidante em condigdes fisiologicas (148).

A fotoprotecao relativamente aos raios UVA foram estudados atraves da quantificagdo
de ERO intracelulares induzidas por UVA pelo método Diacetato de dicloro-dihidro-
fluoresceina (DCFH2-DA) em células queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT).
Quercetina foi usados como controlo. O extrato de C. racovitzae induziu uma reducdo
estatisticamente significativa de ERO de 31% a 100 pg/mL, quando comparado as células
irradiadas ndo tratadas (148).

Dos dois extratos, apenas C. racovitzae induziu uma redugdo estatisticamente
significativa de ERO de 31% a 100 pg/mL, enquanto a quercetina induziu uma redunyo de 14%
a 10 pg/mL e Helioguard 365® a 3% (equivalente a 30 ug MAAs/mL) (17%) com uma diferenca
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estatisticamente significativa desses outros grupos (p <0,001). Desta forma, o extrato de C.
racovitzae € um bom candidato a ser adicionado a formulagdes antienvelhecimento e de filtro
solar, a fim de proteger contra o stresse oxidativo (148). Ramdani et al. (149) determinaram a
atividade antioxidante e a valorizagdo das algas indigenas da lagoa Nador em Marrocos. Para
isso, foi avaliado o potencial antioxidante dos extratos etanolicos e aquosos de Gracilaria
bursa-pastoris (Figura 9.6) medindo a atividade de eliminacéo do radical DPPH e o contetdo
total de fendis, flavonoides e flavonodis em cada extrato. Este estudo mostrou que esta macroalga
contém um alto contetdo fendlico total (142,26 e 79,43 mg/g de extrato EAG) para 0s extratos
etandlico e aquoso, respetivamente. Todos o0s extratos exibiram atividade eliminadora do
radical DPPH, e os extratos etandlicos demonstraram grande potencial antioxidante com valor
muito baixo de CEsp (0,085 mg/mL), significativamente equivalente a CEso (0,028 mg/mL) do
acido ascorbico, antioxidante comercial que foi usado como referéncia. Os autores concluiram
que o extrato etandlico rico em compostos fendlicos exibiu maior atividade antioxidante. A
macroalga vermelha G. bursa-pastoris tem um grande potencial antioxidante que pode ser
considerado para futuras aplicacGes na medicina, producao de alimentos ou indUstria cosmética

em Marrocos.

Figura 9.6 - Gracilaria bursa-pastoris. (Retirado de (149)).

Os autores (138) quiseram estudar a capacidade antioxidante de 17 macroalgas
provenientes da Peninsula de Baja Califérnia, no México. Entre elas, cinco macroalgas sao
vermelhas: Acanthophora spicifera, Amphiroa valonioides, Gelidium robustum, Neorhodomela
larix, Rodhymenia californica. Os extratos etanolicos de todas as macroalgas foram avaliados
guanto ao seu potencial antioxidante através dos ensaios DPPH, FRAP e também quanto ao seu
conteudo fendlico total (CFT).

Relativamente atividade de eliminacdo do radical DPPH na concentragdo de 400 g/
mL, as macroalgas vermelhas apresentaram atividade abaixo de 50%, enquanto o antioxidante

padrdo utilizado neste estudo, o BHT, apresentou um valor de 58,9%. A dependéncia da
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concentracdo da atividade antioxidante também foi investigada nos 17 extratos e A. spicifera e
G. robustum foram capazes de eliminar o DPPH de uma maneira dependente da dose, contudo
para estas duas algas so foi possivel calcular o EC3s (20,3 e 355,2 pg/mL, respetivamente)
porque em concentracdes de extrato superiores a 100 pg/mL, a capacidade de eliminacédo
diminuiu ou ndo mudou.

O ensaio FRAP foi expresso como equivalentes de uM de FeSO4. A macroalga A.
spicifera (9,8 uM FeSOa4/pg) apresentou o segundo valor mais elevado de FRAP. Enquanto
grupo, as macroalgas vermelhas como um grupo tiveram o segundo maior valor de FRAP, com
uma média combinada de 3,1 + 3,5 uM de FeSO4/pg.

