Projeto de Doutoramento

Titulo do Projeto: Desenvolvimento de Produtos Cosméticos com Efeito

Antienvelhecimento a partir de extratos de Morella faya e Laurus azorica

1. Resumo

O mercado global dos Produtos Cosméticos (PC) devera atingir 157 mil milhdes
de USD até 2026, segundo uma previsao da ReportLinker com base no crescimento
anual do mercado de cerca de 1,8% verificado nos ultimos anos [1]. Em paralelo, a
procura tem aumentado 6,2% anualmente, desde 2017 [1], o que significa que a oferta
de mercado ndao acompanha o ritmo de procura crescente. Importa considerar que o
consumidor atual é mais informado e exigente e que escolhe os produtos
criteriosamente. Para além de promover bem-estar demonstrando eficacia e seguranca,
um PC deve ainda ter uma identidade prdpria e poder contar uma histéria, tornando-se

mais apelativo.

As ilhas dos Agores sdo reconhecidas por uma grande diversidade de habitats,
marcando a sua diferenca pela experiéncia auténtica e pela interacao direta com a
Natureza. Desenvolver cosméticos com os ingredientes dos Acores é uma forma de
perpetuar a “experiéncia Acores” para além da regido, dando a conhecer a riqueza de
habitats e a pureza dos ingredientes de que dispomos. O Arquipélago é notabilizado por
uma natureza exuberante, grande biodiversidade, pouco poluida, com uma localizagdo
eximia para a producdo vegetal e a exploracdo sustentdvel de recursos naturais com
vista a desenvolver produtos de valor acrescentado, especialmente na ética da saude e

do bem-estar.

Através da inclusdo da Area Prioritaria de Satde, no RIS3, nos Acores, hd uma
aposta na saude preventiva e na literacia para a saude, com a promocgdo do
envelhecimento ativo, a saude mental e o aproveitamento das propriedades benéficas

dos recursos naturais dos Agores [2].



Este projeto visa a identificacdo de compostos com atividade
antienvelhecimento, cujos extratos serdo utilizados para aplicacdo em formulagdes
cosméticas (em cremes, emulsdes, séruns, bdlsamos e outras que se revelem
pertinentes), enquadrando-se, assim, a nivel da investigacdo e inova¢dao, bem como a

nivel do desenvolvimento de produtos promotores do bem-estar global da comunidade.

Em Dezembro de 2019, os Acores foram oficialmente reconhecidos como o
primeiro arquipélago do mundo a ser certificado ao abrigo do programa EarthCheck
Destino Sustentdvel, tornando-se num dos poucos destinos turisticos sustentdveis
reconhecidos no mundo [3]. Manter esta distin¢do exige a colaboragdo de todos. Assim
surgiu a Cartilha da Sustentabilidade, uma iniciativa do Governo dos Acores que agrega
os setores publico, privado e associativo numa caminhada conjunta para acelerar a
adocdo dos principios de desenvolvimento sustentavel da Agenda 2030 da ONU no
Arquipélago [4]. A instituicdo de acolhimento deste projeto, Phytosphera Azorica, é

subscritora da Cartilha desde 2019.

Adicionalmente, o desenvolvimento de novas técnicas para incorporar os
ingredientes endégenos dos Agores em formulagdes de dermocosmética, podera servir
também como ponto de partida para a sua valorizacdo e comercializacdo no mercado
dos ingredientes cosméticos. Estima-se que o mercado dos ingredientes para produtos
cosméticos atinja 16,3 mil milhdes de USD em 2030 [5], sendo cerca de 2 mil milhdes de

USD relativos a ativos cosméticos funcionais com atividade antienvelhecimento [6].

O projeto contribuira para a valorizacao dos recursos naturais existentes, para o
desenvolvimento de novos produtos na 6tica da saude e bem-estar e para o
desenvolvimento de processos de utilizacdo dos recursos com sustentabilidade

ambiental e econdmica.

Laurus azorica (Seub.) Franco e Morella faya (Aiton) Wilbur sdo espécies de
plantas pertencentes as florestas de Laurissilva, muito poucos estudadas em termos da
sua composicdo quimica e de atividades bioldgicas que possam revelar o seu potencial
cosmecéutico. Atualmente, é particularmente relevante a pesquisa de agentes que

ajudem a combater o envelhecimento, que provoca alteracdes na pele, como por


https://earthcheck.org/products-services/certification/sustainable-destinations/
https://earthcheck.org/products-services/certification/sustainable-destinations/

exemplo, rugas, perda de elasticidade e manchas, e € uma das causas do aparecimento

de doengas como o Alzheimer, diabetes, doengas vasculares e cancro.

