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Resumo

«Avaliagcdo das propriedades antioxidantes e toxicol6gicas de Oleos essenciais e
extratos aquosos de algumas plantas aromaticas do Alentejo (Portugal)»

Neste trabalho procedeu-se a caracterizagcdo quimica e avaliagdo das propriedades
antioxidantes e toxicolégicas de 6leos essenciais (OEs) e extratos aquosos de duas
plantas aromaticas do Alentejo: Calamintha nepeta subsp. nepeta (L.) Savi (erva-das-
azeitonas, néveda) e Foeniculum vulgare Miller (funcho, funcho-doce). Os OEs
apresentaram elevada atividade antioxidante pelo método do B-caroteno/acido linoleico
(160<ICs50<854 pg/mL). Os extratos apresentaram elevada atividade antioxidante pelos
diferentes métodos estudados.

Os OEs e extratos apresentaram baixa toxicidade em ratinhos Swiss (DL5,=2000
mg/kg). A quantificacdo das atividades enzimaticas ALT, AST, ALP no soro e dos
biomarcadores ureia e creatinina no soro e na urina permitiram monitorizar as funcbes
hepatica e renal e despistar possiveis efeitos toxicos.

O elevado potencial antioxidante e baixa toxicidade observada ap6s administracédo
oral dos OEs e extratos de C. nepeta e F. vulgare sugerem a sua potencial aplicacdo na
industrial alimentar e/ou farmacéutica, no entanto, serdo necessarios estudos futuros para

definir uma dose segura.

Palavras chave: Calamintha nepeta subsp. nepeta (L.) Savi, Foeniculum vulgare Miller,

Oleos essenciais, extratos aquosos, composi¢ao quimica, atividade antioxidante, toxicidade



Abstract

«Evaluation of antioxidant and toxicological properties of essential oils and aqueous
extracts of some aromatic herbs from Alentejo (Portugal) »

In the present work, the chemical characterization and the evaluation of antioxidant
and toxicological properties of essential oils (EOs) and aqueous extracts of two herbs from
Alentejo: Calamintha nepeta subsp. nepeta (L.) Savi (herb-of-olives, catmint) and
Foeniculum vulgare Miller (Fennel, Sweet fennel) were carried out. EOs showed high
antioxidant activity by the B-carotene/linoleic acid method (160<IC50 <854 pg/mL) however
the extracts showed high antioxidant activity either by the radical DPPH, B-carotene/linoleic
acid and reducing power methods.

EOs and aqueous extracts administered per os showed low toxicity in Swiss mice
(LDsp = 2000 mg/kg). Quantification of ALT, AST, ALP in the serum and biomarkers urea
and creatinine in the serum and urine allowed the screening of potential toxic effects and
the monitoring of liver and kidney functions.

The high antioxidant potential and low toxicity of EOs and aqueous extracts of C.
nepeta and F. vulgare suggested their potential application in food and/or pharmaceutical

industry; however, further studies are required in order to define a safe dose.

Keywords: Calamintha nepeta subsp. nepeta (L.) Savi, Foeniculum vulgare Miller,

essential oils, agueous extracts, chemical composition, antioxidant activity, toxicity
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Avaliacdo das propriedades antioxidantes e toxicoldgicas de 6leos essenciais e extratos aquosos de algumas plantas
aromdticas do Alentejo (Portugal)

1. Problematica

As plantas aromaticas sdo uma fonte de produtos naturais com propriedades
biolégicas, resultantes do seu metabolismo secundéario, os quais sdo cada vez mais
usados a par dos medicamentos convencionais ou, até mesmo, como seus substitutos,
devidos as suas propriedades biol6gicas, designadamente, antioxidantes, antibacterianas
e anti-tumorais (Sarikurkcu et al,2010). O potencial antioxidante de OEs e extratos de
plantas sdo importantes na prevencao de patologias frequentemente associadas ao stress
oxidativo, como as doencgas neurodegenerativas e cancerigenas e também na prevencao
de doencas cardiovasculares. Além disso, os OEs devido as suas propriedades
antimicrobianas poderdo ser muito Uteis no combate de patogénicos multirresistentes. No
entanto, apesar das mudltiplas propriedades benéficas, em doses elevadas, devido a
presenca de multiplas moléculas bioativas que podem induzir ou nédo efeitos nefastos para
0 organismo, torna-se crucial efetuar estudos de toxicidade, com vista a despistar
possiveis efeitos toxicos e estabelecer um intervalo de referéncia em que estes possam
ser utilizados em doses consideradas seguras.

Os 6leos essenciais e extratos de varias plantas aromaticas e medicinais (PAM) tém
despertado o interesse em diversas industrias, nomeadamente na industria alimentar onde
sdo utilizados como suplementos alimentares e na farmacéutica sendo uma fonte de
farmacos naturais, justificando assim o aprofundamento do conhecimento cientifico nesta
area, correlacionando-o com o saber e a pratica tradicionais, de modo a permitir uma
utilizacao adequada e segura em fitoterapia.

A regido Alentejo é rica em plantas aromaticas, sendo estas muito utilizadas pela
populacdo ndo sé como condimentos e ha preservacdo dos alimentos, mas também na
préatica tradicional para a prevencao e tratamento de algumas patologias. Neste trabalho,
selecionaram-se as plantas condimentares Foeniculum vulgare Miller e Calamintha nepeta
subsp. nepeta (L.) Savi, as quais tém sido utilizados na medicina tradicional no
tratamento/prevencdo de perturbacdes do sistema digestivo. Neste estudo pretende-se
avaliar as propriedades antioxidantes e toxicolégicas dos seus 6leos essenciais e extratos
liofilizados (dguas de decoccdo) de modo a valorizar o potencial de aplicagdo destes

produtos e a avaliar a sua utilizagdo segura.
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2.0bjetivos

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo principal caraterizar quimica e biologicamente
os OEs e extratos aquosos (aguas de decocgao) de duas espécies aromaticas do Alentejo
Calamintha nepeta subsp nepeta (erva-das-azeitonas, calaminta ou néveda) e Foeniculum
vulgare (funcho ou funcho doce), utilizadas como conservantes de alimentos e/ou como
condimentos alimentares.

Assim, pretendeu-se caraterizar quimicamente os 0leos essenciais e extratos
aquosos das plantas em estudo, para poder correlacionar as propriedades observadas
com 0s seus constituintes. Pretendeu-se avaliar as suas propriedades antioxidantes por
diferentes métodos e determinar os valores de ICs,, com vista a inferir sobre os principais
mecanismos de agdo. Além disso, pretendeu-se também avaliar a toxicidade dos 6leos e
extratos, em ensaios de letalidade para Artemia salina, com a determinacéo dos valores de
CLso, bem como a toxicidade in vivo ap6s administracdo oral dos 6leos essenciais em
ratinhos Swiss com a determinacdo dos valores da DLs; € em ratos Wistar para
guantificacdo das atividades dos enzimas séricos ALT, AST e ALP e dos biomarcadores
creatinina e ureia no soro e na urina para monitorizacdo das fungbes hepaticas e renal e

despiste de possiveis efeitos toxicos nas doses administradas.

2.2 Objetivos especificos

Foram objetivos especificos do presente trabalho:

- Proceder a extracdo dos 6leos essenciais das plantas selecionadas por hidrodestilacéo,
utilizando um aparelho tipo Clevenger e obter os extratos aquosos a partir das aguas de

decocc¢éo, com posterior liofilizagdo;

- Determinar o rendimento de extragdo dos Oleos essenciais e o rendimento de producgéo

dos extratos aquosos;

- Caraterizar fisicamente os 0leos essenciais com determinac¢éo do indice de refracéo e da

densidade;
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- Caraterizar quimicamente os 6leos essenciais de C.nepeta e F.vulgare por cromatografia
gasosa com detetor de ionizagédo de chama (GC-FID);

- Caraterizar quimicamente os extratos aquosos liofilizados, por pesquisa fitoquimica e
guantificacdo do contetado em fendis totais e em flavondides totais;

- Avaliar a atividade antioxidante dos 6leos essenciais e extratos aquosos pelos métodos
do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazil), B-caroteno/acido linoleico e quantificacdo do
poder redutor, com vista a inferir sobre os diferentes mecanismos de acao antioxidante dos

mesmos;

- Avaliar a letalidade dos 6leos essenciais e extratos aquosos em Artémia salina com

determinacédo do valor de CLsy;

- Determinar a atividade dos enzimas séricos AST, ALT e ALP no soro para monitorizagao
da funcdo hepatica apés ensaio de toxicidade aguda em ratos Wistar, com administracao
oral de OEs;

- Quantificar os biomarcadores creatinina e ureia no soro e na urina, determinar os valores
de clearance da creatinina e interpretar os dados da analise sumaria da urina (Urina tipo

II), para monitorizacao da funcédo renal;

- Interpretar os ensaios de monitorizacdo hepatica e renal com os resultados de estudos de
toxicidade aguda em ratos Wistar, com determinagdo do valor de DLsy em ratinhos Swiss

apos administracao oral de 6leos essenciais e extratos aquosos das plantas em estudo;

- Relacionar a elevada atividade antioxidante com a toxicidade.
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3.Introducéo

3.1 Plantas aromaticas e medicinais

As plantas aromaticas sao ricas em compostos bioativos, provenientes do seu
metabolismo secundario. Estes tém sido utilizadas na medicina tradicional, na prevencéo e

tratamento de patologias e também pelas suas propriedades nutracéuticas, como
alimentos funcionais.

3.1.1 Processos metabdlicos nas plantas

Os compostos bioativos provenientes do metabolismo secundario das plantas
aromaticas sao caraterizados pela sua estrutura molecular complexa e sdo compostos de
baixo peso molecular. Estes, desempenham fun¢Bes importantes, como por exemplo
defesa de pragas, polinizacdo e reproducdo, desempenhando também um papel
importante na adaptacdo das mesmas a determinadas condigcbes ambientais, existindo
diversos fatores que condicionam a presenca e quantidade destes, nhomeadamente a
época de colheita, a estacdo do ano, o ciclo dia/noite, a luminosidade e a disponibilidade
de nutrientes (Garcia & Carril,2009).

Os metabolitos secundarios nas plantas aromaticas sdo assim constituidos por 3
principais classes, homeadamente 0s compostos terpénicos, os fendis e os alcaldides
(Figura 1) (Ghasemzadeh & Jaafar,2011).

Glicdlise

2 Glucose
/
/ Pll’:}\’ato
/ 28
/ / -
/ Aminoécidos Viado acido
alifaticos Chiquimico
6- Deoxixilulose % / o \\
/
/ / Aminoacidos Hidroxibenzoato
Acetil CoA / aromaticos

/ P

/ \ ‘/ / I

o, \\. Fenilpropandides
Acido Malonil CoA 4
Mevaldnico //
R \\. Alcaléides *

complexos

Na \ | b
1 5id \ ~
SOPren0 CeS <———__ isoprendides ~
complexos eomplexes

Figura 1 - Metabolitos secundarios- principais percursores (Adaptado de Ghasemzadeh &
Jaafar,2011).
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Estes compostos bioativos sdo provenientes de duas vias metabdlicas principais, a
via metabodlica do &cido chiquimico e a via metabdlica do &cido mevalénico. A via
metabdlica do &cido chiquimico (Figura 2), percursor dos fendis, flavondides e alcaldides,

em que o acido chiquimico é proveniente do metabolismo da via metabdlica da glicolise e
da via das pentoses fosfato, no qual,
fosfoenolpiruvato é

a eritrose 4- fosfato em conjunto com o
€ convertida em &cido chiquimico, onde a partir do qual sao sintetizados
aminoacidos aromaticos que sao importantes percursores da formacdo de metabolitos
secundarios nas plantas (Iriti & Faoro,2009).
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Figura 2 -Via metabdlica do 4cido chiquimico (Adaptado de Iriti &Faoro,2009)

Os compostos fendlicos provenientes desta via metabdlica, sdo derivados do
aminoacido fenilalanina, no qual este sofre perda dos seus grupos amina por acdo do
enzima fenilalanina-amoénias-liase com a formacéo de &cido cindmico, a partir do qual séo,
posteriormente sintetizados estes compostos (Figura 2). Estes, sdo importantes nas
plantas aromaticas, pois desempenham fun¢des de defesa e séo potentes antioxidantes.

Os fendis possuem propriedades biol6gicas, como por exemplo antioxidantes, anti-
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inflamatorias, anticancerigenas, sendo também importantes na protecdo contra a
aterosclerose e o envelhecimento precoce. Estas propriedades, parecem estar
relacionadas com a sua capacidade redutora (Hodzic et al.,2009). As coumarinas por
exemplo, sdo importantes na protecdo das plantas contra microrganismos, insetos e
herbivoros.

Os flavondides pertencem a classe dos polifenéis, importantes, devido & sua
potencialidade como antioxidantes. Esta capacidade parece estar relacionada com a sua
estrutura molecular, a posicdo dos grupos hidroxilo, bem como outras caracteristicas que
Ihes permitem atuarem como sequestradores de radicais livres (Pallab et al.,2013). A
quercetina é um dos flavondides mais abundantes na dieta alimentar, sendo um potente
antioxidante, devido a sua capacidade de atuar como um potente sequestrador de radicais
livres (Pallab et al.,2013). Estes, para além da sua importancia na protecdo das plantas,
sdo também responsaveis pela formacao de pigmentos. Dentro dos flavonoides existem
outros dois grandes grupos, as flavonas e os flavanonois que sdo responsaveis por
proteger as células contra a radiacdo UV. Além disso este grupo de compostos também se
mostrou eficaz contra radicais livres eliminando estes. A quercetina é um exemplo de um
flavondide importante que atua na defesa das plantas contra a luz UV (Mazid &
Mohammad,2011; Giada,2013).

Os alcaldides também provenientes da via metabdlica do acido chiquimico,
formados a partir do triptofano, séo caraterizados por apresentarem baixo peso molecular e
azoto na sua constituicao (Yazaki, 2006; Mohammad,2011).

Por outro lado, os compostos terpénicos sdo metabolitos secundarios provenientes
da via metabolica do acido mevaldnico (Figura 3). Nesta via metabdlica o percursor inicial &
o acetil-CoA, no qual duas moléculas deste reajam de forma a formar o acetoacetil coA, o
qual ira posteriormente formar [-hidroxi-g-metilglutarii (HMG-CoA). O HMG-CoA é
posteriormente convertido em acido mevalénico através da HMG-CoA redutase. A
descarboxilacdo do acido mevaldnico, leva a formacéo de pirofosfato de isopentenilo (IPP),
composto base da biossintese dos isoprendides (Dewick,2002; Iriti & Faoro,2009).

Os terpenos (Figura 3) sdo uma das principais classes de metabolitos secundéarios
presentes nas plantas aromaticas, designadamente nos seus Oleos essenciais. Os
terpenos sdo compostos por varias unidades isopreno (Cs) formados por incorporacdo de
unidades IPP, dando origem a varias classes, como 0s monoterpenos (Cyo), compostos
predominantes nos 6leos essenciais, compostos com atividade inseticida (Iriti
&Faoro,2009;Kumar et al.,2014; Peixoto et al.,2015).

Os sesquiterpenos (Cjs), formados a partir do farnesil pirofosfato, também
presentes nalguns 6leos essenciais, sdo compostos que desempenham func¢des de defesa

nas plantas, como anti-herbivoros e como reguladores da membrana na resposta ao stress
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hidrico (Iriti & Faoro,2009). Os diterpenos (Cy), sdo importantes como repelentes para os
insetos (Iriti & Faoro,2009).
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Figura 3 -Via metabdlica do acido mevalbnico, com formacdo de compostos terpénicos
(Adaptado de Iriti & Faoro,2009)

Os triterpenos (Csg), como o esqualeno vao dar origem aos compostos esterdis que
sdo componentes importantes das membranas, nomeadamente membrana plasmaética,
onde atuam como reguladores dos canais e permitem a permeabilidade a moléculas

pequenas atuando ao nivel das cadeias de acidos gordos (Dewick,2002; Garcia &
Carril,2009).
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3.1.2 Oleos essenciais

Os 0leos essenciais, sdo produtos do metabolismo secundario nas plantas e séo
caraterizados por serem substancias volateis com um forte odor que podem ser obtidas por
diversos processos de hidrodestilacdo e de varias partes da planta, nomeadamente raizes,
caules e folhas (Burt,2004; Bakkali et al.,2004; Miguel,2010; Amorati et al.,2013). A maioria
dos Oleos essenciais apresenta menor densidade que a agua e sao constituidos
essencialmente por compostos terpénicos, 0s quais poderao representar cerca de 90% dos
seus componentes, designadamente monoterpenos hidrocarbonados e oxigenados (Figura
4 A) e sesquiterpenos hidrogenados e oxigenados (Figura 4 B) (Bakkali et al.,2004; Miguel,
2010).
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Figura 4-Alguns exemplos de compostos presentes nos 6leos essenciais.
A-Monoterpenos oxigenados e hidrogenados B- Sesquiterpenos hidrogenados e
oxigenados (Adaptado de Amorati et al.,2013).

Os 0Oleos essenciais estdo geralmente envolvidos nos processos de protecdo das
plantas aromaticas, podendo atuar na natureza como inseticidas, antibacterianos e até
mesmo como agentes atrativos para os insetos de modo a promover a dispersdo de polen
e agentes repelentes. Além da sua acdo antimicrobiana, os 6leos essenciais também tém
sido descritos como detentores de propriedades antioxidantes com importancia na
preservacdo e capacidade de atuar na eliminagdo de radicais livres a nivel biolégico
podendo ter um papel importante na prevencdo de doengas causadas pela presenca de
radicais livres e stress oxidativo, como as doengas neurodegenerativas e oncolégicas
(Edris,2007).
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3.1.3 Atividades biolégicas das plantas arométicas e medicinais

As plantas aromaticas sdo desde a antiguidade utilizadas na medicina tradicional
com diversos fins, devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias,
antiespasmadicas, diuréticas entre outras, apesar de muitas vezes estas propriedades nao
estarem validadas cientificamente (Pereira & Cardoso,2012). Além disto, algumas plantas
aromaticas sdo muito utilizadas como condimentos alimentares pelas populagées locais, o
gue tem despertado o interesse de diversas industrias, como a industria alimentar e
farmacéutica devido as propriedades biolégicas que estes podem apresentar. Na Figura 5,
encontra- se um esquema com algumas das propriedades biolégicas que podem estar
presentes nas plantas aromaticas e indicacdo das diversas industrias em que tém sido
utilizadas (Christaki et al.,2012).

Atividade antioxidante Atividade antimicrobiana Atividade anticancerigena

Nt S

Principais atividades biolégicas

¢

Plantas aromaticas,
extratos, dleos essenciais

v

Utilizadasem:

//\\.

Aditivos alimentares Industria alimentar 3 L.
o Industria cosmética ; . L.
Ex: antioxidantes; Ex: sabores; Industriafarmacéutica
. . Ex: perfumes e N
promaotores de fragrancias, Ex: novos farmacos
. Cremes
crescimento conservantes

Figura 5- Principais atividades biol6gicas das plantas aromaticas e 0 seu uso nas diferentes
industrias (Adaptado de Christaki et al.,2012)

As plantas aromaticas devido as propriedades biolégicas (Figura 5) dos seus
metabolitos secundarios poderdo apresentar propriedades antioxidantes, antimicrobianas,
anti-inflamatdrias, anticancerigenas, entre outras (Christaki et al.,2012).

A atividade antioxidante presente nos compostos bioativos de plantas aromaticas
tém demonstrado potencial para combater o stress oxidativo e prevencdo de patologias
associadas, como doengas neurodegenerativas, cardiacas e outras (Anaysor et al.,2010).

O stress oxidativo, ocorre quando num organismo existe excesso da producéo de espécies
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reativas de oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes sdo menores, nao ocorrendo assim
em equilibrio entre a producgéo e eliminagao destes (Carocho & Ferreira,2013). Este, esta
relacionado com vérios fatores enddgenos e exdgenos, nomeadamente fatores exdégenos
como a alimentacdo e o tipo de dieta, a presenca de determinadas toxinas ambientais e
até mesmo a poluicdo e o tabagismo podem influenciar o aumento deste, levando ao
envelhecimento precoce e determinadas patologias associadas (Atukeren &Yigitoglu,2013;
Rahal et al.,2014).