O CFT dos extratos etanolicos das macroalgas foi expresso como EAG. O grupo de
macroalgas vermelhas (45,6 + 30,2 ug EAG/g) ficou em segundo lugar em termos de
apresentacdo de CFT. Os resultados obtidos pelos autores (138) sugerem que a atividade
antioxidante pode ser devida a presenca de compostos fendlicos nos extratos e que existem filos
com maior antioxidante do que as macroalgas vermelhas. O litoral marroquino possui recursos
abundantes de diversas algas marinhas, mas a bioatividade de muitas dessas algas ainda nédo foi
explorada. O objetivo do estudo desenvolvido por alguns autores (137) foi contribuir para a
avaliacdo do potencial antioxidante, utilizando diferentes sistemas in vitro de cinco espécies de
algas mais dominantes na costa atlantica marroquina, sendo apenas uma delas pertencente a
este filo: Gelidium sesquipedale, pertencendo as restantes as macroalgas castanhas. Foram
determinados os compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante para além de outras
atividades (atividades anticolinesterasica, anti-tirosinase e anti-urease). Os resultados
mostraram que G. sesquipedale era a segunda macroalga a possuir 0s maiores teores de
compostos fenolicos, contudo, relativamente ao seu contetudo de flavonoides esta macroalga
apresenta um valor diminuido, ficando em quarto lugar em comparacao com as demais.

A atividade de eliminacdo do DPPH de G. sesquipedale (CEso: 84,61 + 3,9 pug/mL) foi
a terceira melhor e valores dos compostos de referéncias foram de CEso: 12,26 = 0,07 ug/mL
para o a-tocoferol, CEso: 54,96 + 0,99 ug/mL para BHT e de CEso: 2,07 + 0,11 pug/mL para
quercetina. As duas primeiras eram macroalgas castanhas, ja referidas na seccao anterior.

Quanto a eliminacdo ou captacdo dos radicais ABTS, G. sesquipedale (CEso: 44,46 +
2,4 pg/mL) exibiu um bom resultado, mas inferior aos de oa-tocoferol (CEso: 4,87 + 0,56
ug/mL), BHT (CEso: 4,10 + 0,06 ug/mL) e quercetina (CEso: 1,18 £ 0,03 pug/mL).