Neste trabalho pretende-se avaliar o potencial antienvelhecimento de compostos
puros, e misturas, presentes nas espécies Laurus azorica e Morella faya. Para tal

propdem-se as seguintes grandes a¢des, cada uma composta por diversas tarefas:

i) Acdo 1. Colheita das plantas, preparacdo de extratos, purificacdo e
identificacdo dos metabolitos secundarios constituintes;

ii) Acdo 2. Avaliacdo do potencial antienvelhecimento de extratos, fracdes e
compostos por determinagdao das respetivas atividades antioxidante, de
inibicdo de enzimas-alvo de terapéuticas antienvelhecimento;

iii) Acdo 3. Desenvolvimento de formula¢Ges para produtos cosméticos.

A disseminacdo dos resultados é também acdo relevante neste trabalho, pois um
estudo cientifico so fica completo quando os seus resultados sdo tornados do dominio
publico, dando-os a conhecer a comunidade académica, cientifica e a sociedade em

geral, permitido que estas se apropriem deles e os usem para beneficio da humanidade.

Este estudo vai permitir, aprofundar o conhecimento relativo a composicdo quimica
de Laurus azorica e Morella faya, duas espécies da flora nativa do Arquipélago dos
Acores, de modo a obterem-se compostos com potencial aplicacdo cosmética e
farmacoldgica. Em segundo lugar, e porque este projeto sera desenvolvido em parceria
com uma empresa com atividade industrial no setor da formulacdo cosmética, serao
desenvolvidos os produtos finais com aplicacdo dos extratos dos compostos ativos
identificados — a validagao do conhecimento obtido e da sua aplicabilidade pratica. O
conhecimento adquirido permitira, por outro lado, chamar a atencdo para o valor e
potencial destas espécies a nivel econdmico e social, enquanto, por outro lado,
contribuird para o desenvolvimento de politicas regionais que conduzam a sua

preservacao, cultivo e utilizacdo regulada.

Os resultados deste estudo tornados publicos em tempo oportuno constituirdo um
contributo para colmatar a crescente procura a nivel mundial de produtos naturais para
a prevencdo e tratamento de efeitos e doencas relacionadas com o envelhecimento,

com a concomitante criacdo de valor associado a Regido Auténoma dos Agores.



2. Palavras — Chave: Morella faya, Laurus azorica, antienvelhecimento, produtos

cosméticos, compostos bioativos



3. State-of-the-art

Os produtos naturais, bastante utilizados na medicina tradicional, tém uma
grande importancia a nivel cientifico e industrial [7, 8]. Muitos compostos obtidos
principalmente de plantas apresentam estruturas quimicas e potenciais efeitos
biolégicos muito diversos [9, 10], sendo excelentes pontos de partida para o
desenvolvimento de aditivos alimentares, medicamentos e produtos cosméticos [7].
Existem diferentes abordagens e metodologias para extracdo de compostos e pesquisa

das suas atividades [8].

Laurus azorica (Seub.) Franco é uma espécie endémica dos Acores, usada como
tempero e como desinfetante [11], sendo o dleo das bagas maduras usado
popularmente para tratar feridas [12]. Os estudos realizados com esta espécie referem-
se principalmente aos seus éleos essenciais, que sdao constituidos essencialmente por
monoterpenos e sesquiterpenos [13] e que estdo descritos como tendo atividade
hepatoprotetora [14] e propriedades inseticidas [15]. Estdo publicados poucos estudos
sobre o perfil fitoquimico e atividades biolégicas de outros extratos de Laurus azorica.
Um estudo procedeu ao isolamento de dois sesquiterpenos, lauradiol e azoridiona,
assim como dois alcoois sesquiterpénicos, (+) - clovanediol e (+) - cariofilenol ll, a partir
da parte aérea da planta extraida com etanol [16]. A partir da fracdo de hexano do
extrato de etanol das folhas de Laurus azorica foram isoladas e identificadas trés
lactonas sesquiterpénicas (resultados ainda ndo publicados). O extrato de etanol de
Laurus azorica esta descrito como tendo atividades anti-térmita [17] e antioxidante [18]
e a fracdo de acetato de etilo do extrato de etanol demonstrou elevadas atividades
antioxidante e de inibicdo da atividade da enzima tirosinase, em comparagdo com o

composto de referéncia [19].