As defesas antioxidantes enddgenas em condi¢cdes de stress oxidativo ndo atuam
em condi¢cdes e ocorre a formacgao de varias espécies reativas de oxigénio, como o radical
superéxido (O,.), hidroxilo (OH) e peroxido de hidrogénio que sdo responsaveis por
danificar a nivel celular, quer ao nivel das membranas lipidicas induzindo a peroxidacao
lipidica, quer a nivel proteico induzindo a oxidacdo ou fragmentacéo destas ou até mesmo
a nivel do DNA podendo ser reversiveis ou ndo, levando consequentemente a apoptose
(Smith et al.,2005).

Os antioxidantes podem exercer a sua acao através da sua capacidade para atuarem
como sequestradores dos radicais livres removendo assim as espécies responsaveis por
danos oxidativos, atuando com protetores das membranas lipidicas, inibindo o processo de
peroxidacdo lipidica, bem como redutores do Fe** a Fe?', permitindo que ndo ocorra
oxidacao (Brewer, 2011).

Sdo diversos os métodos que permitem determinar ou quantificar a atividade
antioxidante destes compostos bioativos, permitindo inferir sobre os mecanismos de acéo
preferencial por estes, nomeadamente o método da reducéo do radical DPPH que permite
avaliar a capacidade de substancias antioxidantes transferirem um eletrdo da amostra em
estudo para o radical DPPH, promovendo a sua reducdo. Este método é simples e eficaz,
pelo que é bastante utilizado nesta area (Miguel,2010). O método do B-caroteno/acido
linoleico, permite estudar outro mecanismo de acdo antioxidante, nomeadamente a
oxidacao do B-caroteno devido a formacao do radical do acido linoleico que vai atacar as
duplas ligagdes do B-caroteno e promover a oxidagdo deste. Na presenca de substancias
antioxidantes, a oxidagdo deste é retardada (Miguel,2010). Existem também outros
métodos de avaliar a atividade antioxidante cujo mecanismo estd relacionado com a
reducdo do Fe* a Fe® na presenca de espécies redutoras, ou seja com atividade
antioxidante. Um desses métodos, € o método do poder redutor, no qual na presenga de
substancias antioxidantes, observa-se a mudanca da coloracdo de amarelo para
verde/azul, consoante o poder redutor das amostras em estudo, devido a formag&o de um
complexo (Miguel,2010). Além dos métodos descritos acima, existem outros dentro dos
mesmos mecanismos de acdo descritos acima, tais como o0s métodos do acido

tiobarbitarico (TBARS),poder redutor antioxidante do ferro (FRAP), entre outros.
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Os antioxidantes podem ser obtidos de forma exdgena, através dos alimentos, como
por exemplo as vitaminas A, B, C, E, os carotendides, os fendis, flavondides e os
alcaloides (Figura 6) (Carocho & Ferreira, 2013).

Enzimaticos Mao-enzimaticos
i B - Minerais: Zinco
- Vitaminas: A, E, K —— .. !
Selénio;
Enzimas primarias: Enzimassecundarias: —— = -
- SOD _ Glutationo - arotendides _| | - OmMpos 05“
-  Catalase redutase s s
- Glutationo - Glucose 6 fosfato - Antioxidantes
peroxidase desidrogenase baixopeso  —— - Cofatores
rallen e antioxidantes
- Polifendis _|
- Flavondides - Acidosfendlicos
Isoflavondides
Flavonois
Flavanonas
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Antocianidinas

Figura 6- Classificacdo dos antioxidantes (Adaptado de Carocho & Ferreira, 2013).

Por outro lado, os organismos vivos possuem varios sistemas antioxidantes endégenos
(Figura 6), que incluem complexos enzimaticos, como 0s enzimas superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), a glutationo peroxidase (GPx), glutationo—S-transferase e ainda
existem sistemas néo enzimaticos enddégenos como a tiorredoxina e as metalotioneinas
(Carocho & Ferreira,2013). Estes enzimas enddégenos sao extremamente importantes pois
constituem uma primeira linha de defesa contra radicais como 0 anido superéxido radical
hidroxilo que sdo moléculas extremamente reativas (Masella et al., 2005; Carocho &
Ferreira,2013).

O sistema enzimatico superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) (Figura 7) é
responséavel pela dismutacdo de moléculas de superdxido em peroxido de hidrogénio e
oxigénio (Figura 7). A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) atua decompondo o perdxido de

hidrogénio a 4gua (Figura 7), de modo a prevenir que ocorra formagao do radical hidroxilo.
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Figura 7- Sistemas enziméaticos antioxidantes (Adaptado de Mordn & Castilla-Cortazar, 2012)

O glutationo possui um ciclo préprio, através do qual sofre oxidacédo e reducéo.
Quando o glutationo sofre oxidacdo forma-se o0 GSSG que é posteriormente reduzido pela
glutationo redutase, como apresentado na figura 8. Por outro lado, além dos sistemas
enzimaticos antioxidantes, também existem defesas contra os radicais livres que sao de

origem exégena (Figura 7) (Morén & Castilla-Cortazar, 2012).

3.2 Estudos de avaliacao da toxicidade

3.2.1 Ensaios de toxicidade aguda

De acordo com a OMS, cerca de 80% da populacdo mundial recorre ao uso de
remédios tradicionais provenientes de plantas. De modo a contornar esse facto, a OMS
tomou medidas de modo a que os medicamentos provenientes da medicina tradicional
fossem utilizados corretamente, visto que existe alguma confusdo na utilizacdo correta
destes mesmos e que estes possam substituir os medicamentos desenvolvidos
guimicamente (Asiedu-Gyekye et al.,2014). As plantas aromaticas sao constituidas por
diversas moléculas bioativas pelo que a utilizacdo em grande quantidade dos seus 0leos
ou seus extratos, pode apresentar toxicidade, sendo assim importante desenvolver o0s
estudos toxicoldgicos in vitro e in vivo no sentido de avaliar a toxicidade destes produtos e
definir um intervalo de referéncia em que estes possam ser tomados em seguranga sem
induzir toxicidade (Ezeja et al.,2014).
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3.2.1.1 Letalidade em Artemia salina

A avaliacdo preliminar da toxicidade de extratos e Oleos essenciais de plantas,
através do bioensaio com Artemia salina com determinacdo da CLs, pode dar um
contributo importante como teste de screening para avaliar a presenca de toxicidade de
compostos isolados de plantas (Pimentel et al.,2011). Este ensaio é relativamente simples
e permite de forma rapida, econémica e reprodutivel obter resultados preliminares sobre a
presenca de toxicidade ou ndo de alguns compostos (Pimentel et al.,2011; Hirota et
al.,2012).

3.2.1.2 Avaliagdao in vivo da toxicidade aguda

A avaliacdo da toxicidade aguda utilizando ratinhos Swiss como modelo animal,
permite efetuar um screening sobre a toxicidade de alguns compostos com a determinacao
dos valores da DLs, (dose letal para 50% dos animais teste). Os ensaios de determinacao
da DLsy devem ser realizados acordo com a norma 425 da OCDE, (Up and Down),
seguindo também as exigéncias da Direcdo Geral de Veterinaria e da FELASA, de modo a
minimizar o namero de animais no ensaio e a reduzir o seu sofrimento (OCDE,2001).
Paralelamente, deve ser efetuada a triagem farmacoldgica (atividade motora, reflexos
pineal e de postura, catalepsia, teste de tracdo e Haffner, piloerecéo, e condutas passiva,
agressiva ou de temor) durante os 14 dias de ensaio. Estes ensaios permitem-nos
observar a resposta dos animais a elevadas concentracfes da substancia em andlise e
definir uma dose segura bem como avaliar a acdo de potenciais farmacos (Akhila et
al.,2007).

3.2.1.2.1 Avaliagao bioquimica da toxicidade hepética

O figado é um dos 6rgdos mais importantes e complexos no organismo. Este é
extremamente importante devido as suas diversas funcées, designadamente metabdlica e
a circulatéria pois grande parte do sangue passa pelo figado, desintoxicante de
xenobibticos, pois a metabolizagdo destes ocorre no figado e reserva, pois é no figado que
ocorre 0 armazenamento de reservas energéticas de glicogénio (Smith et al.,2005; Burtis
et al.,2008; McPherson & Pincus,2011).
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A avaliagdo da fungdo hepética, é extremamente importante nos estudos de
avaliacao da toxicidade aguda, com vista observar possiveis lesbes hepaticas, mesmo que
assintomaticas, devendo os estudos histolégicos ser complementados com a quantificagédo
de biomarcadores importantes para a avaliacdo desta funcao. Os hepatécitos (Figura 8),
na presenca de substancias que causem dano hepético sdo responsaveis pela libertacdo
de enzimas, que podem estar aumentados no soro, devido a lesdo da membrana celular
e/ou outros organitos celulares. Apesar de alguns analitos séricos a determinar ndo sejam
especificos da fungéo hepatica, a avaliacdo das atividades enzimaticas de um conjunto de
biomarcadores, podera dar um contributo muito importante na avaliagdo da integridade do
hepatécito, designadamente a  atividade de  aminotransferases  (aspartato
aminotransferase-AST e alanina aminotransferase- ALT), fosfatases alcalinas,

5’nuclectidases e de lactato desidrogenases (Gaw et al.,2013).

Ducto ditiar

encotésio ghicogenio

Reticulo Reticulo
endoplasmatico endoplasmatico

rugoso =0

Figura 8- Estrutura do hepatécito (Adaptado de Townsend et al.,2012).

As aminotransferases (ALT e AST) séo enzimas envolvidas no metabolismo dos
aminoacidos, responsaveis por catalisar reacdes de transaminacdo com transferéncia de
um grupo amina de um L-aminoacido para um a —acetoacido, com formac¢éo de um outro
aminodcido, na presenca de fosfato de piridoxal (Nelson & Cox,2005).

A alanina é formada a partir do &cido pirdvico através de uma reacdo de
transaminacdo catalisada pela alanina aminotransferase- ALT (EC 2.6.1.2). Este enzima,
catalisa uma reacdo reversivel, sendo responsavel pelo transporte de grupos amina e

piruvato do musculo para o figado (Nelson & Cox,2005).
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A quantificacdo de ALT é um dos biomarcadores de monitorizagdo da funcgéo
hepatica, a qual sofre um grande incremento em situacdes de toxicidade/infecdo aguda.
Este enzima é citoplasmético, especifico do figado e o seu tempo de meia vida no soro é
cerca de 48 horas. Na presenca de disfuncéo hepética os niveis deste enzima aumentam
em correlagdo com outros enzimas, sendo este um excelente biomarcador da disfuncéo
hepética (Smith et al.,2005; Burtis et al.,2008; Lyons, 2008; McPherson & Pincus,2011).

A aspartato aminotransferase — AST (EC 2.6.1.1) é responsavel por catalisar a
reagdo de transaminagdo entre o acido a — cetoglutarico e o acido L- aspartico, com
formacao de acido L-glutamico e de acido oxaloacético. Apesar deste enzima AST nao ser
especifico do figado, podendo também encontrar-se em varios tecidos do organismo e em
alguns fluidos, pelo que o aumento da sua atividade sérica pode também ocorrer na
presenca de outras patologias, como as musculares e do miocardio, a determinacdo da
sua atividade sérica de AST conjuntamente com a do enzima ALT pode ser muito
importante na monitorizacao da funcéo hepatica (Burtis et al.,2008). A atividade enzimatica
da AST é normalmente superior a do enzima ALT, com um tempo de meia vida de cerca
de 18 horas no soro, sendo este enzima simultaneamente citoplasmatico e mitocondrial,
podendo assim indicar a presenca de uma lesdo mais profunda do hepatdcito (Burtis et
al.,2008).

A fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1) é responsavel pela hidrolise de pirofosfatos
inorganicos em meio alcalino de um conjunto vasto e variado de substratos, podendo ser
encontrada em diversos orgaos, designadamente no figado, rins e tecido 6sseo (Shimizu et
al.,2013). A avaliacdo da atividade sérica da fosfatase alcalina em conjunto com as
aminotransferases pode ser muito Gtil na avaliacdo da toxicidade hepética, embora sempre
conjugado com outros biomarcadores, designadamente y- glutamiltransferase (GGT) e a
5’nuclectidase (Burtis et al.,2008; McPherson & Pincus,2011).

A vy-glutamiltransferase (EC 2.3.2.2) € um enzima heterodimérica altamente
glicolisada responsavel por catalisar a transferéncia do grupo y- glutamil a partir de
péptidos ou compostos que contenham este grupo com um grupo aceitador. Este,
encontra-se na superficie externa das células em varios 6rgaos, exceto no musculo (Burtis
et al.,2008; Gaw et al.,2013). Este enzima desempenha diversos processos biolégicos,
designadamente na biossintese de leucotrienos e na desintoxicagdo celular de
xenobiédticos (Singh et al.,2013). A atividade sérica desta encontra-se aumentada na
presenca de disfungbes hepaticas e hepatobiliares (Burtis et al.,2008).

A 5’nucleotidase é também um biomarcador de funcdo hepética apesar de ser
essencialmente um enzima de membrana e se encontrar distribuido em varios organismos.

A atividade da 5’nucleotidase esta relacionada com disfungbes hepatobiliares, néo
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apresentando alteracBes na presenca de doengas ésseas, nem periodos de crescimento
ou gravidez, sendo assim mais especifica que a ALP (Burtis et al.,2008).

A lactato desidrogenase (EC 1.1.1.27) é também um biomarcador da funcéo
hepética e € um enzima responsavel por catalisar a oxidacdo do L-lactato a piruvato na
presenca de um aceitador de ides de hidrogénio, o NAD" (Burtis et al.,2008; McPherson &
Pincus,2011). A atividade da lactato desidrogenase esta presente em todas as células do
organismo, podendo estar elevada no soro na presenca de disfun¢des hepatica, renal, do
miocardio e de hemolise, no entanto, para alguns 6rgéaos € possivel selecionar isoenzimas
mais especificas (Adeva-Andany et al.,2014). O enzima LDH encontra-se localizada
principalmente no citoplasma e um valor elevado de atividade de LDH, pode indicar
disfuncdes a nivel hepético (Adeva-Andany et al.,2014).

Na avaliacdo da funcdo hepatobiliar, para além dos enzimas séricos, pode
proceder-se a quantificacao de bilirrubina (Burtis et al.,2008; McPherson & Pincus,2011). A
bilirrubina € um metabolito proveniente do metabolismo do heme, ocorrendo a sua
formacdo quando os eritrocitos entram em senescéncia (Quintas et al.,2008). Na
degradacédo do grupo heme, ocorre a formacéo de bilirrubina, por reducéo da biliverdina. A
bilirrubina posteriormente conjuga-se com o acido glucorénico, pois na sua forma livre néo
€ sollvel, sendo posteriormente excretada pela bilis (Burtis et al.,2008; Gaw et al.,2013).
Quando ocorrem disfuncdes hepaticas e biliares, associadas ao metabolismo da bilirrubina,

ocorre a acumulacao de bilirrubina no sangue (Burtis et al.,2008).
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3.2.1.2.2 Avaliacdo bioquimica da toxicidade renal

O sistema renal é um 0Orgdo muito importante na manutencdo do equilibrio
hidroeletrolitico do organismo, o principal sistema excretor do organismo, com importantes
funcdes de desintoxicacdo (Guyton & Hall,2006; Burtis et al.,2008; Gaw et al.,2013). Estes

sdo constituidos por milhares de nefronios que sao a unidade funcional do rim (Figura 9).

gloméru'o

Capsuiz de
Bowman

~=g) Fitragio
~=g) Secrecio

-=g) Reabsorgio excrecio

Figura 9- Unidade funcional do rim, nefronio e o transporte de substancias neste (Adaptado
de Patton & Thibodeau,2012)

A urina, € um fluido que se forma no rim e que permite a excre¢cdo de substancias
toxicas. Em condi¢des normais, a urina apresenta uma colora¢cdo amarela-pélida, pH &acido
e um odor caracteristico. A urina é formada em trés processos, filtracdo, onde ocorre a
passagem nao seletiva de moléculas de pequenas dimensdes dos capilares glomerulares
para os tubulos renais. Reabsorcdo, pois é através deste que pequenas moléculas sao
devolvidas seletivamente ao fluido intersticial, secre¢do, onde as moléculas sé&o
adicionadas ao filtrado para serem excretadas (Guyton & Hall,2006; Smith et al.,2005;

McPherson & Pincus,2011). A nivel microscopico, o sedimento urinario podera conter
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fragmentos celulares, compostos dissolvidos e cristais e pode dar um contributo importante
no despiste de alteracbes da funcdo renal. Na analise da fun¢éo renal para além da andlise
sumaria da urina sédo geralmente quantificados a creatinina e a ureia séricas e por, vezes
também na urina, Com vista a avaliacdo da funcdo glomerular, procede-se também a
avaliacdo da clearance da creatinina (Burtis et al.,2008).

A andlise sumaria da urina permite caraterizar a urina, com avaliacdo do pH, cor e
densidade, bem como detetar a presenca de substancias que ndo deverado estar presentes
na urina, como proteinas, bilirrubina, corpos ceténicos e glucose. A presenca destas
substancias na urina, sdo indicativos de leséo renal, a nivel tubular nos rins ou de filtracédo
glomerular, assim como a presenca de eritrécitos e leucécitos também pode ser indicador
da presenca de lesédo do nefronio (Chadwick & Macnab,2015).

A creatinina € um produto da degradacdo esponténea da creatina, sendo 0s seus
niveis constantes, sendo esta excretada na urina (Quintas et al.,2008). A creatinina é
sintetizada em diversos 6rgaos, como por exemplo os rins, o figado e o pancreas e
constitui apenas uma pequena fracdo dos componentes presentes na urina ou no plasma
sendo assim um importante biomarcador na avaliagdo da fungéo renal (Burtis et al.,2008).

A ureia é proveniente do catabolismo de proteinas e aminoacidos e é excretada
pelos rins. A concentracdo de ureia encontra-se aumentada na presenca de disfuncéo
renal, dado que cerca de 90% da ureia é excretada pelos rins, levando frequentemente a
um aumento dos niveis séricos de ureia na presenca de disfuncdes (Burtis et al.,2008).
Contudo, este marcador ndo € tdo especifico como a creatinina, pois existem diversos
fatores externos, como o0 aumento do catabolismo de proteinas e estados de desidratacdo

gue podem alterar a sua concentracdo (McPherson & Pincus,2011).
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3.3 Plantas aromaticas em estudo

Neste estudo, foram selecionadas duas espécies de plantas arométicas autoctones
e que sao espontaneas e frequentes no Alentejo e utilizadas como condimentos
alimentares, designadamente Calamintha nepeta subsp. nepeta (L.) Savi da familia
Lamiaceae e Foeniculum vulgare Miller da familia Apiaceae [1]. No Quadro 1, apresenta-se

a classificagcao taxondémica das plantas aromaticas em estudo.

Quadro 1- Taxonomia das plantas em estudo : C.nepeta subsp nepeta e F.vulgare

Nome
vulgar
Erva-das azeitonas Funcho

Reino Plantae Plantae
Divisdo Spermatophyta Spermatophyta
Subdivisdo Magnoliophytina Magnoliophytina
Ordem Lamiales Apiales
Familia Lamiaceae Apiaceae
Género Calamintha Foeniculum
Espécie Calamintha nepeta Foeniculum vulgare

subsp. nepeta

3.3.1 Calamintha nepeta subsp. nepeta (L.) Savi

Calamintha nepeta subsp. nepeta (L.) Savi, vulgarmente conhecida como erva-das-
azeitonas, néveda ou calaminta (Figura 10) é uma planta espontanea, dispersa
geograficamente por toda a peninsula Ibérica, frequente em sitios secos, sebes, taludes e
orlas de sobreirais, azinhais, soutos, pinhais, carrascais e olivais [1].

O género Calamintha, pertencente a familia Lamiaceae e é conhecido pela sua

utiizacdo na medicina popular como digestivas, expetorantes, antiespasmodico e
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carminativo e 0s seus Oleos essenciais sdo conhecidos por terem atividades

antimicrobianas e antifingica (Negro et al.,2013).

Figura 10- Calamintha nepeta (L.) Savi subsp nepeta, Herdade da Mitra, Evora

Na literatura existem alguns estudos com Calamintha nepeta (L.) Savi subsp
nepeta, a maioria dos quais sobre a composicao quimica dos OEs desta planta. Baldovini
et al., 1999, realizou um estudo em Corsica, Franca, onde pretendeu observar a
variabilidade da composi¢cdo quimica do OE desta planta colhidas em diferentes
localizacBes geograficas. Galego et al.,2006 e Miguel et al.,2006, realizaram estudos de
composi¢cao quimica e atividades antioxidantes com OEs provenientes do sul de Portugal.
Marongiu et al.,2010 no seu estudo analisou a composi¢do quimica deste OE proveniente
de Italia e Portugal, de modo a observar se existia variabilidade na composi¢cdo quimica,
consoante a zona geografica. Pacifico et al.,2015, realizou estudos de atividade

antioxidante e anti-inflamatoéria com extratos de C.nepeta.