No teste de co-oxidacdo do B-caroteno / &cido linoleico, nenhum dos extratos de algas
marinhas apresentou melhor atividade do que os padrdes antioxidantes (a-tocoferol (CEso: 2,10
+0,08 pg/mL), BHT (CEso: 1,34 £ 0,09 png/mL) e quercetina (CEso: 1,80 + 0,10 ug/mL)), sendo
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que G. sesquipedale demonstrou a menor atividade de inibicdo da peroxidacéo lipidica entre
todos os extratos testados em que as amostras eram macroalgas castanhas (CEso: 75,36 + 3,6
ug/mL). A capacidade quelante de ides ferrosos de extratos de algas marinhas exibiu atividade
variavel. O extrato etanolico de todas as algas marinhas exibiu melhor capacidade quelante de
metais de i0es ferrosos do que os padrdes de quercetina (CEso: 250,1+ 0,07 png/mL), sendo a G.
sesquipedale a terceira macroalga a apresentar melhor capacidade (CEso: 83,73 £,9 ug/mL) em
comparacdo com as demais. Os autores (137) concluiram que a macroalga que apresentou
melhores valores em todos o0s ensaios realizados pode ser uma fonte promissora de
antioxidantes a ser usados em cosmecéuticos, ndo sendo neste caso a macroalga vermelha G.
sesquipedale. No entanto e segundo 0s mesmos autores, sd0 necessarios mais estudos de
bioatividade e constituintes isolados.Brunt e Burgess (113) no artigo de revisdo compilaram as
atividades bioldgicas de moléculas marinhas que se mostram promissoras no tratamento de
problemas da pele, incluindo danos provocados por UV e envelhecimento. Os MAAs tais como
micosporina-glicina:valina presente em Porphyra tenera apresenta atividade antioxidante pois
inibe a peroxidacéo lipidica e elimina radicais, enquanto que porphyra-334, shionina e palitina
presentes em Porphyra umbilicalis apresentam atividade antioxidante atuando na fotoprotecéo
e contra o anti-envelhecimento. Noutro artigo de revisdo, os autores (115) compilaram as
aplicacGes de moléculas bioativas derivadas de algas marinhas como um potencial substituto
para as suas aplicagdes atuais na industria cosmética. As atividades bioldgicas de
polissacaridos, proteinas, compostos fendlicos e pigmentos foram compiladas, comparadas
chegando os autores a conclusdo que estes compostos podiam ser considerados como fontes
seguras de ingredientes para o consumidor e a inddstria cosmética. Primeiramente, comegaram
por relatar que os polissacaridos sulfatados das algas vermelhas parecem ser excelentes
candidatos na substituicdo do &cido hialurénico como um biolubrificante e antioxidante.
Destacaram também o fucoidano por ser um dos polissacaridos sulfatados com utilidade
particularmente na protecédo da pele, antioxidantes, antienvelhecimento, entre outras atividades.
Desta forma, os polissacaridos sulfatados seriam atraentes nas atividades cosmecéuticas. Nesta
revisdo foram mencionadas as seguintes macroalgas marinhas contendo polissacaridos que
apresentam atividade antioxidante: Neoporphyra haitanensis (anteriormente Porphyra
haitanensis) e Porphyra umbilicalis.

A mesma revisdo também menciona o papel importante dos aminoacidos que sao
aplicados nas preparagdes cosmecéuticas como uma parte funcional, pois apresentam varias
atividades, entre elas, a atividade antioxidante (115). Os MAAs sdo outros compostos que

desempenham um papel importante na protecéo contra danos causados pela luz solar, pois agem
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como moléculas antioxidantes que eliminam os radicais toxicos de oxigénio e protegem a pele
contra danos induzidos por UV. Os aminoacidos com atividade antioxidante compilados pelos
autores (115) derivavam das seguintes macroalgas: Porphyra umbilicalis, Neopyropia
yezoensis (anteriormente Porphyra yezoensis), Acanthophora nayadiformis e Palmaria
palmate.

Na compilacdo que fizeram, os autores (115) referiram também que as macroalgas
marinhas sdo ricas em varios compostos fendlicos. A catequina e alguns outros fitocompostos,
como flavonoides, polifendis e carotenoides mostraram eliminacdo de ERO, regulacao negativa
da via da PQAM, inibicdo de MMP e a elevacdo da producgdo de colagénio, dando-lhes uma
aplicacdo mais ampla em cosméticos.

Os autores (115) fizeram mesmo uma compilacdo exaustiva sobre 0s grupos de
compostos fendlicos presentes nas macroalgas vermelhas e que apresentaram atividade
antioxidante:

compostos fendlicos totais: Polysiphonia morrowii

e compostos fenolicos: Agarophyton vermiculophyllum (antigamente Gracilaria
vermiculophylla), Ceramium rubrum, Pyropia columbina (antigamente Porphyra
columbina)

e compostos fendlicos e flavonoides: Vertebrata thuyoides (formerly Boergeseniella
thuyoides), Gracilaria multipartita

e flavonoides: Gelidium elegans,

e flavonoides e polifendis: Laurencia chilensis, Chondracanthus chamissoi

No estudo desenvolvido por alguns autores (146) avaliou-se o potencial biotecnoldgico
de 26 espécies de macroalgas marinhas (oito Rhodophyta) das lagoas de ilhas vulcanicas da
Polinésia Francesa, ou seja, Taiti, Moorea e Tubuai. O CFT foi determinado através do ensaio
FC e as atividades antioxidantes foram avaliadas através do ensaio DPPH, FRAC e ORAC. O
CFT variou significativamente dependendo das espécies e frages. O nivel mais alto de CFT
por extrato foi encontrado em extratos de Amansia rhodantha para macroalgas vermelhas
(44,01 £ 4,06 mg/g EAG p.s. extrato).