A espécie Morella faya (Aiton) Wilbur é nativa das ilhas dos Acores, Madeira e
Canarias, e tal como Laurus azorica, Morella faya é uma espécie que pertence a floresta
de Laurissilva [20]. Estudos realizados com esta espécie mostraram que o extrato de
acetona da casca exibe uma elevada atividade antioxidante e anticolinesterasica [21].
Outro estudo demonstrou que os extratos de metanol das folhas e dos frutos de Morella
faya apresentam um grande potencial efeito antidiabético, devendo-se esta

bioatividade a cianidina-3-O-glicosideo e a elagitaninos identificados nestes extratos



[22]. Quanto ao perfil fitoquimico foram isolados, a partir dos extratos de acetona das
folhas e da casca, dlcoois de cadeia longa, triterpenos, um diaril-heptandide ciclico e um
ftalato [23]. Outro estudo identificou compostos fenélicos em extratos de metanol das

folhas e dos frutos de Morella faya [24].

O envelhecimento é definido como um processo bioldgico caracterizado por uma
perda progressiva das funcgdes fisiolégicas do organismo [25]. O impacto do
envelhecimento é bem visivel na pele humana [26] e constitui um fator de risco para o
aparecimento de variadas doencas neurodegenerativas, doencas vasculares, diabetes e

cancro [25].

Os componentes da pele sofrem alteragdes devido ao envelhecimento, sendo
gue a matriz extracelular é degradada devido ao aumento da atividade das enzimas
colagenase, elastase e hialuronidase [27]. Contribuem para o envelhecimento da pele a
formacdo continua de espécies reativas de oxigénio, que provocam o aumento da
atividade das enzimas da degradac¢do da matriz extracelular [27] e uma exposi¢cdo em
excesso a radiacdo UV, que provoca hiperpigmentacdo da epiderme devido ao aumento
da atividade da tirosinase [28]. De modo a reduzir o impacto provocado pelo
envelhecimento, vdrias sdo as plantas que se tém revelado importantes no

fornecimento de compostos para a protecdo da pele [29].

Os compostos naturais também tém demonstrado potenciais efeitos
terapéuticos, nomeadamente efeitos neuroprotetores [30]. Uma das doencas
neurodegenerativas relacionadas com o envelhecimento é a doenca de Alzheimer [31],
caracterizada por uma perda de memodria que ocorre, em grande parte, devido a uma
diminuicdo dos niveis de acetilcolina, o que justifica o uso de inibidores da
acetilcolinesterase, enzima que degrada a acetilcolina, no tratamento desta patologia

[32].

Com o répido crescimento da populacdo humana, questées relacionadas com o
envelhecimento tém tido um impacto cada vez maior [25], e o surgimento de doencgas
relacionadas diminui a qualidade de vida da populacdao em geral [31]. Por isso, em
industrias farmacéuticas e organizacdes de saude publica, é extremamente importante

o desenvolvimento de estratégias para combater o envelhecimento [33] sendo que,



cada vez mais, ha uma crescente necessidade de procura de novos produtos para reduzir

os efeitos e doencas relacionados com o envelhecimento.

4. Objetivos

Tendo em conta o estado de arte apresentando, as espécies Laurus azorica e
Morella faya sao pouco estudadas em termos fitoquimicos. Embora haja resultados
sobre as atividades antioxidante e de inibicao da atividade da enzima tirosinase exibidas
pelo extrato de folhas de Laurus azorica [19] assim como as atividades antioxidante,
anticolinesterdsica relatadas em Morella faya [21, 23] os principios ativos destes
extratos ainda ndo foram determinados. No entanto, estes estudos sdo indicios do
potencial destas espécies como agentes antienvelhecimento, justificando, assim, um

estudo mais aprofundado.