3.3.2 Foeniculum vulgare Miller

Foeniculum vulgare Miller é uma espécie pertencente a familia Apiaceae. Esta é
nativa da regido do mediterraneo, conhecida por funcho ou erva-doce (Barros et al.,2010).
Esta coloniza baldios e incultos em sitios secos, podendo atingir grandes densidades e
originar funchais, ocorrendo também em clareiras de matos degradados, bermas de
caminhos e campos de cultivo [1]. Na Figura 11, apresenta-se uma imagem de funcho.
Este, é uma planta aromatica com um sabor carateristico a anis e varias partes desta
planta, desde caules a folhas tem sido vastamente utilizados na medicina tradicional para

tratamento de desordens do sistema digestivo (Barros et al.,2010).

20



Avaliacdo das propriedades antioxidantes e toxicoldgicas de dleos essenciais e extratos aquosos de algumas plantas
aromaticas do Alentejo (Portugal)

Figura 11- Foeniculum vulgare Miller

Esta planta pode crescer até 2,5 m de altura e as folhas podem crescer até 40 cm
(Barros et al.,2010). Existem duas variedades distintas, o funcho doce, que é a planta em

z

estudo e o funcho amargo. O funcho, € uma planta muito aromatica com diversas
aplicacdes quer na culinaria, como conservante ou condimento alimentar, quer devido as
suas propriedades medicinais (Cunha et al.,2007; Rather et al., 2012).

O dleo essencial de funcho possui diversas propriedades farmacologicas, desde
atividade antibacteriana, antioxidante, antifingica, antitrombdética, anti-inflamatoria,
hepatoprotetora e antidiabética (Rather et al., 2012).

As sementes de funcho s&o utilizadas como condimentos alimentares em diversos
pratos, quer de peixe quer de carne (Rather et al., 2012). O 6leo essencial de funcho é
conhecido pelo seu aroma intenso, devido a presenca de anetol, fenchona, estragol e o a-

felandreno como componentes maioritarios (Figura 12).

Trans-anetol Fenchona
estragol : c\

para- anisaldeido

NN
\_ 7/
a -felandreno

Figura 12- Componentes maioritarios do 6leo essencial de funcho (Adaptado de Rather et
al.,2012)
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Na literatura existem diversos estudos com OEs e extratos de funcho, com diversas
partes desta planta, maioritariamente sementes e frutos. Existem diversos estudos
realizados com OE de funcho, que avaliaram a composi¢do quimica deste OE (Anwar et
al.,2009;Telci et al.,2009; Pasirija et al.,2011; Roby et al.,2013; Khalid et al.,2014). Existem
também alguns estudos de atividade antioxidante com extratos de funcho em que estes
revelam importantes propriedades antioxidantes (Oktay et al.,2003; Anwar et al.,2009;
Ebeed et al.,2011; Badgujar et al.,2014)

Além dos estudos de atividade antioxidante, existem outros estudos que avaliam as
propriedades hepatoprotetoras do OE de funcho em estudos de hepatoxicidade (Ozbek et
al.,2003; Rabeh & Aboraya,2014) e nefroprotetoras em estudos de nefrotoxicidade
(Shaheen et al.,2014).
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4. Materiais e métodos

4.1 Selecédo e preparacdo das plantas

Para este estudo foram selecionadas duas espécies de plantas aromaticas autoctones
na regido Alentejo, Calamintha nepeta subsp. nepeta (L.) Savi e Foeniculum vulgare Miller.
Procedeu-se a recolha da parte aérea de plantas espontaneas, na Herdade da Mitra
(Evora). A colheita de C.nepeta foi efetuada durante a fase de floragdo (Outubro 2013) e a
de F.vulgare na fase de planta verde (Marco 2013) As plantas foram identificadas pela
Prof2 Marizia Pereira e um exemplar de cada espécie foi depositada no Herbario de
Plantas Aromaticas da Universidade de Evora.

O material vegetal foi separado e seco num loca escuro e isento de humidade, triturado

e aliquotado. As aliquotas foram conservadas a -20°C para extracdo os 6leos essenciais.

4.2 Obtencao dos 6leos essenciais e extratos aquosos

Os 0leo essenciais de C.nepeta (parte aérea em floracdo) e de F.vulgare (folha
verde) foram obtidos por hidrodestilagdo num sistema tipo Clevenger, no qual a extracdo
foi efetuada pela técnica de hidrodestilacdo durante 3 horas de acordo com a
(Farmacopeia Portuguesa,2008). Apds a extracdo dos Oleos essenciais procedeu- se a
determinacdo do rendimento de extracdo e os 6leos foram armazenados a — 20°C. As
aguas de decoccdo (obtidas apds hidrodestilacdo) foram filtradas e posteriormente
liofilizadas de forma a obter os extratos aquosos liofilizados. Procedeu- se a caraterizacao

do d6leo essencial com determinacao da densidade e do indice de refracéo.

4.3 Anédlise da composicdo quimica dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa
(GC)

A analise da composigao quimica dos 6leos essenciais foi por cromatografia gasosa
com detetor de ioniza¢do de chama (GC-FID), num cromatografo GC-HP 5890 Series II. A
fase estacionaria utilizada foi uma coluna polar SUPELCOWAX ™10 (30 m x 0.25 mm x
0.25 uym) e a fase mavel foi constituida por hélio como gas de arraste, com um fluxo de 0,6
mL/min e raz&o de split de 50:1. Para separacdo dos 6leos essenciais programou-se um
gradiente de temperatura de 70°C (3 min), 70°C-220°C (3°C/min) e 220°C (5 min) e
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ajustou-se a temperatura do injetor e do detetor para 250°C. O volume injetado foi 0.2 pL
de Oleo puro. As analises de cada uma das amostras foram efetuadas em triplicado. A
guantificacdo dos componentes dos Oleos essenciais foi determinada pelo método de
normalizacdo interna com base na area dos picos sem correcéo de fator de resposta. A
identificacdo dos componentes foi efetuada por comparacdo dos respetivos indices de
retencdo (IR), calculados em relagcdo a uma série homologa de n-alcanos de Csg-Coyy,
(Sigma Aldrich) com os de padrdes puros ou mencionados na literatura e confirmados pelo
método da adicdo padrao (Cavaleiro et al.,2004; Mottram,2007).

4.4 Caraterizacdo quimica dos extratos aquosos

4.4.1 Pesquisafitoquimica

Para a caraterizacdo quimica dos extratos aquosos, recorreram- se a protocolos de
pesquisa fitoquimica para a realizacéo de varios testes de modo a avaliar a presenca de
compostos bioativos nos extratos aquosos em estudo. (Matos,1997; Anyasor et al.,2010;
Benmehdi et al.,2012). Para os extratos aquosos foi preparada uma solugcédo de 1 mg/mL.
Posteriormente foram preparadas varias aliquotas de 1 mL e uma aliquota de 5 mL em
tubos de ensaio para cada extrato, para pesquisa de fendis e taninos, antocianinas,
antocianidinas e flavondides, catequinas e flavonas, esterdides e triterpendides, cumarinas,

saponinas, alcaldides e oses e polioses (Anyasor et al.,2010; Benmehdi et al.,2012).

Na andlise por pesquisa fitoquimica foram efetuados os seguintes testes:

- Pesquisa de fendis e taninos: A cada aliquota de extrato foram adicionadas 3
gotas de solucdo alcodlica de cloreto férrico (FeCly) 1%. Para comparacdo foi
preparado um branco contendo esse apenas solvente e a solucdo de cloreto férrico.
Uma coloracao variavel entre o azul e o vermelho € indicativo da presenca de fendis. A
formacéo de precipitado escuro de tonalidade azul é indicativo da presencga de taninos

pirogalicos.

- Pesquisa de antocianinas, antocianidinas e flavonoides: Neste teste foram
preparadas 3 aliquotas de extrato. Uma foi acidulada a pH=3, outra alcalinizada a pH
8,5 e a terceira alcalinizada a pH=11. Na solu¢do a pH=3, observou-se o aparecimento
de coloragdo vermelha na presenca de antocianidinas. Na solugdo a pH=8,5, a

coloracdo lilas é indicativa da presenga de antociadinas. Na solugdo a pH=11 a

coloragédo purpura é indicativa da presenca de antocianinas e antocianidinas enquanto
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gue a coloracdo amarela indica a presenca de flavonas e a coloracdo vermelho-laranja
a presenca de flavanonois.

- Pesquisa de catequinas e flavanonas: Uma das solu¢fes de teste foi acidulada
a pH=3 e a outra alcalinizada a pH=11. Os tubos foram aquecidos durante cerca de 2-
3 minutos. O aparecimento de coloracdo amarelada em meio acido é indicativo da
presenca de catequinas e de coloracdo vermelho-laranja em meio alcalino indica a

presenca de flavanonas.

- Pesquisa de flavonois, flavonas, flavanonois e xantonas: Numa aliquota de
solucdo de extrato foram adicionados alguns centigramas de magnésio granulado e
posteriormente adicionaram- se algumas gotas de HCI concentrado. O aparecimento

ou intensificacdo de uma coloragcdo vermelha é indicativo da presenca destes

COMpOStos.

- Teste de confirmacao da presenca de catequinas: Para este teste utilizou- se
um palito que foi humedecido na aliquota de extrato e posteriormente em HCI
concentrado. Este foi aquecido ao calor da chama de alcool durante cerca de 2-
3minutos. Apés aquecimento, a observacdo de uma coloragdo avermelhada é

indicativo da presenca de catequinas.

- Pesquisa de flavonoides: Uma aliquota de extrato em analise foi adicionada a
um volume igual de NaOH 0,1M. Apés homogeneizacdo, a observacdo de uma

coloracdo amarela é indicativo da presenca de flavondides.

- Pesquisa de esteroides e triterpendides: Prepararam- se cerca de 10 mg de
extrato que foram extraidas 2-3 vezes com 1 mL de cloroformio. A solucdo
cloroférmica foi extraida gota a gota num pequeno funil fechado com uma bolinha de
algodao coberta com alguns decigramas de sulfato de sédio anidro. Apds a extracao
foram adicionados 1 mL de anidrido acético e 3 gotas de acido sulfirico concentrado.
O aparecimento de coloracdo verde indica a presenca de esteroides livres, enquanto
gue o aparecimento de uma coloracdo vermelha indica a presenca de triterpendides

pentaciclicos livres.

- Pesquisa de cumarinas: Num papel de filtro foram colocadas duas gotas de
extrato. Numa das gotas colocou- se uma gota de KOH e observou- se com auxilio de
uma lampada UV. Se ocorrer a presenca de fluorescéncia azul-esverdeada na qual se

adicionou KOH, isto é indicativo da presenc¢a de cumarinas.

25



Avaliacdo das propriedades antioxidantes e toxicoldgicas de 6leos essenciais e extratos aquosos de algumas plantas
aromdticas do Alentejo (Portugal)

- Pesquisa de saponinas: O tubo de ensaio contendo a aliquota de 5 mL, foi
agitado vigorosamente durantes 15 segundos. A formacdo de uma coluna de espuma
consistente durante cerca de 15 minutos € indicativa da presenga de saponinas.

- Teste para alcaldides: Uma aliquota de 0,5 g de extrato foi adicionada a 5mL de
HCl 1%.Ap0s agitacdo e filtragdo, adicionou-se agua destilada ao residuo. Esta
solucdo, foi aliquota a 3 tubos de ensaio (1mL), aos quais foram adicionados de 3
gotas dos reagentes Hager, Mayer e Drangendorff respetivamente. A observacao da
formacdao de precipitado é caracteristica da presenca de alcaléides.

- Teste para oses e polioses: Num tubo de ensaio contendo extrato aquoso
adicionaram- se 2 gotas de reagente de Molish e agitou-se. Apoés isto adicionaram-se

2 mL de &cido sulfarico concentrado muito lentamente junto a parede do tubo. O

aparecimento de uma coloracgado purpura indica a presenca de oses e /ou polioses.

4.4.2 Quantificacdo dos fendis totais

Para a quantificacdo do teor em fendis totais presentes neste compostos, utilizou-se
0 método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Oliveira et al.,2009). O reagente de Folin-
Ciocalteau é constituido pela mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotingstico e o
molibdénio encontra- se no estado de oxidacdo (VI) apresentando coloracdo amarela
(Figura 13). Na presenca de agentes redutores, como é o caso dos compostos fendlicos,
ocorre a formacéo de complexos de molibdénio-tungsténio de coloracdo azul, permitindo

assim a sua quantificacdo por espetrometria (Oliveira et al.,2009).
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Figura 13 - Reacdo do acido pirogalhico com o molibdénio, componente do reagente de
Folin-Ciocalteau (Adaptado de Oliveira et al.,2009).
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Para a quantificacdo dos fendis totais, foram preparadas diversas concentracdes de
extratos aquosos, entre 8,3 e 530 ug/mL. O acido pirogalhico foi utilizado como padréo,
nas concentracdes entre 0,2 e 4 ug/mL. Foram preparados dois brancos, um com agua
para os extratos aquosos e outro com etanol para o padrdo. O ensaio foi realizado em
microplaca e a 235 uL de agua destilada adicionou-se 5 yL de amostra/padrdao e 15 L
reagente de Folin-Ciocalteau. Apés homogeneizag¢do adicionaram-se 45 uL de solugao
saturada de carbonato de sddio. Apos incubacgédo das placas a 40°C durante 30 minutos,
procedeu-se a leitura da absorvancia a 630nm. Para cada uma das solu¢bes/padrdes em
andlise foram efetuadas 6 réplicas.

4.4.3 Quantificagdo dos flavondides totais

A quantificacdo dos flavondides totais foi efetuada recorrendo a um método
colorimétrico utilizando o cloreto de aluminio (Singla et al.,2011). Na presenca de AI**
ocorre a formagdo de um complexo flavonoide-aluminio estavel (Figura 14) com
capacidade para absorver a 490nm, permitindo assim a sua quantificacdo (Pallab et
al.,2013).

-E}.
8 HJ‘,
Figura 14 - Formacdo do complexo aluminio-flavondide (quercetina) (Adaptado de
Frederice et al.,2010)

Para quantificacdo dos flavonadides totais, foram preparadas concentragdes de extrato
aquoso (125-615 ug/mL), utilizando-se a quercetina como padrdo (6-1000 pg/mL).
Aliquotas de 100 pL foram adicionadas a volumes iguais de solugédo de AICI;.H,O 2%,
sendo a mistura agitada vigorosamente e apds incubagdo durante 10 minutos a
temperatura ambiente, a absorvancia foi lida a 490nm (Deng et al.,2012). O ensaio

realizou-se em sextuplicado.

27



Avaliacdo das propriedades antioxidantes e toxicoldgicas de 6leos essenciais e extratos aquosos de algumas plantas
aromdticas do Alentejo (Portugal)

4.5 Avaliacao da atividade antioxidante

Para a avaliacdo das propriedades antioxidantes, escolheram- se trés métodos com
trés mecanismos diferentes: método da reducdo do radical DPPH, B-caroteno/acido
linoleico e poder redutor total de modo a avaliar os mecanismos de atividade dos 6leos
essenciais e extratos em analise.

451 Método do radical DPPH'

Alguns compostos, ou extratos de plantas possuem a capacidade de doar atomos
de hidrogénio (Tepe et al.,2007). O radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil € um radical estavel de
coloracdo purpura. Na presenca de substancias antioxidantes, este radical sofre redugao,
devido a transferéncia de atomos de hidrogénio (Figura 15) (Amorati et al.,2013).

O,N NO, O O,N NO, O
@N,N +XH —— Q:u,hl +X -
D o' 1)

NO,
DPPH

Figura 15- Reacdo de reducao do radical DPPH na presenca de espécies antioxidantes

(Adaptado de Amorati et al.,2013).

Para avaliacdo da atividade antioxidante, prepararam-se solucdes etandlicas de cada
Oleo essencial (1200-5000 pg/mL) em tween 20 a 5% (v/v) e solugBes aquosas de extrato
aquoso (3,9-520 pug/mL). Como padrdes, foram utilizados a quercetina (0,8-26 ug/mL) e o
acido ascorbico (1-32 pug/mL).

A avaliagdo da atividade antioxidante dos 0leos essenciais foi adicionando 100 pL
de amostra/padrdo a 1 mL de solugdo etandlica DPPH 0,1 mM. As amostras foram
agitadas e incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente na auséncia de luz.
Preparou-se 1 ensaio em branco substituindo a solugéo do 6leo por etanol com tween 20 a
5%. Os ensaios foram efetuados em triplicado. A avaliagdo da atividade antioxidante dos
extratos aquosos foi efetuada em microplaca, tendo-se colocado 30 uL de amostra/padréao

e posteriormente adicionado 200 pL de solugdo etandlica de DPPH 0,1 mM. As amostras
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foram agitadas e incubadas 30 minutos a temperatura ambiente na auséncia de luz.
Preparou-se um ensaio em branco substituindo a solu¢do e extrato por agua destilada. Os
ensaios foram efetuados em sextuplicado. A leitura da absorvancia foi efetuada a 490nm e

a atividade antioxidante foi determinada recorrendo A seguinte formula:

A 490(branco)—A 490 (amostra)

0p) =
(%) A 490 (branco)

x 100

4,5.2 Método do B-caroteno/acido linoleico

O B- caroteno é um carotendide pertencente aos percussores da vitamina A com
funcbes biolégicas importantes, designadamente antioxidantes (Park et al.,2013). Na
Figura 16 apresenta-se um esquema da oxidacdo do acido linoleico, um dos maiores
acidos gordos polinsaturados presentes na dieta humana (Ramsden et al.,2012). A
oxidacao do acido linoleico, leva a formacao de radicais livres que ao reagirem com o -

caroteno levam a sua oxidacao e consequente descoloracao.
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Figura 16 - Oxidac&o do acido linoleico (Adaptado de Jayasena et al.,2013).

29



Avaliacdo das propriedades antioxidantes e toxicoldgicas de 6leos essenciais e extratos aquosos de algumas plantas
aromdticas do Alentejo (Portugal)

A avaliacdo da atividade antioxidante, pelo método [(-caroteno/acido linoleico é
determinada avaliando a capacidade de inibicdo desta reac&o de oxidacdo na presenca de
compostos organicos. Na presenca de compostos antioxidantes, estes retardam a
oxidacao do &cido linoleico (Sarikurkcu et al.,2009).

Uma solucao stock de B- caroteno/acido linoleico, foi preparada dissolvendo 0,5 mg
de B-caroteno em 1 mL de cloroférmio e posteriormente adicionando 25 pL de &cido
linoleico e 200 mg de Tween 40. A solucéo foi colocada no rotavapor de modo a evaporar
completamente o cloroférmio. Posteriormente adicionaram.se cerca de 100 mL de agua
saturada de oxigénio e homogeneizou-se a mistura por agitacdo vigorosa e ajustou-se 0
valor da absorvéancia (490nm) entre 0,6-0,7 (Sarikurkcu et al.,2009).

Para avaliacdo da atividade antioxidante dos 0leos essenciais foram preparadas
solugdes etandlicas com Tween 20 a 5%, por diluigdo sucessiva (30-2000 pg/mL) a partir
de uma solucdo mae de 2000 pg/mL. Num tubo de ensaio colocaram-se 350 pL de
amostra/padrao os quais foram adicionados 2,5 mL de solugéo stock de -caroteno/acido
linoleico, previamente preparada. A quercetina e o acido ascoérbico foram utilizados como
padrao, tendo-se preparado solucdes etanodlicas seriadas de quercetina (1,5-25 pug/mL) e
de acido ascorbico (60-4000 ug/mL). Preparou-se um ensaio em branco em que a solucéo
de Oleo essencial foi substituida por solucdo etandlica com Tween 20 a 5%. Os tubos
foram homogeneizados e a leitura da absorvancia (t0) foi lida a 490nm. Em seguida
procedeu-se a incubacdo das solucdes durante 2 horas a 50°C. Apds incubacdo,
procedeu-se novamente a leitura da absorvancia a 490nm (t1) (Tepe et al.,2007).