As atividades de eliminacéo do radical DPPH das fragdes foram baixas em comparacao
com a CEsg dos controles positivos. No entanto, as seguintes espécies apresentaram uma
elevada percentagem de inibicdo de DPPH proximo ao do BHA (>80%): duas macroalgas
vermelhas A. rhodantha e Acanthophora spicifera (97,9% e 84,5% respetivamente.

Relativamente a atividade de eliminacéo, os valores de CEso dos controles positivos foram de
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0,0031 mg/mL para o BHA e de 0,0057 mg/mL para o acido ascorbico, j& 0 CEsp mais baixo
foi encontrado em extratos de A. rhodantha (0,32 mg/mL) (146). A fracdo metanolica de A.
rhodantha mostrou também a maior atividade antioxidante com o ensaio FRAP e ensaios
ORAC (21,62 mg EAA/g p.s. e 0,63 £+ 0,04 umol ET/mg, respetivamente) (146).No ensaio
FRAP, as amostras apresentaram atividade antioxidante consideravel na macroalga vermelha
G. acerosa (17,49 mg EAA/g p.s.). Este estudo destacou um potencial antirradical ou
antioxidante marcante de quatro macroalgas vermelhas (A. spicifera, A. rhodantha, A.
taxiformis e G. acerosa). Contudo, a macroalga vermelha Amansia rhodantha exibiu as
atividades antioxidantes mais fortes usando as quatro metodologias (teor fendlico total, DPPH,
FRAP e ORAC), pelo que esta espécie € uma boa candidata para aplicagdes em medicina e
industria cosmecéutica, segundo os autores (146).

Eucheuma cottonii € uma das algas vermelhas recolhidas principalmente no Bornéu do
Norte da Malésia, em Sabah. O seu principal componente é a carragenina, um polissacarido
sulfatado linear biodegradavel e solivel em dgua com uma estrutura alternada que consiste em
D-galactose-4-sulfato e 3,6-anidro-D-galactose que esta ligada por uma ligagdo glicosidica a-
1,3 e B-1,4. Xian et al. (129) realizou uma pesquisa com 0 objetivo de determinar as
propriedades cosmecéuticas tais como efeitos antioxidantes nos extratos aquosos de E. cottonii
usando métodos in vitro. A avaliacdo da atividade antioxidante do extrato de algas marinhas foi
realizada através do ensaio DPPH. O rendimento da extracdo foi de 28,21%. A triagem
fitoquimica preliminar do extrato aquoso revelou certos compostos bioativos, tais como
hidratos de carbono, glicosideos, compostos fendlicos e flavonoides.

O método DPPH foi utilizado para determinar a atividade antioxidante dos extratos que
contém compostos bioativos. Os extratos aquosos de E. cottonii apresentaram atividade
antioxidante em varias concentracdes (50, 100, 150, 200, 250, 500, 1000 e 2000 pg/mL) (129).
Neste teste, 0 extrato aquoso de E. cottonii reduziu o radical DPPH estavel, contudo, de uma
forma menos forte quando comparada com os controlos positivos. O valor de CEso para o &cido
ascorbico foi de 0,09 mg/ml enquanto para o extrato aquoso foi de 1,99 mg/ml. Com base nestes
valores, conclui-se que o extrato tem uma atividade antioxidante mais baixa do que o acido
ascorbico. Os autores desta investigacdo concluiram que a alga vermelha E. cottonii contém
compostos fendlicos e polissacaridos que contribuem para a atividade antioxidante (129). Na
investigacdo levada a cabo por Santos et al. (150), Bifurcaria bifurcata foi a macroalga
escolhida para ser avaliada o seu potencial antioxidante. A atividade antioxidante do extrato
diclorometano de B. bifurcata foi avaliada pelos ensaios DPPH e ABTS in vitro. Os resultados