Neste trabalho pretende-se identificar, as fracdes e compostos das espécies Laurus
azorica e Morella faya com potencial para prevencdo e tratamento de efeitos
provocados pelo envelhecimento quer na pele quer noutros érgdos. Assim, com este
estudo, pretende-se colmatar lacunas do conhecimento propondo-se os objetivos

indicados abaixo:

a) Aumentar o conhecimento sobre a composicdo quimica de Laurus azorica e
Morella faya;

b) Avaliar o potencial antienvelhecimento dos compostos presentes nestas
espécies;

c) Identificar compostos com potencial aplicacdo nas industrias farmacéutica e
cosmética;

d) Desenvolver metodologias mais sustentdveis e mais verdes, de analise da
composicdo quimica de plantas;

e) Desenvolver formulacdes de produtos cosméticos com os extratos obtidos com
atividade antienvelhecimento comprovada;

f) Aumentar o valor econdmico das espécies nativas e contribuir para a

conservacdo da biodiversidade dos Acores;



g) Enriquecer as bases de dados de produtos naturais com novos compostos

estruturalmente diversos;
h) Dar a conhecer a comunidade cientifica, assim como ao publico em geral, os

conhecimentos adquiridos.



5. Desenvolvimento do Projeto de Investigacao

Acgao 1. Colheita, Obtengao de Extratos, Purificacdo e Identificagdo dos Metabolitos

Secundarios Constituintes
Objetivos

Preparacdo e fracionamento dos extratos de etanol das folhas de Laurus azorica

e Morella faya e identificagdao de compostos presentes.
Tarefas
T1. Colheita do Material Vegetal

Antes da colheita do material, serd efetuado o pedido de autorizacdo a entidade
competente. Serdo colhidas amostras de ambas as espécies no local indicado e

serd depositado no herbdrio um voucher de cada espécie.

Irdo ser colhidas cerca 1kg de cada uma das espécies (folhas e frutos maduros).
Em laboratério, o material vegetal serd limpo de impurezas, cortado em pedacos
de cerca de 1 cm e seco ao ar, ao abrigo da luz. Depois de seco serd moido e

guardado até ser utlizado na tarefa T2.
T2. Preparagao dos Extratos

Serdo otimizadas as condi¢Oes para obtenc¢ao dos extratos em maior rendimento
com menor gasto de energia. Como solvente serd usado o etanol, solvente polar
de baixa toxicidade, para extracao das folhas e frutos de Laurus azorica e de
Morella faya. Serdo testados métodos de extracdo ambientalmente mais
sustentaveis como micro-ondas e ultrassons. O solvente serd eliminado
utilizando um evaporador rotativo a uma temperatura inferior a 402C, para

minimizar a degradacdo dos produtos naturais, e liofilizador.
T3. Fracionamento e Purificagdo dos Constituintes Quimicos dos Extratos

Os extratos de etanol obtidos em T2 serdo fracionados e submetidas a
purificacdo por técnicas cromatograficas preparativas (cromatografia em coluna,

cromatografia em camada fina e cromatografia liquida de alta eficiéncia semi-



preparativa acoplada a espetrometria de massa (UPLC-MS)) com o objetivo de se

obter compostos puros.
T4. Identifica¢cdo e Caracterizagao Estrutural dos Compostos Isolados

Os compostos isolados serdo estruturalmente caracterizados e identificados
através de técnicas espetroscépicas, nomeadamente ressonancia magnética

nuclear 1D e 2D e espetrometria de massa de alta resolugao (MS).

Resultados da Ag¢do: Valorizacdo das bases de dados de produtos naturais com novos
compostos estruturalmente distintos, enriquecendo, assim, o conhecimento mundial

sobre a biodiversidade quimica.

Agao 2. Avaliagao de Atividades Bioldgicas
Objetivos

Avaliar o potencial antienvelhecimento dos extratos, fracdes e compostos puros

isolados de Laurus azorica e Morella faya.
Tarefas
T1. Determinagao de Atividades Antioxidantes

De modo a avaliar a atividade antienvelhecimento dos extratos, fracdes e
compostos puros isolados de Laurus azorica e Morella faya, serdao determinadas
atividades antioxidantes através dos ensaios de eliminacdo dos radicais ABTS e
DPPH e de inibicdao do branqueamento do B-caroteno e atividade quelante pelo

método do complexo ferro-ferrozina [34].

T2. Determinagdao da Atividade Inibidora das Enzimas Relacionadas com o

Envelhecimento

Serdo também realizados ensaios de inibicdo da atividade das enzimas de
degradacdo da matriz extracelular e da pele (atividades anti-colagenase, anti-

elastase, anti-hialuronidase e anti-tirosinase) [34].



A atividade anticolinesterasica sera determinada através dos ensaios de inibicdo

da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase [34].