Para a quantificacdo da atividade antioxidante dos extratos prepararam-se solu¢cfes
aquosas, por diluicdo sucessiva a partir da solucdo de 250 pg/mL (1-250 pg/mL). A
guercetina e o acido ascorbico foram utilizados como padréo, tendo-se preparado solucdes
etandlicas seriadas de quercetina (1,5-25 ug/mL) e de acido ascorbico (60-4000 pg/mL).
Os ensaios foram efetuados em microplaca nos quais 35 uL de amostra/padrdo foram
adicionados, seguidamente de 250 uL de solucdo stock de [B-caroteno/acido linoleico.
Preparou-se um ensaio em branco, no qual a solucdo de extrato foi substituida por agua
bidestilada. Os ensaios foram efetuados em sextuplicado. Procedeu-se a leitura da
absorvancia da microplaca a 490nm apés a adicdo da solugéo stock de [-caroteno/acido
linoleico (t0) e 2 horas apds a incubacéo (t1).

A atividade antioxidante foi determinada pela féormula:

AA490 (branco)—AA490(amostra)
| (%) = x100
AA490(branco)

30



Avaliacdo das propriedades antioxidantes e toxicoldgicas de 6leos essenciais e extratos aquosos de algumas plantas
aromdticas do Alentejo (Portugal)

Os valores de AA correspondem a diferenca entre os valores de absorvancia logo
apds a adicdo da solugédo stock (t0) e os valores de absorvancia apos 2 horas de
incubacao (t1).

45,3 Método do poder redutor

O método do poder redutor foi descrito pela primeira vez por Oyazu (1986) e
permite avaliar a capacidade antioxidante dos 6leos essenciais e extratos para reduzirem
o Fe* e inferir sobre a sua capacidade para protecdo do grupo Heme (Dutta &
Maharia.,2012). A capacidade de uma substancia sofrer redu¢éo pode dever-se ao facto
de este apresentar carateristicas antioxidantes (Karawita et al., 2005).

Na Figura 17 apresenta-se um esquema do mecanismo observado na presenca de
espécies com potencial redutor, as quais reagem com o ferricianeto de potassio com
formacdo de um complexo ferroso que tém o seu maximo de absorcao a 700nm (Ferreira
et al.,2007;Jayanthi & Lalitha,2011).

z 4.
[

2
c N= o FeCl
o Se—_ S 3
L'\ + Antioxidante ¥—2 <'/"-"(“‘*t.‘::u +Antioxidante  ———  KFe[Fe(CN)]
(|: C&\N & l oxidado Azul da Prussia
J 0 (coloracdo azul)
N z

Ik’

Figura 17- Reacdo de reducdo do Fe (lll) a Fe (ll) na presenca de substancias
antioxidantes (Adaptado de Jayanthi & Lalitha, 2011).

Para avaliacdo da atividade antioxidante dos Oleos essenciais foram preparadas
solucdes etandlicas com tween 20 a 5%, por diluicdo sucessiva (125-2000 pg/mL) a partir
de uma solugdo mée de 4000 ug/mL. Para os extratos aquosos foram preparadas solu¢des
aquosas por diluicdes seriadas (0,2-120 pg/mL) a partir de uma solugédo de 240 mg/mL.O
BHT e o acido ascorbico foram utilizados como padrdo, tendo-se preparado solugdes
etandlicas seriadas de BHT (1-155 pug/mL) e de acido ascérbico (0,9-39 ug/mL). Preparou-
se um ensaio em branco em que a solugdo de 6leo essencial foi substituida por solugao
etandlica com Tween 20 a 5%. Num microtubo de centrifuga adicionou-se 50 uL de Tween

20, seguido de 200 pL de amostra, 200 pL de tampéo fosfato 200 mM pH 6.6 e 200 pL
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ferricianeto de potassio (lll) 1%, para os OEs. Para os extratos aquosos substitui-se os 50
uL de tween por agua bidestilada e para os padrbes por etanol, tendo o restante
procedimento sido efetuado nas mesmas condigoes.

As amostras/padrdoes foram incubadas 20 minutos a 50°C, apGs os quais foram
adicionados 200 upL de &cido tricloroacético 10 % e centrifugadas posteriormente 10
minutos a 3000 rpm. ApoOs centrifugacdo, num microplaca sao adicionados 50 uL de
sobrenadante, seguidos de 50 pL de H,O bidestilada e 100 pL de cloreto de ferro (lll). A
absorvancia foi lida a 700nm (Ferreira et al.,2007). A avaliacdo da atividade antioxidante
pelo método do poder redutor baseia-se na relacéo entre o aumento da absorvancia e a a
presenca de uma coloragdo do complexo formado entre o verde e azul da prussia o qual é
indicativo de um maior poder redutor. O valor do ICs, de uma amostra é calculado com
base na concentracdo de amostra que corresponde a um valor de absorvancia de 0,5
(Ferreira et al.,2007).

4.6 Avaliacéo da toxicidade em Artemia salina

A toxicidade dos 6leos essenciais e extratos aquosos foi avaliada através do
bioensaio de determinacdo da letalidade de Artemia salina de acordo com o protocolo
Artoxkit M ™, com algumas modificacdes. Os ovos de A.salina devem ser colocados a
eclodir em solucéo salina a 25 °C durante 24 horas no escuro. Apds isso, as larvas devem
ser transferidas para uma nova solucédo salina e novamente incubadas durante 24 horas
antes da realizacédo do ensaio (Déciga-Campos et al.,2007).

No ensaio de letalidade dos 6leos essenciais efetuaram-se diluicbes seriadas de
cada um dos 6leos em estudo em solugéo etanodlica contendo DMSO 10% (5-1000 pg/mL),
tendo sido também efetuado o estudo com solucbes padréo de K,CrO;(100-1000 ug/mL)
em solugcdo aquosa contendo DMSO 10%. No ensaio de A.salina dos extratos aquosos
prepararam-se solucdes aquosas dos extratos em estudo (100-10000 pg/mL). Efetuou-se
também o estudo de letalidade com solugdes padréo de K,CrO;.

O ensaio foi realizado adicionando a 900 uL de agua do mar sintética 100 uL de
amostra, no qual apés 24 horas as placas foram observadas utilizando um microscopio
(Olympus SZX9) e determinou-se a, concentragdo letal para 50 % da populagéo (CLsp) que

através da Curva Dose-Resposta, recorrendo ao programa Origin 8.
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4.7 Avaliacao da toxicidade «in vivo»

7

A avaliacdo da toxicidade é muito utilizada na area das plantas medicinais na
avaliacdo preliminar da toxicidade de extratos e 6leos essenciais de plantas (Pimentel et
al.,2011). Na avaliacdo das propriedades toxicoldgicas, foi determinada a DLs, em ratinhos
Swiss, ap6és administracdo oral dos 6leos essenciais de C.nepeta e F.vulgare, de acordo
com as normas OECD- procedimento padrao «Up and Down» (OECD,2001) com avaliacdo
do screening farmacolégico, com avaliacdo dos parametros comportamentais como
catalepsia, reflexos posturais, reflexo pineal, teste de sensibilidade na cauda e atividade
motora (passiva, agressiva, medo) (Vogel & Vogel,2002). A determinagdo da DLs foi
determinada recorrendo ao programa “AOT425StatPgm.” (OECD,2001).

A avaliacdo da toxicidade ap6s administracdo per os dos Oleos essenciais de
C.nepeta (250,500 e 1000 mg/kg) e de F.vulgare (500,1000 e 2000 mg/kg) foi também
avaliada em ratos Wistar (OECD,2001). Para o efeito, sete grupos cada um com seis ratos
Wistar (150-200g) foram administrados com 6leo essencial ou com veiculo (solugéo salina
contendo Tween 20 a 1%). Os animais foram alimentados com racdo e agua ad libitum e
colocados em jejum 16 horas antes do ensaio. O manuseamento oi efetuado por um
investigador credenciado pela Direcdo Geral de Veterinaria e pela FELASA, seguindo as
recomendacdes do comité de Etica (HauSchapiro,2003). No final do ensaio, procedeu-se a
recolha dos soros, para posterior quantificacdo das atividades aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP), para monitorizacdo da
funcdo hepatica e quantificacdo de ureia e creatinina séricas para monitorizacao da funcao
renal. Para despiste de altera¢gbes da funcao renal procedeu-se também a andlise suméaria
da urina (Combur test ®) e procedeu-se a quantificacdo da ureia e da creatinina na urina
dos diferentes dias de ensaio, com determinac¢édo do valor de clearence da creatinina no

final do ensaio (14° dia).

4.7.1 Avaliacdo bioguimica da toxicidade hepatica

Para a avaliagdo da toxicidade hepética, procedeu-se a determinacdo das
atividades enzimaticas ALT, AST e ALP nos soros dos animais administrados com OE e
dos grupos controlo. As quantificacdes destes biomarcadores foram efetuadas atraves de
kits comerciais da Sentinel diagnostics. Procedeu-se a construgdo de uma curva de
calibracdo utilizando diferentes diluicbes de um padrdo comercial de concentracdo
conhecida (Calibrador, Sentinel). Os valores de atividade enzimatica das amostras foram

determinados por interpolacdo grafica nas respetivas curvas de calibragdo. Na validacao
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dos resultados, utilizaram-se dois controlos comerciais, C1 e C2 (Sentinel Diagnostics)
com intervalos de referéncia tabelados.

4.7.1.1 Aspartato aminotransferase (AST) (EC 2.6.1.1)

A AST catalisa a reacdo de transaminacao entre o acido a-cetoglutarico e o acido L-
aspartico, com formacao de acido L-glutdmico e acido oxaloacético (Figura 18). O acido
oxaloacético formado, na presenca de malato desidrogenase reage com o - NADH,,
formando acido lactico e B-NAD na mesma proporcao. A determinacdo de AA/min a 340nm

€ proporcional a atividade enzimatica de AST.

HyM CH GO = CoO0 - COO — OO0 -
| AST *
CH, * C=0 . —= C=0 + CH—NH,
| B.— (P} :
I:m = 'I:H_:_-. - CH? CHE-
Aspartato CH, Coo GH
Coo - oxa lato O =

o-cetoglutarato
glutamato

Figura 18- Reacédo de transaminacao catalisada pela Aspartato aminotransferase (Adaptado
de McPherson & Pincus,2011)

Numa cuvette de espetrofotdmetro (I=1cm) colocaram-se 440 uL de reagente 1, o
gual incubou durante 3 minutos (180 segundos) a 372C,a qual posteriormente adicionou-se
40 yL de amostra/controlos/padrdo. Deixou-se incubar durante 1 minuto (60 segundos) a
37°C. Iniciou-se a reacdo com a adicdo de 60 uL de reagente 2 e a absorvancia foi lida

durante 3 minutos.

4.7.1.2 Alanina aminotransferase (ALT) (EC 2.6.1.2)

A ALT catalisa a reacdo de transaminacdo entre o acido a-cetoglutarico e a L-

alanina, ocorrendo a formacéo de acido L-glutdmico e &cido piravico (Figura 19).
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Figura 19 - Reacgdo de transaminagdo catalisada pela alanina aminotransferase
(Adaptado de McPherson & Pincus,2011).

O acido piruvico formado na presenca de lactato desidrogenase reage com o [3-
NADH, com a formagédo de B-NAD e acido lactico na mesma quantidade. A variacdo da
absorvancia a 340 nm por unidade de tempo, permite determinar a atividade enzimatica
nas amostras em analise. Numa cuvette 1 mL (I=1cm) colocaram-se 440 uL de reagente 1,
0S quais se incubaram durante 3 minutos (180 segundos) a 37°C e posteriormente
adicionou-se 40 pL de amostra/controlos/calibrador e deixou-se incubar durante 1 minuto
(60 segundos). Iniciou-se a reacdo com a adicdo de 60 uL de reagente 2 e a absorvancia

foi lida durante 3 minutos.

4.7.1.3 Fosfatase alcalina (ALP) (EC 3.1.3.1)

A ALP é responsavel por catalisar a hidrélise do 4-nitrofenilfosfato em meio alcalino
com a formacéo de p-nitrofenol e fosfato (Figura 20). Ao medir a variacdo da absorvancia a
415 nm num intervalo de tempo permite determinar a atividade enzimatica na amostra em
estudo.

o
o T O (]
’__{______.l._.._‘h o ALP ___;._.‘._Q__
/ Y -
Sy “‘_—{,J + B
MO, NO,

P-nitrofenilfosfato P-nitrofendxido

Figura 20- Reacdo catalisada pela fosfatase alcalina (Adaptado de McPherson &
Pincus,2011)
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Numa cuvette de 1 mL colocaram-se 400 pL de reagente 1, o qual ficou a incubar
durante 3 minutos (180 segundos), posteriormente adicionou-se 8 pupL de
amostra/controlos/calibrador, deixou-se incubar durante 1 minuto (180 segundos). A
reacao iniciou-se com 100 pL de reagente 2 e a absorvancia foi lida durante 3 minutos.

4.7.2 Avaliacdo bioquimica da toxicidade renal

Para a monitorizacdo da funcdo renal procedeu-se a analise sumaria da urina
(Combur Test®) e a determinacéo das concentracdes de ureia e creatinina nos soros dos
animais administrados com OE e dos grupos controlo. As quantificacbes destes
biomarcadores foram efetuadas através de kits comerciais da Sentinel diagnostics.
Procedeu-se a construcdo de uma curva de calibracao utilizando diferentes diluicdes de
um padrao comercial de concentracdo conhecida (Calibrador, Sentinel). As concentracfes
de ureia e de creatinina nas amostras foram determinadas por interpolacdo grafica nas
respetivas curvas de calibracdo. Na validacéo dos resultados, utilizaram-se dois controlos
comerciais, C1 e C2 (Sentinel Diagnostics ) com intervalos de referéncia tabelados.

Procedeu-se também a quantificacdo da ureia e da creatinina na urina nos
diferentes dias de ensaio, com determinacdo do valor de clearance da creatinina no final

do ensaio.

4.7.2.1 Andlise sumaria da urina ou Urina tipo Il

A andlise sumaria da urina é um teste simples que permite-nos medir ou observar
alguns constituintes que possam estar ou nao presentes na urina que permitam avaliar
qguer a nivel das fung¢Bes hepaticas e renais, quer a presenca de desordens metabdlicas.
Para a analise sumaria da urina utilizou-se o Combur Test®, no qual diversos parametros
foram analisados (gravidade, pH, , glucose, bem como a presenca de alguns compostos,
nomeadamente: leucdcitos, nitritos, corpos cetdnicos, uribilinogénio, bilirrubina e sangue).
Foram recolhidas diariamente as urinas dos animais administrados com 06leo essencial de
calaminta e funcho, apés as recolhas das urinas, uma tira do Combur Test® foi inserida no
recipiente contendo a urina de 24 horas, de modo a que toda a tira ficasse imersa. Apés
isto, observou-se se ocorreu ou ndo a alteracdo de coloracdo em comparagdo com a

escala padrdao do Combur Test®.
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4.7.2.2 Creatinina

Na presenca de uma solucdo alcalina, a creatinina forma um complexo colorido ao
reagir com o &cido picrico (Figura 21).
A absorvancia do complexo formado a 505 nm € proporcional a concentracdo de

creatinina presente na amostra em estudo.

CH, N, _
O, M- - ’
HC=—N ‘ \-’:,- --\"'-”}HD’ JI_:! x'_:& H
C=nNH + |\ )| — o=/ N> 0—C—HN-
NH N NS C=HN—H
O=C—NH T = O HG —N =" '
MO, N
‘ 2 CH,
Creatinina Acido picrico Complexo laranja

Figura 21- Quantificac@o de creatinina (Adaptado de McPherson & Pincus,2011)

Numa cuvette de 1 mL (I=1cm) colocaram-se 250 uL de reagente 1, o qual se
incubou durante 3 minutos (180 segundos) a 37°C, ao qual posteriormente se adicionaram
40 pL de amostra/controlos/padrdo e deixou-se incubar durante 1 minuto (60 segundos),
apos o qual se adicionou 250 uL de reagente 2 e a absorvancia foi lida durante 3 minutos
(180 segundos).

Para a quantificacdo da creatinina na urina, efetuaram-se diluicdes de 1:50.

4.7.2.3 Clearance da Creatinina

A determinacdo da clearance da creatinina permitiu-nos avaliar a taxa de filtracédo

glomerular. Este parametro foi determinado de acordo com a férmula seguinte:

[Creatinina] urina (mg/dL) , Volume urina 24h (mL)

Clearence da creatinina = — _
[Creatininalsoro (mg/dL) 1440 minutos
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4.7.2.4 Ureia

A ureia é hidrolisada pela urease em di6xido de carbono e amoniaco (Figura 22). A
amonia formada na presenga de glutamato desidrogenase que reage com o a-
cetoglutarato e o B-NADH, com formagao de B-NAD em quantidades equivalentes a de
ureia hidrolisada. A leitura de absorvancia a 340nm num intervalo de tempo permite

determinar a concentragéo de ureia.

HgN\
Urease
/C= + H,O —H» 2NH; + CO,
p
H:N Amoniaco

Ureia

Figura 22- Hidrélise da ureia (Adaptado de Almeida et al.,2008).

Numa cuvette colocaram-se 600 uL de reagente 1, o qual se incubou 3 minutos
(180 segundos) a 37°C, apds o qual se adicionou 6 uL de amostra/controlos/padrao e
deixou-se incubar durante 3 minutos (180 segundos). Iniciou-se a rea¢do com 60 pL de

reagente 2 e a absorvancia foi lida durante 3 minutos a 340 nm.

Para a quantificacdo de ureia na urina, efetuaram-se diluicées de 1:50.
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5. Resultados e discusséao

5.1 Caraterizacdo quimica dos 6leos essenciais

Os valores do rendimento de extracdo expressos em planta fresca, a massa
volimica e o indice de refracdo dos 6leos essenciais (OEs) das plantas em estudo estédo
apresentados no Quadro 2.

Quadro 2 — Valores do rendimento de extracdo, massa volumica e indices de refracdo dos
Oleos essenciais de C.nepeta e de F.vulgare.

Oleo essencial Rendimento Massa volumica indice de refracéo
(%) (mg/L) (nd*)
C. nepeta 0,61 +0,18 0,989 + 0,004 1,46 £ 0,001
F. vulgare 0,52 £0,22 0,894 + 0,001 1,51 £ 0,001

Os rendimentos de extragdo por hidrodestilagéo foram inferiores a 1%, sendo este
considerado um bom rendimento de extracdo, visto que os rendimentos de extracdo dos
Oleos essenciais normalmente nunca sdo superiores a 1%. O rendimento de extracdo do
Oleo essencial de C. nepeta foi superior ao rendimento obtido para F. vulgare. Apesar de
ter um baixo rendimento de extracdo, a hidrodestilacdo permite obter OEs muito
concentrados e isentos de agua. O 6leo essencial de C.nepeta apresentou densidade de
0,99 e um indice de refracdo de 1,46, enquanto que o 6leo essencial de F.vulgare
apresentou uma densidade de 0,89 e indice de refracdo de 1,51.

A caraterizacdo quimica dos 6leos essenciais foi efetuada por cromatografia gas-
liguido, com detetor de ionizacdo de chama, GC-FID. O perfil cromatografico obtido para
os OEs de C. nepeta e F. vulgare estdo apresentados no anexo |, Figura 33 e Figura 34,
respetivamente. A identificacdo dos componentes dos OEs foi efetuada por comparagéo
dos TR das amostras com os TR obtidos para os padrdes analisados nas mesmas
condi¢bes cromatogréaficas e comparagéo dos IR obtidos com os descritos na bibliografia
para 0 mesmo tipo de colunas.

No Quadro 3, apresenta-se a composi¢do quimica dos 0leos essenciais de C. nepeta

e F. vulgare.
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Quadro 3 — Caraterizacdo quimica dos 6leos essenciais de C. nepeta e F. vulgare por GC-

FID (coluna Supelcovax "™10).

Tempo de

% (média + DP) a

Componentes Grupo Retencéo Indice de
P ne retengéo (IR) C.nepeta F. vulgare
(min)

o —Pineno E’J‘B MH 3,558 973 0,85+0,01 2,50+ 0,01
CEnme Q_'_f MH 3,954 1043 - 0,40 0,01
B- Tujeno MH - - 0,07 £ 0,01 -

o Rt r_%‘j MH 4,617 1157 1,90£001  0,83+0,01
trans-Sabineno MH - - 1,15+0,01 -
p-Mirceno v vy 5,454 . 099+001  661+452

a- - MH 5,568 - - 6,41 + 0,06

Felandreno -

5 i
a-Terpineno ——  MH 8,029 1212 4,29+0,01
(R)-(+)- | MH 6,488 1215 1874005  1,23+0,02
Limoneno L
18-Cineol 7 MO 6,829 1227 1590+0,01 259+0,11

p-Ocimeno ; 0,21+0,01 ;
L

_ ~’ MH 7,578 1256 0,12 +0,01 -
Y-Terpineno ——

. & MH 8,125 1278 0,07 +0,01 ;
p-Cimeno -~

a_

el MO 8,368 1286 0,07 +0,01 -

Fenchona .o MO 12,436 1408 - 20,99 +0,15

trans- -

Hidratode ¢ MO 14,779 1470 3,61+0,01 -
sabineno
Canfora ><l:r MO 16,909 1525 - -

MO - 20,32 +0,01 -

Isopulegona

MO 18,944 1578 22,44 + 0,05 -

Isopulegol

Acetato de bornilo MO 19,354 1593 - -
. C MO 20,379 1617 2,50+ 0,05 ;
4-Terpineol
o A sH 20,584 - 2,63+0,38 -
B- Cariofileno
MO - 5,70 + 0,36 -

Piperitona
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Quadro 3- Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais de C. nepeta e F. vulgare por GC-

FID (continuagéo).