obtidos foram expressos como a quantidade de extrato necessaria para diminuir as
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concentracdes de DPPH" e ABTS"™ em 50% (CEso), bem como em mg de acido ascorbico e ET
por g de peso seco. Os valores de CEsg para acido ascorbico e BHT (para ensaio DPPH) e para
Trolox (para ensaio ABTS) também foram estimados para fins comparativos. O extrato
lipofilico de B. bifurcata apresentou atividade antioxidante contra ambos os radicais, embora
tenha sido observada maior atividade contra ABTS™ (CEso =116,25 *+ 2,54 pg/mL)
representando 23,10 = 0,51 mg/g de equivalentes de ET p.s.

Os autores (150) concluiram que os extratos lipofilicos de B. bifurcata apresentaram
valores de CEso contra ambos os radicais significativamente mais baixos do que aqueles
determinados para &cido ascorbico ou Trolox.

Palmaria palmata (Figura 9.7) é uma alga vermelha distribuida principalmente nas
areas costeiras de alta latitude, como Irlanda e Canada Atléantico, mas também cresce em
Hokkaido, Japdo. Num estudo, os autores (131) utilizaram Palmaria palmata proveniente de
Usujiri (Hokkaido, Japdo) para avaliar os efeitos do pH sobre a capacidade antioxidante dos
MAAs através dos ensaios de eliminacdo de radicais ABTS. Foram identificados seis MAAS
principais por analises de HPLC, nomeadamente, shinorina, palitina, asterina-330, porfira-334,
usujirene e palitina. Sendo a palitina e porfira-334 os principais componentes de P. palmata. A
capacidade antioxidante é uma das principais fungdes dos MAAs, contudo o efeito do pH nos
MAAs ndo esta bem conhecido, de acordo com os mesmos autores (132). A avaliacdo da
dependéncia do pH na atividade de eliminacdo de ABTS foi determinada usando extratos brutos
de MAAs, palitina e porfira-334.

No ensaio ABTS, os valores de CEso de extrato bruto de MAAs de P. palmata foram
variando consoante o pH 5,8 (CEso= 0,36 mg/mL), pH 6,6 (CEso= 0,33 mg/mL), pH 7,4 (CEso=
0,28 mg/mL) e pH 8,0 (CEso= 0,14 mg/mL) pelo que a capacidade antioxidante foi maior em
condicdo alcalina. Palitina (CEsp =12,0 puM) e porfira-334 (CEso = 20,8 pM) também
apresentaram maior atividade eliminadora do radical ABTS em meio alcalino (pH 8,0). O valor
CEsp do acido ascérbico, que foi usado como padrédo, foi de 8,9 uM a pH 8,0, indicando que a
palitina e a porfira-334 apresentam um grande potencial como antioxidantes em algas
vermelhas.

Os autores (131) concluiram que MAA s bruto, palitina e porfira-334 revelaram maior
atividade de eliminacdo em meio alcalino num ensaio de reacdo ET, 0 que sugere que o pH
deve ser considerado ao usar MAAs como componentes antioxidantes em produtos de

biotecnologia.
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Figura 9.7 — Palmaria palmata. (Retirado de (134)).

Hentati et al. (145) mencionam no seu artigo de revisao que as carrageninas isoladas de
Spyridia hypnoides possuem grandes propriedades antioxidantes relacionadas ao contetdo de
sulfato. Além disso, também destacam o efeito antioxidante de carrageninas extraidas de
Mastocarpus stellatus, Gracilaria caudata, Gracilaria birdiae e Porphyra haitanensis e fazem
referéncia a um estudo que avaliou as atividades antioxidantes in vitro de i-carrageninas
(Eucheuma spinosum), x-carrageninas (Eucheuma cottonii) e A-carrageninas (Gigartina
acicularis e G. pistillata), sendo a A-carragenina a carragenina que demonstrou o melhor
potencial antioxidante em comparagdo com k- € 1-carragena. Os autores aludem a utilizacéo de
polissacaridos de algas, especialmente os polissacaridos sulfatados, como sendo uma fonte
natural de antioxidantes e interessantes para aplicacdes na indUstria cosmética.