Em todos os ensaios de atividade bioldgica sera usado, nas mesmas condicdes
experimentais das amostras, um composto de referéncia adequado a cada ensaio, que
funcionara como controlo positivo, e permitird uma analise do nivel de atividade mais

realista, por ser comparativa a um medicamento usado na terapéutica.

Resultados da A¢do: Contribui¢dao para a descoberta de novos produtos com aplicagao
no combate, quer ao envelhecimento da pele, quer de doencas associadas ao

envelhecimento.

Acao 3. Desenvolvimento de Produtos Cosméticos com Atividade Antienvelhecimento
Objetivos

Utilizar os extratos, fragdes e compostos puros isolados de Laurus azorica e

Morella faya como ingredientes funcionais em formulagdes cosméticas.
Tarefas
T1. Desenvolvimento de Formulagdes para Produtos Cosméticos Anidros

Inicialmente desenvolver-se-do formulagGes anidras (sérum regenerante a base
de dleos vegetais, balsamo para peles sensiveis e atdpicas) com introducdo de

extratos etandlicos de eficacia reconhecida na fase lipidica.

Depois de definidas as féormulas adequadas, testar-se-a a incorporag¢ao dos
extratos analisados, com determinacdo experimental das concentracdes
adequadas. As fdrmulas serdo submetidas a ensaios de estabilidade e todas as

formulag¢Ges serdo sujeitas a um painel sensorial informado.
T2. Desenvolvimento de Formulagoes para Emulsoes

Em semelhanca a T1, inicialmente desenvolver-se-do férmulas de base para
emulsGes - creme (de dia e de noite), lo¢bes (hidratante para o rosto, para o

corpo), com variantes para protecdo solar.



Depois de definidas as formulas adequadas, testar-se-a a incorporacdo dos
extratos analisados, com determinagao experimental das concentragdes
adequadas. As formulas serdo submetidas a ensaios de estabilidade e todas as

formulagGes serao sujeitas a um painel sensorial informado.

T3. Desenvolvimento de Formulagdes de Tratamento para Utilizagcao em

Contexto Profissional (em ambientes de Spa ou Estética)

Desenvolver-se-3do ainda férmulas com concentragao elevada dos extratos, para
utilizacdo pontual em contexto profissional (mascaras de tratamento, agentes
esfoliantes). As formulas serdo submetidas a ensaios de estabilidade e todas as

formulagdes serdo sujeitas a um painel sensorial informado.

Resultados da Acdo: Desenvolvimento de formulacdes especificas para produtos

cosméticos a partir de extratos comprovados com atividade anti-envelhecimento.

Ac¢do 4. Disseminagao dos Resultados
Objetivos

Disseminar sob varias formas os resultados obtidos durante este estudo,
aumentando o seu impacto na investigacdo cientifica da drea dos Produtos Naturais

Bioativos e na sociedade.
Tarefas
T1. Publicacdo de Tese de Doutoramento

A preparacdo do documento a submeter para obtencdo do grau constituira o
documento por exceléncia para divulgacao de todos os resultados obtidos para
a comunidade académica, e serd a tarefa dentro da acdo 3 com maior consumo

de tempo.



T2. Participagcdao em Congressos Nacionais e Internacionais

Os resultados parciais deste estudo serdao dados a conhecer a comunidade
cientifica através da apresentacdo de comunicacbes orais e em painel em

congressos nacionais e internacionais da especialidade.
T3. Publicagao de Artigos Cientificos

Os resultados de maior impacto obtidos neste estudo serdao publicados em pelo
menos trés artigos cientificos, em revistas internacionais indexadas da

especialidade.
T4. Comunicacao a Sociedade da Investiga¢ao Realizada

Os objetivos e os resultados mais relevantes da investigacao realizada serao
divulgados em artigos de divulgacdo e entrevistas em jornais e revistas regionais
e nacionais, bem como nas redes sociais (Facebook e Instagram da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade dos Acores; Facebook, Instagram e Blog

da Phytosphera Azorica).

Resultados da Agao: Publicacdo e apresentacdo publica de uma tese de doutoramento
e publicacdo de 3 ou mais artigos cientificos. Publicacdo de pelo menos 3 artigos e/ou
entrevistas em Org3os de Comunicacdo Social regionais e nacionais, e de pelo menos 6

nas redes sociais.
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