Tempo de Indice de % (média + DP) a
3 do (IR
Componentes Grupo Rete_nc_;ao retengéo (IR) C.nepeta F.
(min) vulgare
Mentol
_ MO 21,715 1647 5,28 £0,01 -
(S)-(-)-
Pulegona L']i L MO 22,499 1671 10,1 £ 0,04 -
Estragol J - 6,4 +
| J,.I‘I,, MO 22,773 1679 - 0,04
|
S MO 24,064 1706 : -
Acetato de terpenilo * !
Borneol \d MO 24,134 1709 : )
-Terpineol fL
o IETPINEO =3 MO 2473 1734 0,18 + 0,01 :
Anetol : ; 46,6 +
i MO 35,917 1848 - 0,05
Total identificado (%)
Grupos de componentes (%) 98 99
Monoterpenos hidrocarbonados (MH) 7,23 22,27
Monoterpenos oxigenados (MO) 86,16 76,54
Sesquiterpenos hidrocarbonados (SH) 2,63 -

Sesquiterpenos oxigenados (SO) - -

Os OEs de C. nepeta e F. vulgare apresentaram uma composicdo quimica muito
diversificada, rica em monoterpenos oxigenados, tendo-se observado diferencas na sua
composi¢ao quimica, ndo apenas nos compostos presentes, mas também na percentagem
dos mesmos.

O O6leo essencial de C. nepeta apresentou como constituintes maioritarios o
isopulegol (22,44%), a isopulegona (20,32%), o 1,8-cineol (15,90%), (S)-(-)-pulegona
(10,16%), piperitona (5,70%) e mentol (5,28%). O 6leo essencial de C. nepeta apresentou
também na sua composi¢do quimica B-cariofileno, um sesquiterpeno hidrocarbonados
(2,63%).

Os componentes maioritarios do 6leo essencial de F. vulgare foram o anetol
(46,56%), fenchona (20,99%), B-mirceno (6,61%), a-felandreno (6,41%) e o estragol
(6,40%).
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Os OEs de C. nepeta e de F. vulgare mostraram-se ricos em compostos
monoterpénicos oxigenados, com valores de 86% e de 76,5%, respetivamente. O OE de F.
vulgare apresentou um conteddo superior em monoterpenos hidrocarbonados (22%) do
gue o OE de C.nepeta (7%).

A percentagem de monoterpenos oxigenados presentes no OE de funcho,
apresentou-se ligeiramente inferior a Anwar et al.,2009, o qual demonstrou que o OE de
funcho apresenta cerca de 88 % de monoterpenos oxigenados.

A composicado quimica do OE de C.nepeta obtido a partir de planta espontanea da
regido Alentejo é bastante carateristico e diferente dos estudos publicados. De acordo com
a bibliografia, os 6leos essenciais desta espécie sdo conhecidos por serem ricos em
monoterpenos oxigenados, nomeadamente mentonas (Kitic et al.,2005). Galego et
al.,2006, realizou o estudo com OE de C.nepeta do sul de Portugal, no qual os
constituintes maioritarios foram a isopulegona e o 1,8-cineol, o que esta de acordo com o
presente estudo. Num outro estudo, Marongiu et al.,2010, comparou dois OEs de C.nepeta
de diferentes origens, um proveniente de Portugal, cujos componentes maioritarios foram
isomentona (35,8-51,3 %), 1,8-cineol (21,1-21,4 %) e a trans-pulegona (6-7,8%) e outro
proveniente de Italia onde os componentes maioritarios foram a pulegona (40-64,4 %), o
oxido de piperitona (2,5-19 %) e a piperitona (6,4-7,7 %) e relacionaram as diferencas na
composi¢ao quimica com a regido geografica e identificaram 3 quimiotipos, um constituido
maioritariamente por mentona, pulegona, limoneno e éxido de piperitona, o segundo, como
componentes maioritarios éxido de piperitona e o terceiro em que é maioritaria a presenca
pulegona ao invés e mentona. Nos estudos realizados por Panizzi et al.,1993 e Flamini et
al.,1999 com OEs de C. nepeta proveniente de Italia apresentaram composi¢cdes quimicas
semelhantes, com predominio de pulegona, mentona, limoneno e 6xido de piperitona.
Negro et al.,2013 identificou 4 quimiotipos nas populacdes de C. nepeta do sul de Italia nos
guais predominaram o6xido de piperitona (49 %) e 6xido de piperitonona (14 %), 6xido de
piperitonona (39 %), piperitona (21,4 %) e mentona (22,5%), e pulegona (52 %) e mentona
(18%), respetivamente.

O funcho espontaneo da regido Alentejo é o funcho-doce o qual deve apresentar
um teor de anetol superior ao funcho amargo e um teor de fenchona e de estragol menor
gue o do funcho-amargo, sendo essas propor¢es consoante o OE for extraido de planta
verde, da flor ou do fruto (Cunha et al.,2007). As percentagens dos componentes
maioritarios do OE de funcho variam de estudo para estudo, o anetol é o componente
maioritario em diversos estudos, bem como a fenchona, o estragol e o limoneno, variando
a sua % consoante a localizagdo geogréfica (Diaz- Maroto et al.,2006). Segundo Khalid et
al.,2014, o 6leo essencial da folha de funcho apresentou como componentes maioritarios

trans-anetol (50,6%) e estragol (35,3%). Roby et al.,2013, realizou estudos com sementes
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de funcho no qual o OE apresentou como constituintes maioritarios o anetol e fenchona.
Outros estudos efetuados com OE extraido de frutos de F. vulgare apresentou como
componentes maioritarios o trans-anetol, estragol limoneno e fenchona (Pasirija et
al.,2011; Diao et al.,2014). O OE extraido de frutos de funcho doce em varios estados de
maturacao espontaneas da Turquia mostrou que 0s componentes maioritarios foram o
trans-anetol, o estragol, o limoneno e a fenchona e que a composi¢cao deste depende do
estado de maturacgéo da planta (Telci et al.,2009).

5.2 Caraterizacdo quimica dos extratos aquosos

Os resultados da pesquisa fitoquimica nos extratos aquosos (aguas de decoccgao
liofilizadas) de C. nepeta e F. vulgare apresentam-se na Quadro 4. Os extratos aquosos
obtidos a partir das aguas de decoccdo apresentaram elevados conteddos quer em
compostos fendlicos e em flavondides, dentro dos quais catequinas. Os extratos
mostraram-se também ricos em oses e polioses. O extrato aquoso de F. vulgare
apresentou também elevado conteido de coumarinas e vestigios de taninos. Nenhum dos
extratos aquosos apresentou a presenca de alcalbides, antocianidinas, antocianinas,

esteroides e triterpendides, flavanonois, flavonas, nem de saponinas.

Quadro 4- Resultados da pesquisa fitoquimica dos extratos aquosos de C. nepeta e de F.
vulgare.

Grupos de compostos Extrato aquoso
a pesquisar C. nepeta F.vulgare
Alcaldides @] @]

Antocianidinas @] @]
Antocianinas @] @]
Coumarinas 0] +++
Catequinas ++ ++
Esteroides e triterpenos @] @]
Fenois +++ +++
Flavanonois @] @]
Flavonas @] @]
Flavondides +++ ++
Flavondis @] @]
Oses e Polioses +++ +++
Saponinas @] @]
Taninos 0] +

Presencaintensa: +++ Presenca: ++ Vestigios: + Ausente: O
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Na caraterizacdo dos extratos aquosos procedeu-se também a quantificagdo dos
fendis totais (Figura 23 A) e de flavondides totais (Figura 23 B). Os valores de fendis totais
por mg de extrato seco foram expressos em equivalentes de &cido pirogélico (ng) por
interpolacdo dos valores na curva de calibracdo de fendis totais expressa em acido
pirogélico, utilizado como padrao (Anexo I, Figura 35 A). Os valores de flavonodides totais
por mg de extrato, foi expressa em equivalentes de quercetina, apos interpolacao grafica
na curva padrdo de flavondides obtida utilizando a quercetina como padrédo (Anexo I,
Figura 35 B).

A B
o

% 140 - b § 100 r b
— T x

120 - ()
S = > 80 |
U’ ~
S 80 | I S 60 ¢
S 4
g 60 | 2 40 |
c c
L 40 S
2 < 20 | a

20 2

0 T 1 0 T 1
u F.vulgare O C.nepeta F.vulgare OC.nepeta

Figura 23 -Quantificacéo de fendis totais (A) e flavondides totais (B).

Cada coluna representa o valor médio de 6 replicados + desvio padrdo. Os grupos
assinalados com letras distintas para cada uma das concentracdes apresentaram
diferencas significativas

Os extratos aquosos apresentaram elevadas concentragbes de compostos
fendlicos, no entanto o extrato de C. nepeta apresentou conteldo significativamente
superior em compostos fendlicos (120 ug/mg extrato) do que o extrato de F.vulgare (82
Mg/mg). O extrato de C. nepeta apresentou também um contelldo muito superior em
flavondides (90 pg/mg extrato) do que o extrato aquoso de F. vulgare (18 ug/mg)

Alguns estudos com extratos aquosos e metandlicos de frutos de funcho
demonstraram que estes sdo ricos em compostos fendlicos, que estdo associados na
prevencdo de doengas provocadas por stress oxidativo (Badgujar et al.,2014). Outros
estudos, referem que os extratos de funcho possuem um maior teor em fendis totais do

gue em flavondides totais (Roby et al.,2013; Badgujar et al.,2014).
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5.3 Avaliacéo das propriedades antioxidantes

A avaliacdo das propriedades antioxidantes dos 0leos essenciais e dos extratos
aquosos de C. nepeta e de F. vulgare foi efetuada através de trés metodologias diferentes,
designadamente o método do radical livre DPPH, método do B-caroteno/acido linoleico e
método do poder redutor total, com vista a avaliacdo do mecanismo de atividade
antioxidante preferencial dos compostos presentes nos OEs e extratos em estudo.

5.3.1 Método do radical livre DPPH

Na figura 26, encontram- se apresentados os valores da capacidade de inibicdo da
oxidacao observada pelo método do DPPH para os 6leos essenciais (Figura 24 A), para 0s

extratos aquosos (Figura 24 B) e para os padrdes quercetina e acido ascérbico (Figura 24

Q). A B
7 r d
d 80 r e e
o & I I 3 70 - —
'« On d —E
S g L C © 60 -
= by 2 =
'5 4 - I O 50 - ¢
o 3 | g 40 - b
S a a 5 30 a
5 | 2
z 2 - £ 20
g1 > 10 -
0 0
1200 2500 5000 35 65 130
[Oleo essencial] pg/mL [Extrato aquoso] ug/mL
M F.vulgare i C.nepeta O F.vulgare O C.nepeta
80 C
3
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o
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@ Acido ascorbico ® Quercetina

Figura 24- Atividade antioxidante dos Oleos essenciais (A), extratos (B) e padrdes (C) pelo método do
radical DPPH'.

Cada coluna representa média de 3 replicados + desvio padrdo. Os grupos assinalados com letras
distintas para cada uma das concentragfes apresentaram diferencgas significativas (Anexo VII,Quadros 16-
19)
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Os oleos essenciais de F. vulgare e C. nepeta (Figura 24 A) apresentaram baixa
atividade antioxidante pelo método do radical DPPH, indicando que apresentam baixa
capacidade para o sequestro de eletrdes livres. Observou-se um aumento da atividade
antioxidante com o aumento da concentracdo para os dois OEs em estudo, no entanto,
ndo foi possivel obter valores de inibicdo de oxidacdo superiores a 10%, mesmo para
concentracdes de OE muito elevadas (5 mg/mL). No entanto, os extratos aquosos (aguas
de decoccao liofilizadas) (Figura 24 B) apresentaram elevada atividade pelo método do
radical DPPH e a mesma ordem de grandeza que a observada para os padrées (Figura 24
C). Observou-se um aumento da inibicdo de oxidacdo com o aumento da concentracdo de
extrato, sendo a capacidade para o sequestro de radicais livres do extrato de C. nepeta
significativamente superior (p<0,05) a observada para o extrato de F. vulgare, exceto para
a concentracao de 130 pg/mL na qual ndo se observaram diferencas significativas (p>0,05)

Os padrdes de atividade antioxidante, quercetina e acido ascoérbico (Figura 24 C)
apresentaram atividade antioxidante muito superior a observada para os OEs e também
superior a atividade antioxidante dos extratos quando comparados para a mesma
concentracao testada (Figura 24).

Os valores de ICso (concentracdo com capacidade para inibir 50% da oxidac&o)
obtidos para os extratos aquosos e para os padrBes com base nas curvas de reacao

apresentadas no Anexo lll, Figura 36 estdo apresentados no Quadro 5.

Quadro 5- Valores de ICs, obtidos pelo método do radical livre DPPH para os extratos
aquosos e padrdes.

ICs0 (MQ/mML)
Extrato aguoso de C. nepeta 55,6
Extrato aguoso de F. vulgare 87,1
Quercetina 57
Acido ascorbico 5,5

Os extratos aquosos de C. nepeta e F. vulgare apresentaram elevada atividade
antioxidante pelo método DPPH, com valores de ICsy de 55,6 e de 87,1 ug/mL,
respetivamente. No entanto, estes valores sao inferiores aos observados para os padrbes

acido ascorbico e quercetina com valores de ICsode 5,5 e 5,7 pg/mL.
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5.3.2 Método do B-caroteno/acido linoleico

Os valores da atividade antioxidante pelo método do B-caroteno/ &cido linoleico
estdo apresentados na Figura 25. Os 6leos essenciais e 0s extratos aquosos de C. nepeta
e F. vulgare apresentaram elevada atividade antioxidante pelo método B-caroteno/ &cido

linoleico.
A B
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Figura 25- Atividade antioxidante obtida pelo método 3-caroteno/acido linoleico.

A- Oleos essenciais e 4cido ascoérbico; B- Extratos aquosos e quercetina. Cada coluna
representa o valor médio de 3 replicados + desvio padréo. Os grupos assinalados com letras
distintas apresentam diferencas significativas (Anexo VII, Quadros 20-23)

Observou-se um aumento da atividade antioxidante proporcional ao aumento da
concentracdo. O Oleo essencial de F. vulgare foi 0 que apresentou maior atividade
antioxidante (Figura 25 A), com valores de inibicdo da oxidagcdo significativamente
superiores aos observados para o0 Oleo essencial de C. nepeta e ao padrdo Aacido
ascorbico, para cada uma das trés concentragfes analisadas (p<0,05).

O extrato aquoso de C. nepeta apresentou maior atividade antioxidante
significativamente superior a observada para o extrato de F. vulgare (p<0,05) (Anexo VII,
Quadro 21). Os extratos apresentaram atividade antioxidante, com prote¢do do substrato
lipidico, muito superior a observada para o acido ascérbico e da mesma ordem de
grandeza da observada para a quercetina (Figura 25 B), embora com valores de inibi¢cdo
da oxidag&o significativamente inferiores nas concentracdes de 8 e 16 pg/mL.

No Quadro 6, estdo apresentados os valores de ICso para 0os 6leos essenciais e
extratos aquosos. Os valores de ICsy foram determinados através da interpolacdo nas
curvas de atividade antioxidante obtidas para os OEs, extratos e padrdes (Anexo lll, Figura

37A,B,C,D,EeF).
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Quadro 6- Valores de ICso 0btidos para os 6leos essenciais e extratos aquosos pelo método
do B-caroteno/acido linoleico.

ICs0 (rg/mL)
OE C. nepeta 853,9
OE F. vulgare 160,2
Extrato aguoso C.nepeta 12,9
Extrato aguoso F.vulgare 31,2
Acido ascorbico 1116,5
Quercetina 9,05

A atividade antioxidante do OE de F. vulgare pelo método B-caroteno/acido linoleico
foi bastante superior a do OE de C. nepeta com valores de ICso de 160 e 854 pg/mL
respetivamente. No entanto, esta atividade foi mito superior para os extratos aquosos do
gue para os OEs (Quadro 6). O extrato aquoso de C. nepeta apresentou maior atividade
antioxidante que o de F. vulgare com valores de ICsode 12,9 e 31,2 ug/mL respetivamente.
O &cido ascorbico apresentou um valor de ICso de 1116,5 pg/mL, apresentando assim
menor atividade que os Oleos essenciais e extratos aquosos em estudo. A quercetina,
também utilizada como padréo, apresentou elevada capacidade de protecdo do substrato
lipidico (ICsp de 9,05 pug/mL) muito superior a observada para os 0Oleos essenciais e

préxima da observada para os extratos aquosos (Quadro 6).

5.3.3 Método do poder redutor

A atividade antioxidante dos OEs e dos extratos foi também avaliada pelo método
do poder redutor. Neste método pretendeu-se observar a presenca de substancias com
capacidades de atuarem como redutores e, consequentemente evitarem a oxidag&do. Neste
método, quanto maior é a absorvancia, maior € o poder redutor observado (Ferreira et
al.,2007). Na figura 28, estdo apresentados os resultados obtidos para os 6leos essenciais

(Figura 26 A), extratos aquosos (Figura 26 B) e para os padrdes (Figura 26 C).
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Figura 26- Resultados de atividade antioxidante dos 6leos essenciais (A), extratos aquosos
(B) e dos padrdes (C) pelo método do poder redutor.

A Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrdao. Os grupos
assinalados com letras distintas para cada uma das concentracdes apresentaram diferencas
significativas (Anexo VII, Quadros 24-27)

Os resultados obtidos mostram que os OEs, apresentaram muito baixa atividade
antioxidante pelo método do poder redutor, embora o OE de F. vulgare tenha apresentado
maior poder redutor do que o OE de C. nepeta, com diferencas significativas para as
concentracdes mais elevadas testadas (p<0,05) (Anexo VI, Quadro 24).

No entanto, os extratos aquosos mostraram elevada atividade antioxidante, muito
superior a observada para os OEs e também para os padrées (Figura 26 C). O extrato
aquoso de F. vulgare apresentou capacidade redutora significativamente superior a
observada para o extrato de C. nepeta (p<0,05).

De acordo com Ferreira et al.,2007, o valor de ICs, corresponde a concentracao

para a qual se obtém um valor de absorvancia de 0,5.
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No Quadro 7, apresentam-se os valores de ICs, dos extratos aquosos e dos
padrées. Os valores de ICs, foram determinados através da interpolacdo nas respetivas
curvas de calibracdo (Anexo lll, Figura 38). A semelhanca dos resultados de atividade
antioxidante pelo método DPPH, também néo foi possivel determinar o valor de IC5, dos
OEs de C. nepeta e de F. vulgare devido a baixa capacidade redutora que estes
apresentaram (Figura 26 A).

Quadro 7- Valores de ICs 0btidos para os extratos aquosos e padrdes pelo método do
poder redutor.

ICs0 (ng/mL)
Extrato aguoso C. nepeta 457
Extrato aguoso F. vulgare 54
BHT 20,1
Acido ascérbico 5,27

O extrato aquoso de F.vulgare apresentou uma capacidade redutora muito superior
ao de C. nepeta, com um valor de ICsy cerca de oito vezes inferior ao obtido para C.
nepeta. O padrao acido ascoérbico foi 0 que apresentou maior atividade antioxidante quer
em comparacdo com o BHT (20,1 pg/mL), quer em comparagdo com 0s extratos aquosos
em estudo com um ICsy de 5,27 pug/mL. A capacidade redutora do extrato de F. vulgare foi
inferior a observada para o padrdo acido ascérbico, mas bastante superior a do BHT
(Quadro 7).