A composicdo quimica e propriedades antioxidantes do extrato obtido da alga vermelha
Laurencia caspica recolhida na costa do Pacifico sul do Mar Caspio foi avaliada no estudo
realizado por Moshfegh et al. (151). A capacidade antioxidante e o contetdo fendlico total do
extrato de algas foram avaliados através do ensaio de eliminacdo DPPH e de Folin-Ciocalteu,
respetivamente.

No ensaio DPPH, a vitamina C foi usada como controlo positivo. O extrato de L.
caspica apresentou potente propriedade antioxidante com aumento na concentracao do extrato,
qguando comparado a vitamina C como controle positivo. A maior percentagem de inibicéo
calculada em L. caspica foi de 65,79%, que foi inferior a da vitamina C a 2 mg/mL (93,26%).
Apesar da atividade antioxidante do extrato de L. caspica ter sido demonstrada, os autores
recomendam que sejam realizadas pesquisas subsequentes sobre a importancia farmacéutica e
na cosmética de L. caspica. O CFT dos extratos de algas foi de 0,0128 mg EAG/g. Neste estudo,
o0s autores referem que geralmente a propriedade antioxidante do género Laurencia se baseava

no valor do seu CFT. Diferentes estudos demonstraram uma correlagéo positiva entre alta
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atividade antioxidante e conteido fendlico total, e muitos pesquisadores indicaram que 0s

compostos fendlicos sdo uma das capacidades antioxidantes mais eficientes em algas marinhas.

10. Conclusao

Relativamente aos diferentes filos de macroalgas que existem, as macroalgas castanhas
sd0 as que apresentam mais estudos realizados para avaliar a atividade antioxidante, seguido
pelas macroalgas vermelhas e, por Gltimo, as macroalgas verdes. Tal podera ser explicado pelo
facto de se saber que as macroalgas castanhas séo o Unico filo que apresenta na sua composicao
quimica os florotaninos e maior contetdo de compostos fendlicos.

Em todos os estudos analisados in vitro concluiu-se que a concentracdo de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante estavam muitas vezes diretamente relacionadas, isto é,
quanto maior era o contetdo fendlico, maior era a atividade antioxidante encontrada. Neste
sentido, as macroalgas verdes apresentavam teores relativamente baixos de compostos
fenolicos pelo que a atividade antioxidante encontrada néo era elevada, ndo sendo, portanto, as
melhores candidatas para serem utilizadas em estudos in vivo de atividade antioxidante.

Relativamente as macroalgas castanhas, foi possivel concluir-se que as algas da ordem
Fucales apresentaram atividades antioxidantes superiores as de Laminariales.

A analise de varias macroalgas dentro do mesmo filo fez com que fosse possivel concluir
que apesar das macroalgas pertencerem ao mesmo filo, estas apresentam diferencas
significativas no seu contetdo de compostos bioativos.

A natureza do solvente de extracdo também é um fator a ter em conta, pois 0s compostos
presentes nas macroalgas podem ser hidrofilicos, semipolares ou lipofilicos. A realizacdo de
varios estudos utilizando diferentes solventes de extracdo fez com que fosse possivel detetar
qual o solvente mais adequado para a extracéo de todas as classes ou de uma classe especifica
de compostos e também obter informacdes relativamente a polaridade dos compostos presentes
nas macroalgas.

Por fim, as macroalgas podem ser consideradas uma fonte interessante e promissora
para a obtencdo de novas matérias-primas para a formulacdo de produtos cosmeéticos
inovadores. Contudo, apesar da vasta diversidade de macroalgas que apresentam compostos
com atividade antioxidante in vitro e que podem ser utilizados em cosmecéuticos, é necessario

a realizacéo de estudos in vivo.
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