5.3.4 Avaliacdo da atividade antioxidante dos OEs e dos extratos
aquosos pelos diferentes métodos.

Os valores de atividade antioxidante dos OEs e extratos obtidos foram expressos
em equivalentes de quercetina (ug/mg) e de acido ascorbico (ug/mg) (Quadro 8) através da
interpolacé@o nas respetivas curvas de calibragdo (Anexo lll, Figuras 36 e 37).

Comparando a atividade antioxidante dos OEs observada pelos trés métodos,
podemos dizer que estes apresentaram uma elevada atividade antioxidante preferencial
pelo método do B-caroteno/acido linoleico, muito superior a observada pelo método do

radical do DPPH e pelo método do poder redutor.
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Quadro 8- Atividade antioxidante dos Oleos essenciais e extratos aquosos expressa em

equivalentes de quercetina (ug/mg).
Atividade Antioxidante

Oleo essencial Extrato aquoso
Método Mg quercetina/mg OE Mg quercetina/mg extrato
C.nepeta F.vulgare C.nepeta F.vulgare
Radical DPPH 0,13+ 0,04 0,12+ 0,09 25,9+1,32 31,4+ 2,86

B-caroteno/acido
] ) 27,2+0,04 52,2+0,09 136,57+1,5 113,9+3,0
linoleico

Quadro 9- Atividade antioxidante dos 6leos essenciais e extratos pelos métodos do radical
DPPH, B-caroteno/acido linoleico e poder redutor expressa em equivalentes de acido

ascérbico (ug/mg).
Atividade Antioxidante

Oleo essencial Extrato aquoso
Método Mg acido ascorbico/mg OE Hg acido ascoérbico /mg extrato
C.nepeta F.vulgare C.nepeta F.vulgare
Radical DPPH 0,17 £ 0,06 0,16 £ 0,12 24,0+ 3,9 28,1+ 7,0
B-caroteno/acido

_ 2,3+0,06 56+0,12 0,02+0,8 0,01+0,1

linoleico
Poder redutor 2,76 +0,08 6,2 £ 0,005 64,02+ 0,02 401,8+ 0,01

Quadro 10- Atividade antioxidante dos 6leos essenciais e extratos pelos métodos do poder
redutor expressa em equivalentes de BHT (ug/mgq).

Atividade Antioxidante

Oleo essencial Extrato aquoso
Método ug BHT /mg OE Hg BHT /mg extrato
C.nepeta F.vulgare C.nepeta F.vulgare
Poder redutor 0,61 1,54 38,07+0,05 58+0,01

Assim, nos 6leos essenciais de C. nepeta e de F. vulgare o mecanismo de acao
antioxidante predominante observado foi a protecdo do substrato lipidico. Os OEs no
presente estudo, apresentaram na sua constituicdo maioritariamente monoterpenos
oxigenados o0 que pode estar relacionado com a elevada atividade antioxidante

apresentada pelos OEs neste método. Estes resultados estdo de acordo com um estudo
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descrito por Khalid et al.,2014, no qual o OE de folhas de funcho do sul de Marrocos
apresentou elevada atividade antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico, com
valor de ICso de 82,4 ug/mL. A elevada atividade antioxidante nos OEs de funcho e
calaminta pode estar relacionada com o elevado conteiddo em monoterpenos oxigenados.
Estudos de atividade antioxidante mostraram que a elevada atividade antioxidante estava
relacionada com a presenca e elevado conteldo de compostos terpénicos oxigenados
como o anetol, estragol e fenchona (Faudale et al.,2008; Mohamad et al.,2011; Khalid et
al.,2014). Outros estudos referem que OESs ricos em monoterpenos, como o limoneno, 1,8-
cineol e o a-terpineno também apresentam elevada atividade antioxidante por este método
(Martins et al.,2012). A presenca de monoterpenos hidrocarbonados, como o limoneno e o
y-terpineno e a presenca de monoterpenos oxigenados como o linalool e o 4-terpineol
poderdo estar relacionados com as elevadas atividades apresentadas neste método
(Ruberto & Baratta, 2000; Shahat et al.,2011).

Por outro lado, os OEs apresentaram baixa atividade pelo método radical DPPH e
pelo método do poder redutor, o que podera estar relacionado com o tipo de compostos
presentes na composicdo quimica dos 6leos essenciais. Alguns estudos efetuados por
Galego et al.,2006 e Miguel et al.,2006, referem que o OE de C.nepeta apresentou baixa
atividade antioxidante pelo método DPPH e poder redutor, o que parece estar relacionado
com a sua fraca capacidade para doar eletrdes e, Mata et al.,2007, relaciona a presenca
de baixas atividades antioxidantes pelo método DPPH, devido ao facto dos compostos
terpénicos predominantes nestes OEs ndo possuirem a capacidade de doarem atomos de
hidrogénio, referindo que a baixa atividade também pode estar relacionada com a baixa
solubilidade dos OEs.

Contrariamente ao observado para os OEs, 0s extratos aquosos apresentaram
elevada atividade antioxidante pelos diferentes métodos de atividade antioxidante
estudados, apresentando capacidade como sequestradores de radicais livres, protetores
do substrato lipidico e propriedades redutoras importantes no combate da oxidacao,
podendo ser muito Uteis na prevengdo de doencas neurodegenerativas e cancerigenas,
frequentemente associadas ao stress oxidativo (Badgujar et al.,2014).

Esta elevada atividade demonstrada pelos extratos aquosos nos trés métodos de
atividade antioxidante estudados pode estar relacionado com a presenca rica de
compostos fendlicos na composicdo quimica destes que estdo correlacionados com
elevadas atividades antioxidantes (Anwar et al.,2009).

Alguns estudos referem que os extratos de funcho mostraram elevada atividade
antioxidante, superior a observada para o acido ascérbico, devido ao seu conteddo em
compostos fenélicos (Satyanarayana et al.,2004; Ebeed et al.,2011). No presente trabalho,

o extrato de funcho apresentou atividade antioxidante superior & do &cido ascorbico no

52



Avaliacdo das propriedades antioxidantes e toxicoldgicas de 6leos essenciais e extratos aquosos de algumas plantas
aromdticas do Alentejo (Portugal)

método do B-caroteno/acido linoleico. Oktay et al.,2003, realizou ensaios de atividade
antioxidante com extratos aquosos e etandélicos de sementes de funcho que apresentaram
elevadas atividades antioxidantes. Por outro lado, extratos aquosos provenientes dos
frutos de funcho sdo descritos na literatura como ricos em compostos fendlicos, o que lhes
confere propriedades antioxidantes e hepatoprotetoras (Badgujar et al.,2014). O extrato
aquoso que apresentou maior atividade foi o de F.vulgare, o que pode estar correlacionado
com a sua composicao rica em fendis, visto que no ensaio de fendis totais este apresentou
na sua constituicdo cerca de 80 % de fendis totais. Anwar et al.,2009 realizou estudos de
atividade antioxidante com sementes de funcho, estes apresentaram elevada atividade
antioxidante pelo método radical DPPH com valores de ICs, de 23,6 pg/mL. Estudos
realizados com extratos metandélicos de F.vulgare apresentaram um maior teor em
compostos fendlicos totais que em flavonéides totais (Roby et al.,2013). Outros estudos
referem que os extratos de funcho apresentaram elevadas atividades antioxidantes,
superior a observada pelo BHT, enquanto que os OEs apresentaram atividade antioxidante
inferior ao observado pelo BHT. No método do poder redutor, os extratos aquosos
apresentaram atividades antioxidantes elevadas, superiores ao BHT. Oktay et al.,2003
realizou estudos de atividade antioxidante com extratos de F.vulgare, 0s quais
apresentaram menor poder redutor que o acido ascoérbico, o que estd de acordo com 0s
resultados obtidos, uma vez que se observou uma maior atividade do acido ascorbico face

ao0s extratos aquosos em estudo.

5.4 Avaliacéo das propriedades toxicologicas

5.4.1 Letalidade em Artemia salina

Os ensaios com Artemia salina tém sido vastamente utilizados em diversos estudos
de avaliacdo preliminar de toxicidade, designadamente em estudos com extratos de
plantas aromaticas e medicinais, de modo a poder inferir sobre a sua toxicidade in vivo,
bem como para screening de compostos biologicamente ativos (Déciga-Campos et
al.,2007; Bastos et al.,2009).

A andlise das curvas dose-resposta obtidas (Figura 27) nos ensaios de letalidade
em A. salina, com OEs e extratos aquosos permitiu determinar os valores de CLsgo-
concentracdo letal para 50% da populagdo obtidos na presenca dos OEs e extratos
aquosos de C.nepeta e F.vulgare, bem como do dicromato de potassio, usado como

controlo positivo.
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Os oleos essenciais de F. vulgare e C. nepeta apresentaram elevada letalidade
face a Artemia salina com valores de CLs, de 200,4 e 266,15 pg/mL respetivamente. Os
extratos aquosos muito baixa toxicidade para a A.salina, apresentando valores de CLs, de
3921 e 4756 pg/mL para o F.vulgare e C.nepeta respetivamente. O dicromato de potassio,
utilizado como controlo positivo, apresentou uma CLsy de 45,25 pg/mL (Figura 29 C),

sendo assim este mais toxico que os Oleos essenciais e extratos aquosos das duas plantas
em estudo.
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Figura 27- Curvas dose-resposta obtidas nos ensaios de letalidade em Artemia salina.

A- OE de C.nepeta; B- OE de F.vulgare; C- Dicromato de potassio; D- Extrato aquoso de
F.vulgare; E- Extrato aquoso de C.nepeta

Bastos et al.,2009, no seu estudo refere que substancias com CLso< 500 pg/mL,
apresentam elevada toxicidade e CLsy >>> 1000 pg/mL apresentam muito baixa toxicidade.
Assim, os 6leos essenciais em estudo apresentaram elevada toxicidade (CLs,<500 ug/mL),
visto que apresentaram valores de CLso compreendidos entre 200,4 e 266,2 pg/mL,

contudo estes foram inferiores a CLg, apresentada pelo padréao (45,25 ug/mL). Os extratos
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aquosos por outro lado, apresentaram muito baixa toxicidade, com valores de CLso>>>
1000 pg/mL.

Os estudos de letalidade face a Artemia salina com 6leos essenciais e extratos de
plantas tém sido correlacionados com a sua atividade antioxidante e o seu potencial anti-
mutagénico, evidenciando que extratos atividades antioxidantes elevadas e com baixa
toxicidade face a A.salina estéo correlacionadas com o potencial antimutagénico que estes
podem apresentar (Déciga-Campos et al.,2007).

5.4.2 Avaliacdo da toxicidade in vivo

Os OEs e extratos de C. nepeta e F. vulgare apresentaram muito baixa toxicidade
em ensaios realizados com ratinhos Swiss. Os valores de DLs, determinados de acordo
com as normas OECD (2001) estdo apresentados no Anexo IV, Quadro 10. O screening
farmacoldgico efetuado durante o estudo de toxicidade aguda OECD (2001) revelou que os
animais ndo apresentaram sinais clinicos de toxicidade. No entanto, observou-se um
comportamento passivo nos animais administrados com as doses mais elevadas de OE e
de extrato de C.nepeta, durante as primeiras 6h de ensaio. Os restantes grupos exibiram
um comportamento normal durante os 14 dias de ensaio.

Alguns estudos com 0Oleos essenciais e extratos de funcho demonstram que estes
nao tém apresentado sinais clinicos de toxicidade, nem tém provocado danos a nivel
hepatico (Taylor et al.,1964; Ostad et al.,2001; Naga et al.,2012;Badgujar et al.,2014).

Os resultados obtidos estdo de acordo com os estudos descritos por Mesfin et
al.,2014, realizou estudos de toxicidade aguda, no qual os animais administrados via oral
com 6leo essencial de funcho apresentaram valores de DLsy superior a 2000 mg/kg.

N&o se observaram varia¢cfes significativas no peso dos animais administrados com
OE ou extrato comparativamente aos animais controlo. Ao fim de 14 dias de ensaio
observou-se um aumento no peso animal (g) em relacdo ao dia zero do ensaio, sendo este
maior nos animais administrados com OE de C. nepeta (Anexo IV, Quadros 11 e 12).

. Os Oleos essenciais tem sido utilizados em aromaterapia devido aos seus efeitos
relaxantes e sedativos (Dobetsberger e Buchbauer, 2011).

Os estudos de toxicidade foram posteriormente efetuados em rato Wistar, com vista
a avaliar as funcdes hepética e renal. As atividades dos enzimas hepaticos ALT,AST e ALP
foram determinados nos soros dos animais em estudo, recolhido no 14° dia apés
administracdo dos OEs de C. nepeta e F. vulgare. Os resultados foram obtidos através de

interpolacé@o nas respetivas curvas de calibragdo (Anexo V, Figura 39 A, B e C).
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Figura 28- Valores de atividade enzimatica biomarcadores de fungdo hepética para nos soros
dos animais administrados via oral com 6leos essenciais de C.nepeta e F.vulgare.

A-AST- Aspartato aminotransferase ;B- ALT-alanina aminotransferase; C- ALP-Fosfatase
alcalina. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Os grupos

assinalados com letras distintas para cada uma das concentracfes apresentaram diferencas

sinnificativas (Anexo VI. Ouiadros 26-28)

Nos animais administrados com 0leo essencial de calaminta, observaram-se
valores de atividade AST dentro dos valores de referéncia (81-180 U/L) (Waynforth &
Flecknell,1992), com uma diminuicdo significativa para a dose de 250mg/kg, cerca de
metade da observada no grupo controlo (p<0,05) (Anexo VII, Quadro 29). Nos animais
administrados com a dose de 500 mg/kg C.nepeta, observou-se que os valores de
atividade AST foram muito préximos do grupo controlo. Nao se observaram diferencas
significativas para a dose de 500 mg/kg (p>0,05), no entanto para a dose de 1000 mg/kg
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observou-se uma diminuigdo significativa dos valores de atividade AST comparativamente
ao grupo controlo e ao grupo administrado com 500 mg/kg de OE. Contrariamente ao
observado para o 6leo essencial de calaminta, no 6leo de funcho, observou-se uma
tendéncia da diminuig&o significativa dos valores de atividade AST com o aumento da dose
administrada, sugerindo um possivel efeito hepatoprotetor, no entanto, esse efeito teria
gue ser avaliado num ensaio em que houvesse danos hepaticos prévios (Ozbek et
al.,2003).

Estudos de hepatoxicidade realizados com alguns OEs e extratos de funcho
mostraram que estes apresentam propriedades hepatoprotetoras, promovendo a
recuperacao do hepatécito (Ozbek et al.,2003; Rabeh & Aboraya,2014).

Os valores de atividade ALT (Figura 28 B) estdo de acordo com os observados para
a atividade AST, nao revelando alteracdo dos enzimas hepaticos ap6s administracao oral
dos OEs de C.nepeta e F.vulgare. Nos animais administrados com OE de C.nepeta
(250,500 e 1000 mg/kg) observaram-se valores de atividade ALT significativamente
inferiores ao grupo controlo (p<0,05) (Anexo VII, Quadro 28) e inferiores também aos
valores de referéncia (36-58 U/L) (Waynforth & Flecknell,1992). Nos soros dos animais
administrados com OE de F.vulgare (500 e 1000 mg/kg) observou-se também uma
diminuicdo significativa dos valores de atividade enzimatica comparativamente ao grupo
controlo (p<0,05). Nos animais administrados com a dose mais elevada (2000 mg/kg) os
valores de atividade ALT mantiveram-se dentro do intervalo de referéncia e néo
apresentaram diferencas significativas comparativamente ao grupo controlo (p>0,05).

A atividade enzimatica da fosfatase alcalina (Figura 28 C) foi determinada de modo
a complementar o estudo de toxicidade hepética. Os valores de ALP dos animais
administrados com OE de C.nepeta foram superiores aos valores de referéncia, com
valores significativamente superiores aos do grupo controlo nas trés doses administradas
(p<0,05) (Anexo VII, Quadro 30). No entanto, os animais administrados com F.vulgare
apresentaram valores de ALP dentro do intervalo de referéncia e sem diferencas
significativas em relagéo ao grupo controlo (p<0,05).

A presenca de valores elevados de atividade enzimatica da ALP, podera estar
correlacionado com a idade e crescimento do animal, bem como patologias ao nivel do
figado ou tecido G6sseo (Burtis et al.,2008). No que respeita a toxicidade hepatica, os
valores de atividade ALP ndo parecem estar relacionados com potencial toxicidade
hepatica pois sdo independentes da dose e os valores de AST e ALT estdo normais,
despistando a possibilidade de patologias hepéaticas.

Com vista a monitorizagdo da fungéo renal dos animais administrados via oral com o0s
Oleos essenciais de C. nepeta e F. vulgare, procedeu-se a quantificacdo de creatinina e

ureia nos soros e na urina, bem como a andlise sumaria da urina para despiste de

57



Avaliacdo das propriedades antioxidantes e toxicoldgicas de 6leos essenciais e extratos aquosos de algumas plantas
aromdticas do Alentejo (Portugal)

substancias indicadoras de lesdo renal na urina onde se pretendeu observar se existiram
diferencas ou a presencga de algumas substancias indicadoras de lesdo renal na urina. Os
resultados foram obtidos através de interpolacdo nas respetivas curvas de calibragédo
(Anexo VI, Figura 40 A e B).

Na analise sumaria da urina dos animais administrados com OE de F. vulgare
(Anexos VI, Quadro 13), ndo se observaram diferencas nos parametros em analise (pH,
leucécitos, corpos cetonicos, bilirrubina, urobilinogénio,sangue), com excepcao da
presenca de nitritos observada em alguns dias do ensaio nas diferentes doses testadas
bem como no grupo controlo. Nas urinas administradas com 6leo essencial de C. nepeta
(Anexos VI, Quadro 14), detetou-se a presenca de nitritos e sangue em alguns dias do
ensaio nas diferentes doses testadas e grupo controlo. A presenca de corpos cetdnicos na
urina, esta relacionado com o metabolismo dos acidos gordos e a elevada ingestdo ou
absorcdo de hidratos de carbono. Quando isto ocorre, 0 organismo compensa este
excesso metabolizando acidos gordos, levando a formacdo de corpos ceténicos que
posteriormente sdo excretados na urina. A presenca de nitritos esta relacionada com a
presenca de bactérias que sao capazes de reduzir o nitrato a nitrito. A presenca de sangue
e leucécitos pode estar relacionada com a presenca de algum tipo de lesdo (McPherson &
Pincus,2011).

Na figura 29 A e B, estdo apresentados os resultados obtidos para a quantificacdo
de creatinina e ureia nos soros dos animais apés a administracdo oral dos 6leos essenciais
de C.nepeta e F.vulgare. Os resultados foram obtidos através de interpolacéo grafica nas

respetivas curvas de calibracdo (Anexo VI,Figura 40).
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Figura 29 - Quantificagdo da creatinina (A) e ureia (B) nos soros dos animais apos
administracdo oral com os 0Oleos essenciais de C.nepeta e F.vulgare. Cada coluna representa o
valor médio de 3 replicados + desvio padrao. Os grupos assinalados com letras distintas para
cada uma das concentracdes apresentaram diferengas significativas (Anexo VII, Quadros 29 e
30).
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Ao observarmos os resultados obtidos para a quantificacdo de creatinina no soro
(Figura 29 A), o grupo controlo apresentou uma concentragdo de creatinina no soro
significativamente superior (p<0,05) as trés doses testadas nos animais administrados com
Oleo essencial de calaminta, contudo, entre as trés doses dos animais administrados com
Oleo essencial de calaminta, ndo se observaram diferencas significativas (p>0,05). O grupo
controlo, apresentou uma concentracdo de creatinina no soro de 0,5 mg/dL, dentro dos
valores de referéncia, bem como as trés doses testadas nos animais administrados com
oleo essencial de funcho (Waynforth & Flecknell,1992). Os animais administrados com 6leo
essencial de funcho ndo apresentaram diferencas significativas comparativamente com o
grupo controlo nem nas diversas doses entre si, no entanto, apresentaram concentracées
de creatinina no soro significativamente superiores (p<0,05) as observadas nos animais
administrados com 6leo essencial de calaminta (p<0,05).

O contrario se observou nos animais administrados com Oleo essencial de
calaminta, as trés doses testadas apresentaram valores de creatinina no soro abaixo dos
valores de referéncia. A concentracdo de creatinina depende de varios fatores externos,
tais como a ingestao de proteinas e massa muscular, o que afeta a quantificacdo desta
mesma (McPherson & Pincus,2011).

Na figura 29 B, estdo apresentados os resultados de quantificacdo de ureia no soro
apos administracdo oral do 6leo de C. nepeta e F. vulgare. Os valores de ureia sérica dos
animais administrados com 6leo essencial de funcho n&o apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) comparativamente com 0 grupo controlo e com 0s animais
administrados nas doses de 500 e 1000 mg/kg. Nos animais administrados com 0leo
essencial de calaminta, os valores de ureia sérica foram significativamente inferiores
(p<0,05) aos observados para o grupo controlo e para o grupo administrado com OE na
dose de 1000 mg/kg.

A concentracdo de ureia presente no soro depende do tipo de dieta proteica
presente e o tipo de individuo, o que afeta a concentracédo de ureia no soro (McPherson &
Pincus,2011).

A creatinina e ureia também foram quantificadas nas urinas, de modo monitorizar a
funcdo glomerular, com determinacdo da clearance da creatinina. Os resultados obtidos
para os animais administrados com 6leo de C. nepeta estdo apresentados na figura 30 A

para a creatinina e 30 B para a ureia.
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Figura 30- [Creatinina] e [ureia] mg/mL na urina dos animais administrados com 0leo
essencial de C.nepeta. A — Creatinina B- Ureia. Cada coluna representa o valor médio de 3
replicados + desvio padrdo. Os grupos assinalados com letras distintas para cada dia de
ensaio apresentaram diferencas significativas (Anexo VII, Quadros 34-39 e Quadros 46-51).

Os resultados obtidos para a quantificagdo de creatinina nas urinas (Figura 30 A)
para os animais administrados com 6leo essencial de calaminta n&o apresentaram
gualquer correlacdo que possa estar correlacionada com a dose administrada, os valores
de creatinina mg/mL variam ao longo dos diferentes dias e das diferentes doses
administradas. No 14° dia de ensaio observaram-se valores de creatinina na urina (mg/mL)
muito semelhantes entre si, com excecdo na dose de 1000 mg/kg, na qual se observaram
valores de creatinina na urina significativamente inferiores (p<0,05). Os resultados da
[ureia] mg/mL mostram que nado existiram diferencas significativas entre o grupo controlo e
as diferentes doses testadas ao longo dos diversos dias apresentados, com exce¢ao no 7°
dia em que se observou na dose de 500 mg/kg valores de ureia significativamente
superiores (p<0,05).

Os resultados obtidos para a quantificagdo de creatinina e ureia mg/mL nas urinas
dos animais administrados por via oral com o 6leo essencial de funcho estdo apresentados

na figura 31 A e B.
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Figura 31- [Creatinina] e [ureia] mg/mL na urina dos animais administrados com 6leo essencial
de F.vulgare. A- Creatinina B- Ureia. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados *
desvio padrdo. Os grupos assinalados com letras distintas para cada uma das concentracbes
apresentaram diferencas significativas (Anexo VI, Quadros 40-45 e Quadros 52-57).

Os valores de creatinina mg/mL (Figura 31 A) na urina dos animais administrados
com Oleo essencial de funcho ndo apresentaram qualquer correlacdo com a dose
administrada, os valores de creatinina variam ao longo dos diferentes dias e das diferentes
doses administradas, com a excecdo do dia 0 em que ndo se observaram diferencas
significativas quer para o grupo controlo quer para os animais administrados com OE de
funcho. Observou- se também um aumento dos valores de creatinina significativamente
superior (p<0,05) ao observado para os controlos, nos dias 1, 2, 7 e 14 na dose de 500
mg/kg, voltando estes valores ao normal nas doses seguintes em compara¢cao com o
grupo controlo.

A quantificacdo de ureia nas urinas dos animais administrados com 6leo essencial
de funcho (mg/mL) (Figura 31 B) ndo apresentaram qualquer correlacdo entre a dose
administrada e a [ureia] mg/mL ao longo do ensaio. Observaram-se valores de [ureia]
mg/mL significativamente superiores (p<0,05) na dose de 500 mg/kg nos dias 1 e 2 e na
dose de 1000 mg/kg nos dias 7 e 14.

A creatinina e ureia sdo parametros que dependem de diversos fatores externos,
tais como a massa muscular e o tipo de dieta proteica presente, fatores que permitem
explicar a variabilidade observada em alguns dos casos, uma vez que 0S animais
apresentaram diferencas no peso entre si e o tipo de dieta variou consoante a necessidade

de cada animal.
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A determinacdo da clearance da creatinina (Figura 32) permitiu-nos determinar a
taxa de filtracdo glomerular de modo a permitir verificar se existe alguma disfungéo ou

alteragao da filtracao a nivel renal.
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Figura 32- Clearance da creatinina (mL/min) para os animais administrados com 6leo
essencial de funcho e calaminta. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados +
desvio padrao.

Os grupos assinalados com letras distintas para cada uma das concentracfes

apresentaram diferencas significativas (Anexo VI, Quadros 58 e 59)

Nos animais administrados com Oleo essencial de funcho ndo se observaram
diferencas significativas nos valores de clearance em relacdo ao grupo controlo, nem para
as diferentes doses testadas (p>0,05), nho entanto, nos animais administrados com 6leo
essencial de calaminta, apresentaram valores de clearance da creatinina significativamente
superiores (p<0,05).

A clearance da creatinina € um parametro muito importante na avaliagdo da fungéo
renal, em que esta permite-nos determinar a taxa de filtracdo glomerular, uma vez que por
vezes a quantificagdo de creatinina no soro pode apresentar valores normais, permitindo
assim o despiste de disfuncdes a nivel renal. Valores de clearance da creatinina baixos e
um aumento da concentracdo de creatinina no soro, seriam indicativos de disfungdo renal
(McPherson & Pincus,2011).

Os valores de clearance observados situaram-se todos dentro ou acima do intervalo de

referéncia, contrariamente ao que se poderia observar na presenca de lesdo glomerular.
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6. Conclusdes e perspetivas futuras

Os Oleos essenciais de C.nepeta e de F.vulgare apresentaram uma composicdo
guimica rica em monoterpenos oxigenados, no entanto, observou-se uma variabilidade nos
seus principais constituintes. Os constituintes maioritarios do OE de C.nepeta foram:
Isopulegol (22,4%), a isopulegona (20,3%) o 1,8-cineol (15,90%), (S)-(-)-pulegona
(10,16%), piperitona (5,70%) e mentol (5,28%). enquanto que os constituintes maiorirtarios
do OE de F.vulgare foram o anetol (46,56%), fenchona (20,99%), B-mirceno (6,61%), a-
felandreno (6,41%) e o estragol (6,40%).

A composicdo quimica dos OEs e os constituintes presentes em cada OE condicionam
as propriedades antioxidantes dos mesmos. Os OEs de F.vulgare e C.nepeta
apresentaram atividade antioxidante predominante pelo método do [-caroteno/acido
linoleico, com valores de ICsy de 160,2 e 853,9 ug/mL respetivamente. Apesar de
apresentarem atividade pelos 3 métodos estudados, os OEs apresentaram muito baixa
atividade antioxidante pelos métodos do radical DPPH e poder redutor total, pelo que o seu
mecanismo preferencial de acdo parece estar mais relacionado com a capacidade para a
protecdo do substrato lipidico. Esta propriedade parecer estar relacionada com o seu
elevado teor em compostos monoterpénicos oxigenados. Além disso, a variabilidade nos
constituintes presentes nos OEs de calaminta e funcho parece estar também relacionada
com as diferencas na atividade antioxidante dos dois OEs em estudo.

A andlise dos hidrolatos por pesquisa fitoquimica revelou a presenca de fendis,
flavonadis, flavanonas. Os hidrolatos de C.nepeta e de F.vulgare apresentaram também
elevados contetdos em fendis totais expressos em equivalentes de acido pirogéalhico (120
e 82 ug/mg) e em flavondides totais, expressos em equivalentes de quercetina (90 e 18
ug/mg). O elevado conteddo em compostos fendlicos na composicéo dos extratos justifica
as importantes propriedades antioxidantes observadas. Os extratos aquosos apresentaram
atividade pelos trés mecanismos estudados. Os valores de ICs, dos extratos de C.nepeta e
de F.vulgare no método do radical DPPH, foram de ICs, de 55,6 e 87,1 ug/mL, pelo método
do B- caroteno/acido linoleico, foram de 12,9 e 31,2 ug/mL e pelo método do poder redutor,
foram de 5,4 e de 45,7 ug/mL, respetivamente. O extrato de C.nepeta apresentou atividade
antioxidante superior a observada para o0 extrato de F.vulgare pelos métodos de B-
caroteno/acido linoleico e de DPPH. Estas diferencas poderédo estar relacionadas com o
seu conteudo em compostos fendlicos, designadamente em compostos flavonéides, como
se observou para o extrato de C.nepeta, que apresentou um conteldo em compostos
flavonéides bastante superior ao extrato de F.vulgare. Os estudos de letalidade em A.

salina mostraram que esta apresenta elevada sensibilidade aos OEs de C.nepeta e de F.
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vulgare com valores de ClLsy de 266,2 e 200,4 pug/mL respetivamente. No entanto, 0s
extratos aquosos apresentaram baixa toxicidade para A.salina com CLs, de 3921 e 4756
ug/mL

Os estudos de toxicidade in vivo mostraram que os OEs e 0s extratos apresentaram
baixa toxicidade quando administrados oralmente em ratinhos Swiss com valores de DLsg
iguais ou superiores a 2000 mg/kg para os OEs e superiores a 5000 mg/Kg para os
extratos Nos estudos de monitorizagdo da funcao hepatica ndo se observaram variacdes
significativas das atividades de AST, ALT e ALP dos animais administrados com os OEs
comparativamente com os controlos, ndo indicando sinais de toxicidade hepética.

Nos estudos de monitorizacdo da funcdo renal também ndo se observaram
variagdes significativas nos resultados da andalise sumaria da urina, nas concentragdes de
ureia e creatinina séricas e na urina e valores de clearance de creatinina, nos animais
administrados com os OEs comparativamente com 0s animais controlo, pelo que os
resultados ndo revelaram sinais de toxicidade renal nem de alteracdo da funcéo renal,

apos a ingestao dos OEs nas concentracdes testadas.

Assim, pode-se concluir que os OEs e extratos de C. nepeta e de F. vulgare obtidos
a partir de plantas espontaneas da regido Alentejo apresentaram promissoras
propriedades antioxidantes e baixa toxicidade, resultados que sugerem a potencial
aplicacdo destes produtos de origem natural como nutracéuticos. No entanto, sera
necessario dar continuidade aos estudos de toxicidade de modo a definir uma dose eficaz

€ segura.

No sentido de aprofundar o conhecimento sobre as propriedades bioldgicas dos OEs

e extratos em estudo, seria revelante prosseguir os seguintes estudos:

- Avaliar as propriedades antioxidantes dos OEs e extratos com quantificacdo das
atividades enzimaticas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationo
peroxidase e redutase, envolvidos geralmente nos controlo das reacfes de oxidacao in

Vivo.;

- Complementar os estudos de monitorizagdo das funcgdes hepatica e biliar, com
guantificagdo de outros biomarcadores, como por exemplo a bilirrubina direta e total e
realizar estudos histolégicos que complementem os estudos realizados com os

biomarcadores séricos, para despiste de toxicidade;
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- Avaliar o potencial antimicrobiano dos OEs de C. nepeta e de F. vulgare, face a bactérias
patogénicas e/ou oportunistas e fungos fitopatogénicos e contaminantes de alimentos;

- Avaliar o potencial farmacoldgico dos OEs e extratos de C. nepeta e de F. vulgare, com

avaliacao das suas propriedades analgésicas e anti-inflamatérias, bem como anti-tumorais.
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8. Anexos

l. Caraterizacdo quimica dos 6leos essenciais
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Figura 33- Cromatograma do 6leo essencial de Foeniculum vulgare por analise GC-FID
1-a-pineno;2- canfeno 3- B-pineno; 4-p-mirceno;5-(R)-(-)-Limoneno;6- 1,8-cineol; 7-a-
terpineno; 8- Fenchona; 9- Estragol; 10- Anetol.
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Figura 34- Cromatograma do 6leo essencial de Calamintha nepeta por analise GC-FID.
1- a-pineno; 2-B-pineno; 3-B-mirceno; 4-1,8-cineol; 5-Trans-hidrato de sabineno; 6-
Isopulegona;7-Isopulegol; 8- Piperitona; 9-Mentol; 10-(S)-(-)-pulegona.
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%inibicdo oxidagdo

Il. Caraterizagdo quimica dos extratos aquosos
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Figura 35- Curvas de calibracéo obtidas na quantificagéo de fendis e flavondides totais.
A-Acido pirogélhico; B- Quercetina

II. Avaliacdo das propriedades antioxidantes

A B
80 y = 0,4747x + 8,6741 70 1
70 i RZ = 0 9900 60 y = 0,8661)( + 1,861
2 60 - ICs,=87,05 R Re =0,9968
S i 820 1 ICsy=55,58
S 50 - o
= 240 -
o
o 40 - °
UT UT 30 T
230 - &
2 220 -
£ 20 - £
= 210
10 - ®10
0 ; ; . 0 T T T 1
0,00 50,00 100,00 150,00 0,0 20,0 40,0 60,0 80,0
[EA Foeniculum vulgare], pg/mL [EA Calamintha nepeta], pg/mL
90 - c 60 - D
80 -
20 ] 50 -
60 - S 40 -
50 - 3
y = 10,491x - 7,8937 S 30 - y = 7,6729x + 6,0439
40 - R2 = 0,9982 g, R? = 0,9941
30 1 ICs=5,5 2 20 1 1Csy=5,72
20 1 K10 -
10 °
O T 1 0 T T T 1
0,0 5,0 10,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
[Acido ascérbico],pg/mL [Quercetina],pg/mL

Figura 36- Atividade antioxidante pelo método do radical DPPH.

A-Extrato de F.vulgare; B- Extrato de C.nepeta; C-Curva de calibracdo do &acido ascérbico D- Curva de de calibragao
da quercetina C- curva de calibracéo obtida para o extrato aquoso de F. vulgare D- curva de calibragdo obtida para o
extrato de C.nepeta.
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Figura 37- Atividade antioxidante pelo método B-caroteno/4cido linoleico.
A-OE C.nepeta; B- OE F.vulgare; C —Extrato aquoso F.vulgare; D- Extrato aquoso C.nepeta ;

E-Quercetina; F-Acido ascorbico.
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Figura 38- Atividade antioxidante pelo método do poder redutor.

A- extrato F.vulgare ; B- extrato aquoso C.nepeta; C- Curva de calibragdo do &cido ascorbico

curva de calibracdo do BHT
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V.

Avaliagao da toxicidade “in vivo”

Quadro 11- Valores de DLs, obtidos para os 6leos essenciais e extratos aquosos

DLso (mg/kg)
C.nepeta F.vulgare
Oleo essencial 2000 > 2000
Extrato aquoso 5000 > 5000

Quadro 12- Valores médios peso animal (g) ao longo dos diversos dias, nos animais
administrados com 6leo essencial de C. nepeta.

Dose (mg/kg) 0 1 2 3 7 14
Controlo 187,7+17,9 191,7 £ 18,3 195,8 £ 16,9 199,8+19,4 208,2+11,9 202,5+15,4
250 282,0+ 23,6 289,0 + 23,2 284,3+24,4 290,5+21,0 291,3+18,6 296,8 +15,2
500 284,0+£24,0 281,3 +15,8 279,51 13,8 280,8 + 13,8 294,8+15,0 294,8+12,6
1000 266,0 £ 21,2 258,0+ 24,0 247,01+ 21,0 246,3 £ 16,6 259,0+16,7 276,0+15,6

Quadro 13- Valores médios peso animal (g) ao longo dos diversos dias, nhos animais
administrados com 6leo essencial de F. vulgare.

Dose (mg/kg) 0 1 2 3 7 14
Controlo 187,7+17,9 191,7 £ 18,3 195,8 +16,9 199,8+19,4 208,2+11,9 202,5+154
500 256,5+2,6 251,3+2,1 255,8+4,6 260,8 +£9,5 262,5+5,1 261,8+5,6
1000 256,5+9,0 239,0+11,2 242,8+5,0 2455+ 11,2 2498 +11,7 256,3+12,7
2000 266,4+12,8 252,0+£9,9 239,2+14,0 255,4 £ 16,2 256,8 +20,3 267,4+15,6
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V. Avaliagao bioquimica da toxicidade hepatica
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Figura 39- Curvas de calibracdo do controlo (CAL) obtidas para as aminotransferases
A-Alanina aminotransferase; B- Aspartato aminotransferase; C- Fosfatase alcalina.
VI. Avaliacdo bioquimica da toxicidade renal
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Figura 40- Curva de calibrag&o do controlo (CAL).
A-Creatinina; B-Ureia

81



Avaliagdo das propriedades antioxidantes e toxicoldgicas de dleos essenciais e extratos aquosos de plantas aromaticas
do Alentejo (Portugal)

Quadro 14- Analise sumaria da urina nas urinas dos animais administrados via oral com 6leo
essencial de F.vulgare nas diferentes doses e dias.

Dose
Controlo 500 mg/kg 1000 mg/kg 2000 mg/kg
Dia 0| 1 2 14 0 1 2 |41 9 14 0 1 2 1419 14 0 1 2 (4] 9 14
1
Densidad ,110(10] 1010 10|10 1 10| 1,010 1,0 | 1,0 1 10|10 (10|10 (1,0 1 1,0 1,0
ensidade 1ol 1|1 ]os| 1] 151 1los| 1151 1|os |1 |11 1| os
1
pH 71 8 | 8 8 7 7 8 9] 8 8 7 6 8 19| 8 8 7 7 8 (9] 8 8
Leucacitos ! 1+ [ 1+ | 1+ | 1+ | 1+ | 1+ ! 1+ | 1+ | 1+ | 1+ | 1+ ! 1+ | 1+ | 1+ | 1+ | 1+ ! 1+ | 1+
(leu/pL) + + + +
Nitritos - - + - + - - - - - + + - - - - + + - - - -
, 1 1 1 1
Proteinas + 1+ | 1+ | 1+ | 1+ | 1+ | 1+ + 1+ | 1+ | 1+ | 1+ | 1+ + 1+ | 1+ | 1+ | 1+ | 1+ + 1+ | 1+
glucose -1 - - - - - - -] - - - - - - - - - - S I -
corpos | ) ) ) ) ] ) ) ) N ) ) ) o )
cetdnicos
urobilinogénio | - | - - - - - - - - - - - -l - - - - - N I -
bilirrubina -1 - - - - - - - - - - - -l - - - - - N I -
Sangue - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Quadro 15- Analise sumaria da urina nas urinas dos animais administrados via oral com 6leo
essencial de C.nepeta nas diferentes doses e dias.

Dose
Controlo 250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg
1 1
Dia of1]2(|14|0|1)2]4]7]|4]0|12]2]| 4 7 1410|121/ 2 4 7 |14
1, (1,1, (101, |1 |10]1, 1, 11,]1 (10|10 1,1, |10|10|10]|10
Densidade [01|01|01| 05 |01({01|05|01|1{1f(01|{01|{01|05 |05|1]|01|02| 15|05 | 05| 05
pH 718|8|8\|7|7)| 8 |71|9(9,7|7]|7]| 8 8 |917|6| 7 8 8 9
Leucdcitos 1)1 1
(leu/pL) I+ | 1+ | 1+ | 2+ |1+ | 2+ | 1+ [ 2+ |+ |+ | 1+ | 2+ | 1+ | 2+ | 1+ [+ |2+ | 1+ | 1+ | 1+ | 1+ | 1+
Nitritos - -]+ - + | - - -l - -+ - - - - - -] - - + - -
1)1 1
Proteinas I+ |1+ |1+ | 1+ |1+ |1+ | 1+ [ 1+ |+ |+ |1+ |1+ | 2+ | 2+ | 1+ |+ | 1+ | 1+ | 1+ | 2+ | 1+ | 1+
glucose - -] - - - | - - -l - -] - - - - - - - - - - -
corpos
ceténicos Sl - - - - - - S N O e - - -
urobilinogén
io - -] - - - - - -] - -] - - - -] - - - - -
bilirrubina - -] - - - | - - -l - - -] -] - - - - -] - - - - -
1
Sangue - - - - - | 1+ - S - -1+ 2+ | 1+ | 1+ - |+ 2+ [ 3+ 1+ - - -
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VII. Analise estatistica

Quadro 16- Analise de variancia ANOVA para avaliagdo da atividade antioxidante dos OEs pelo

método DPPH

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 47,965 5 9,593 133,949 ,000
OE_lInibi¢cdo_oxidacdo Within Groups ,859 12 ,072

Total 48,824 17

Between Groups 3,469 5 ,694 128,217 ,000
OE_EQ_quercetina Within Groups ,065 12 ,005

Total 3,534 17

Between Groups 3,528 5 ,706 141,901 ,000
OE_EQ_Acido_ascorbico Within Groups ,060 12 ,005

Total 3,587 17

Quadro 17- Teste de Tukey para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH para os

OEs.

OE_Inibicdo_oxidagé&o
Tukey B?

Concentracéo_OE N Subset for alpha = 0.05

1 2 3

OE_F_1200
OE_C_1200
OE_F_2500
OE_C_2500
OE_F_5000
OE_C 5000 3

2,0133
2,0200
4,0300
4,7100

W W w w w

5,6967
6,1933

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Quadro 18- Andlise de variancia ANOVA para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo
método DPPH para os extratos aquosos.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 59993,002 15 3999,533 2025,401 ,000
Inibicdo_oxidacao Within Groups 157,975 80 1,975
Total 60150,977 95
Between Groups 497,760 15 33,184 2142,723 ,000
EQ_écido_ascorbico Within Groups 1,177 76 ,015
Total 498,937 91
Quadro 19-Teste de Tukey para avaliacédo da atividade antioxidante pelo método DPPH
dos extratos agquosos.
Inibicdo_oxidacgdo
Tukey B?
amostra N Subset for alpha = 0.05
1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Extrato_C_3,9 6| 3,1
Extrato_F_3,9 6| 51
Extrato C 7,8 6 7,8
Extrato_F 7,8 6 10,7
Extrato F 16,3 6 17,2
Extrato C_16,3 6 18,2
Extrato F 32,6 6 22,8
Extrato C_32,6 6 29,6
Extrato F 65,2 6 43,5
Extrato_ C 260,8] 6 57,9
Extrato C 65,2 6 58,2
Extrato C 195,6] 6 60,6
Extrato F 130,4] 6 65,7
Extrato F 521,7| 6 66,9 66,9
Extrato F 260,8| 6 68,9| 68,9
Extrato C 130,4] 6 69,9

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,000.

85




Avaliagdo das propriedades antioxidantes e toxicoldgicas de dleos essenciais e extratos aquosos de plantas aromaticas
do Alentejo (Portugal)

Quadro 20- Andlise de variancia ANOVA para a avaliacdo da atividade antioxidante dos
OEs pelo método B-caroteno/acido linoleico

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 164062,500 8 20507,812
conc Within Groups ,000 18 ,000

Total 164062,500 26

Between Groups 6751,173 8 843,897 | 337558,643 ,000
inibicao_oxidacao Within Groups ,045 18 ,003

Total 6751,218 26

Between Groups 18,000 8 2,250
concentracdo Within Groups ,000 18 ,000

Total 18,000 26

Quadro 21- Teste de Tukey para avaliagdo da atividade antioxidante pelo método -
caroteno/acido linoleico para os OEs.

Tukey B?

inibicao_oxidacao

Amostra

Subset for alpha = 0.05

4

5

6 7

AA_125
C_125

AA 250
F 125
C_250
F 250

AA 62,5
Calamintha_62,5

Funcho_62,5

W W W W w w w w

w

11,3
19,9

22,7

27,3

36,2
41,1

41,9

59,5

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 22- Andlise de variancia ANOVA para a avaliacdo da atividade antioxidante dos

extratos aquosos pelo método B-caroteno/acido linoleico.

ANOVA
inibicao_oxidacao
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 6966,525 8 870,816 | 348326,273 ,000
Within Groups ,045 18 ,003
Total 6966,570 26

Quadro 23- Teste de Tukey para avaliagdo da atividade antioxidante pelo método B-

caroteno/acido linoleico para os extratos aquosos

inibicao_oxidacao
Tukey B?

Amostra N Subset for alpha = 0.05

1 2 3 4 5 6 7

Funcho_4_ug/mL
F_8 ug/mL

Quercetina_4_ug/mL

21,5
27,4
Calamintha_4_ug/mL 30,8
F_16_ug/mL

C_8 ug/mL
Quercetina_8_ug/mL
C_16_ug/mL

Quercetina_lG_ug/mL

39,6
42,0
46,9

W W W ww w w w

w

52,7
64,5

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 24- Andlise de variancia ANOVA para a avaliagdo da atividade antioxidante dos
OEs aquosos pelo método do poder redutor.

ANOVA
Inibicdo_oxidagdo
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,066 9 ,007 4,895 ,002
Within Groups ,030 20 ,001
Total ,095 29

Quadro 25- Teste de Tukey para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do poder
redutor para os OEs.

Inibicdo_oxidacgdo

Tukey B?
OE_concentracéo N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
OE_F_250 3 ,0143
OE_F_500 3 ,0143
OE_C_250 3 ,0163
OE_F_1000 3 ,0240
OE_F_750 3 ,0243
OE_C_500 3 ,0330 ,0330
OE_C_750 3 ,0457 ,0457
OE_C_1000 3 ,0503 ,0503
OE_F_2000 3 ,1320 ,1320
OE_C 2000 3 ,1490

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 26- Andlise de variancia ANOVA para a avaliagdo da atividade antioxidante dos
extratos aquosos pelo método do poder redutor.

ANOVA
Absorvancia
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 23,749 5 4,750 1899,908 ,000
Within Groups ,030 12 ,003
Total 23,779 17

Quadro 27- Teste de Tukey para avaliagédo da atividade antioxidante pelo método do poder
redutor para 0s extratos aquosos.

Absorvancia
Tukey B?

Amostra N Subset for alpha = 0.05

1 2 3 4 5

Calamintha_12_ug/mL ,150

Calamintha_24_ug/mL ,260
Calmintha_48_ug/mL ,526

Funcho_12_ug/mL 1,074

W W w w w

Funcho_24 ug/mL 2,098

Funcho 48 ug/mL 3 3,360

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 28- Andlise de variancia ANOVA para os biomarcadores séricos.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3874,725 6 645,788 18,204 ,000
ALT Within Groups 2731,504 77 35,474
Total 6606,229 83
Between Groups 41967,321 6 6994,553 14,257 ,000
AST Within Groups 37776,186 7 490,600
Total 79743,506 83
Between Groups 115789,153 6 19298,192 11,950 ,000
ALP Within Groups 124351,882 7 1614,960
Total 240141,036 83
Between Groups 1,192 6 ,199 30,950 ,000
Creatinina  Within Groups 494 7 ,006
Total 1,686 83
Between Groups 2836,480 6 472,747 7,413 ,000
Ureia Within Groups 4910,821 77 63,777
Total 7747,301 83
Quadro 29- Teste de Duncan para avaliacao da enzimatica da ALT para os OEs.
ALT
Duncan®”
Amostra N Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4
OE_calaminta_250mg/kg 12 25,1467
OE_calaminta_1000mg/kg 12 30,6418
OE_calaminta_500mg/kg 12 31,9258
OE_funcho_500mg/kg 12 32,7441
OE_funcho_1000mg/kg 12 34,0257
OE_funcho_2000mg/kg 15 42,0260
Controlo 9 48,1711
Sig. 1,000 ,215 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11,776.
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Quadro 30- Teste de Duncan para avaliacdo da enzimética da AST para os OEs.

AST
Duncan®”
Amostra N Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4 5
OE_funcho_2000mg/kg 15 73,4525
OE_calaminta_250mg/kg 12 92,3825
OE_funcho_1000mg/kg 12 108,4817 | 108,4817
OE_calaminta_1000mg/kg 12 110,9692| 110,9692
OE_funcho_500mg/kg 12 119,8233 | 119,8233
OE_calaminta_500mg/kg 12 137,7125| 137,7125
Controlo 9 139,4856
Sig. 1,000 ,057 ,246 ,054 ,847

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11,776.

Quadro 31- Teste de Duncan para avaliacao da enzimatica da ALP para os OEs.

ALP
Duncan®”
Amostra N Subset for alpha = 0.05
1 2

OE_funcho_500mg/kg 12 147,0642
OE_funcho_1000mg/kg 12 152,6058

Controlo 9 154,8578
OE_calaminta_1000mg/kg 12 162,4950
OE_funcho_2000mg/kg 15 164,7718
OE_calaminta_500mg/kg 12 225,4808
OE_calaminta_250mg/kg 12 248,3775
Sig. ,350 171

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11,776.
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Quadro 32- Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina no soro dos animais
administrados com o OE de F.vulgare e C.nepeta.

Creatinina
Duncan®”
Amostra N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
OE_calaminta_250mg/kg 12 ,2450
OE_calaminta_1000mg/kg 12 ,2800
OE_calaminta_500mg/kg 12 ,2983
OE_funcho_1000mg/kg 12 4467
Controlo 9 ,5100 ,5100
OE_funcho_2000mg/kg 15 ,5252
OE_funcho_500mg/kg 12 5417
Sig. ,131 ,059 371

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11,776.

Quadro 33- Teste de Duncan para quantificacdo de ureia no soro dos animais
administrados com o OE de F.vulgare e C.nepeta.

Ureia
Duncan®”
Amostra N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
OE_calaminta_500mg/kg 12 28,5992
OE_calaminta_250mg/kg 12 34,3425 34,3425
OE_calaminta_1000mg/kg 12 37,0942
OE_funcho_2000mg/kg 15 39,0944 | 39,0944
Controlo 9 44,2444
OE_funcho_500mg/kg 12 45,0183
OE_funcho_1000mg/kg 12 45,7833
Sig. ,085 , 178 ,066

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 11,776.
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Quadro 34-Analise de variancia ANOVA para a quantificacdo de creatinina nas urinas dos
animais administrados com OE de C.nepeta.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups ,087 3 ,029 9,841 ,005
Dia_0 Within Groups ,023 8 ,003

Total ,110 11

Between Groups ,062 ,021 8,296 ,008
Dia_1 Within Groups ,020 ,003

Total ,082 11

Between Groups ,415 3 ,138 62,116 ,000
Dia_2 Within Groups ,018 8 ,002

Total 432 11

Between Groups ,576 ,192 24,495 ,000
Dia_7 Within Groups ,063 ,008

Total ,638 11

Between Groups ,052 3 ,017 6,257 ,017
Dia_14  Within Groups ,022 8 ,003

Total ,074 11

Quadro 35- Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina na urina dos
administrados com o OE de C.nepeta no dia 0.

Dia 0
Duncan®
Dose N Subset for alpha = 0.05
1 2

1000 mg/kg 3 ,5067

250 mg/kg 3 ,5533

controlo 3 ,6967
500 mg/kg 3 ,6967
Sig. ,322 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

animais
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Quadro 36 -Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina na urina dos animais
administrados com o OE de C.nepeta no dia 1

Dia_1
Duncan®
Dose N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
1000 mg/kg 3 ,3067
500 mg/kg 3 3767 3767
250 mg/kg 3 4133 ,4133
controlo 3 ,5067
Sig. ,125 ,396 ,052

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Quadro 37 -Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina na urina dos animais
administrados com o OE de C.nepeta no dia 2.

Dia_2
Duncan®
Dose N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
1000 mg/kg 3 ,2833
controlo 3 ,6400
250 mg/kg 3 7133 7133
500 mg/kg 3 7533
Sig. 1,000 ,093 ,329

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 38 -Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina na urina dos animais
administrados com o OE de C.nepeta no dia 7.

Dia_7
Duncan®
Dose N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
1000 mg/kg 3 ,4300
controlo 3 ,6100
500 mg/kg 3 ,9200
250 mg/kg 3 ,9567
Sig. 1,000 1,000 ,626

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Quadro 39- Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina na urina dos animais
administrados com o OE de C.nepeta no dia 14.

Dia_14
Duncan®
Dose N Subset for alpha = 0.05
1 2 3

1000 mg/kg 3 ,4100
500 mg/kg 3 ,4800 ,4800
controlo 3 ,56367 ,5367
250 mg/kg 3 ,5867
Sig. ,142 ,224 ,278

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 40- Analise de variancia ANOVA para a quantificacdo de creatinina nas urinas dos
animais administrados com OE de F.vulgare.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups ,048 3 ,016 1,985 ,195
Dia_0 Within Groups ,065 8 ,008

Total ,113 11

Between Groups ,481 ,160 21,267 ,000
Dia_1 Within Groups ,060 ,008

Total ,542 11

Between Groups 432 ,144 15,506 ,001
Dia_2 Within Groups ,074 ,009

Total ,506 11

Between Groups ,236 3 ,079 10,182 ,004
Dia_7 Within Groups ,062 8 ,008

Total ,298 11

Between Groups ,278 3 ,093 36,722 ,000
Dia_14  Within Groups ,020 8 ,003

Total ,298 11

Quadro 41-Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina na urina dos animais
administrados com o OE de F,vulgare no dia 0.

Dia 0
Duncan®
Dose N Subset for
alpha = 0.05
1
500 mg/kg 3 ,6333
controlo 3 , 7700
2000 mg/kg 3 , 7700
1000 mg/kg 3 , 7933
Sig. ,075

Means for groups in homogeneous subsets

are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size =

3,000.
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Quadro 42- Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina na urina dos animais
administrados com o OE de F,vulgare no dia 1.

Dia_1
Duncan®
Dose N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
1000 mg/kg 3 4467
controlo 3 , 7933
2000 mglkg 3 ,8200
500 mg/kg 3 1,0000
Sig. 1,000 717 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Quadro 43- Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina na urina dos animais
administrados com o OE de F,vulgare no dia 2.

Dia_2
Duncan®
Dose N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
1000 mg/kg 3 5133
2000 mg/kg 3 5267
controlo 3 , 7667
500 mg/kg 3 ,9733
Sig. ,870 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 44-Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina na urina dos animais
administrados com o OE de F,vulgare no dia 7.

Dia_7
Duncan®
Dose Subset for alpha = 0.05
1 2

controlo 3 ,6333

1000 mg/kg 3 ,6867

2000 mg/kg 3 ,6900

500 mg/kg 3 ,9900
Sig. A71 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Quadro 45-Teste de Duncan para quantificacdo de creatinina na urina dos animais
administrados com o OE de F,vulgare no dia 14.

Duncan?

Dia_14

Dose N

Subset for alpha = 0.05

2

3

1000 mg/kg
2000 mg/kg
controlo
500 mg/kg
Sig.

W W w w

,5200

1,000

,6767

1,000

, 7967

1,000

,9333
1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 46- Andlise de variancia ANOVA para a quantificacdo de ureia nas urinas dos
animais administrados com OE de C.nepeta.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 9,483 3 3,161 ,491 ,698
Dia_0 Within Groups 51,533 8 6,442
Total 61,015 11
Between Groups 75,375 25,125 3,479 ,070
Dia_1 Within Groups 57,771 7,221
Total 133,147 11
Between Groups 98,679 3 32,893 6,665 ,014
Dia_2 Within Groups 39,482 8 4,935
Total 138,161 11
Between Groups 377,223 125,741 24,427 ,000
Dia_7 Within Groups 41,181 5,148
Total 418,404 11
Between Groups 31,363 3 10,454 4,277 ,045
Dia_14  Within Groups 19,555 8 2,444
Total 50,918 11
Quadro 47- Teste de Duncan para quantificacdo de ureia na urina dos animais
administrados com o OE de C.nepeta no dia 0.
Dia 0
Duncan®
Dose_mg_kg N Subset for
alpha = 0.05
1
1000 mg/kg 3 28,4300
controlo 3 30,0800
250 mg/kg 3 30,0933
500 mg/kg 3 30,8667
Sig. ,300

Means for groups in homogeneous subsets
are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 48- Teste de Duncan para quantificacdo de ureia na urina dos animais
administrados com o OE de C.nepeta no dia 1.

Dia_1
Duncan®
Dose_mg_kg N Subset for alpha = 0.05
1 2

1000 mg/kg 3 23,3067

500 mg/kg 3 23,8333 23,8333
controlo 3 28,4300 28,4300
250 mg/kg 3 28,7000
Sig. ,055 ,066

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Quadro 49- Teste de Duncan para quantificacdo de ureia na urina dos animais
administrados com o OE de C.nepeta no dia 2.

Dia_2
Duncan®
Dose_mg_kg N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
250 mg/kg 3| 26,5000
controlo 3 29,3333 29,3333
1000 mg/kg 3 32,8067| 32,8067
500 mg/kg 3 33,7000
Sig. ,157 ,092 ,636

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 50- Teste de Duncan para quantificacdo de ureia na urina dos animais
administrados com o OE de C.nepeta no dia 7.

Dia_7
Duncan®
Dose_mg_kg N Subset for alpha = 0.05
1 2

250 mg/kg 3 30,0000

controlo 3 30,5433

1000 mg/kg 3 33,2233

500 mg/kg 3 43,8933
Sig. ,134 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Quadro 51 -Teste de Duncan para quantificacdo de ureia na urina dos animais
administrados com o OE de C.nepeta no dia 14.

Dia_14
Duncan®
Dose_mg_kg N Subset for alpha = 0.05
1 2

controlo 3 29,6367

500 mg/kg 3 32,9333
250 mg/kg 3 33,0667
1000 mg/kg 3 33,8467
Sig. 1,000 512

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 52- Andlise de variancia ANOVA para a quantificagdo de ureia nas urinas dos
animais administrados com OE de F.vulgare.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 121,117 3 40,372 4,248 ,045
Dia_0 Within Groups 76,025 8 9,503

Total 197,142 11

Between Groups 1702,623 567,541 41,138 ,000
Dia_1 Within Groups 110,369 13,796

Total 1812,992 11

Between Groups 2307,423 3 769,141 6,294 ,017
Dia_2 Within Groups 977,576 8 122,197

Total 3284,998 11

Between Groups 7195,139 2398,380 351,599 ,000
Dia_7 Within Groups 54,571 6,821

Total 7249,709 11

Between Groups 976,153 3 325,384 14,246 ,001
Dia_14  Within Groups 182,724 8 22,840

Total 1158,877 11

Quadro 53- Teste de Duncan para quantificacdo de ureia na urina dos animais

administrados com o OE de F.vulgare no dia 0.

Dia 0
Duncan®
Dose_mg_kg N Subset for alpha = 0.05
1 2

1000 mg/kg 3 23,9333

controlo 3 27,8200 27,8200
2000 mg/kg 3 30,0000
500 mg/kg 3 32,6033
Sig. 161 ,106

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 54- Teste de Duncan para quantificacdo de ureia na urina dos animais
administrados com o OE de F.vulgare no dia 1.

Dia_1
Duncan®
Dose_mg_kg N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
1000 mg/kg 3| 20,4200
controlo 3 23,9333
2000 mg/kg 3 32,1267
500 mg/kg 3 51,1933
Sig. ,280 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Quadro 55- Teste de Duncan para quantificacdo de ureia na urina dos animais
administrados com o OE de F.vulgare no dia 2.

Dia_2
Duncan®
Dose_mg_kg N Subset for alpha = 0.05
1 2

2000 mg/kg 3 29,3367

controlo 3 30,0000

1000 mg/kg 3 35,8300

500 mg/kg 3 63,2100
Sig. ,509 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 56- Teste de Duncan para quantificacdo de ureia na urina dos animais
administrados com o OE de F.vulgare no dia 7.

Dia_7
Duncan®
Dose_mg_kg N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
500 mg/kg 3| 19,3500
2000 mglkg 3 26,2700
controlo 3 27,2100
1000 mg/kg 3 80,3900
Sig. 1,000 ,671 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Quadro 57- Teste de Duncan para quantificacdo de ureia na urina dos animais
administrados com o OE de F.vulgare no dia 14.

Dia_14
Duncan®
Dose_mg_kg Subset for alpha = 0.05
1 2 3

500 mg/kg 3| 20,6267
controlo 3 29,7100
2000 mg/kg 3 31,1267
1000 mg/kg 3 45,7900
Sig. 1,000 , 726 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Quadro 58 - Andlise de variancia ANOVA para a clearence da creatinina nos animais
administrados com OE de C.nepeta e F.vulgare.

ANOVA
clearence
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1,585 6 ,264 8,194 ,000
Within Groups 1,257 39 ,032
Total 2,842 45

Quadro 59- Teste de Duncan para avaliagdo da clearence da creatinina nos animais
administrados com OE de C.nepeta e F.vulgare.

clearence
Duncan®”
Amostra N Subset for alpha = 0.05
1 2

OE_funcho_500mg/kg 7 1,1514
OE_funcho_1000mg/kg 6 1,1683

controlo 6 1,2400
OE_funcho_2000mg/kg 8 1,2900
OE_calaminta_250mg/kg 7 1,5100
OE_calaminta_500mg/kg 6 1,6000
OE_calaminta_1000mg/kg 6 1,6283
Sig. ,213 ,270

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,497.
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