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Resumo

Oleos essenciais de plantas aromaticas do Alentejo: caracterizagio
guimica e potencial fitoterapéutico

O Alentejo é uma regido extremamente rica em plantas aromaticas e medicinais
(PAM) muitas delas preservadas e consumidas em dietas didrias e também como
ingredientes importantes na Dieta Mediterranea. Adicionalmente, a par do crescente
interesse dos produtos naturais como alternativas/complementos a terapéutica
convencional, muitos sdo comercializados e adquiridos sem prescricio médica,
regularmente usados em detrimento dos farmacos convencionais. De modo a
possibilitar uma utilizagdo segura das plantas e/ou dos seus dleos essenciais (OEs), é
necessario um conhecimento preciso da relagao entre a sua composi¢ao quimica, a sua
toxicidade e as suas propriedades farmacolégicas e mecanismos de a¢do envolvidos.

Para estre trabalho foram selecionadas algumas plantas aromaticas autdctones
do Alentejo, utilizadas frequentemente como condimentos alimentares: Lavandula
stoechas subsp. luisieri (rosmaninho), Lavandula pedunculata (rosmaninho-maior),
Lavandula viridis (rosmaninho-verde), Calamintha nepeta subsp. nepeta (erva-das-
azeitonas), Mentha spicata (horteld-vulgar), Mentha pulegium (poejo), Origanum
vulgare subsp. virens (orégao), Thymus mastichina subsp. mastichina (tomilho bela-luz)
e Foeniculum vulgare L. (funcho), com vista a caraterizar a composicdo quimica dos
oleos essenciais das diferentes espécies, parte vegetativa (folha) e espiga floral, e avaliar
as propriedades antioxidante, neuroprotetora, antitumoraltumoral, antimicrobiana,
toxicolégica, analgésica e anti-inflamatdria de alguns dos seus dleos essenciais mais
promissores.

Os resultados mostraram importantes diferengas na composicdao quimica dos

Oleos essenciais, quanto a diversidade e a proporcdo dos seus constituintes. Os dleos
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essenciais apresentaram importantes atividades biolégicas, nomeadamente como
antioxidantes, podendo inibir o stress oxidativo e prevenir os disturbios associados;
capacidade antiproliferativa em linhas celulares do cancro da mama MDA-MB-231; e
importantes propriedades antimicrobianas, apresentando um largo espetro de agao
face a bactérias e fungos filamentosos. Os estudos toxicoldgicos e farmacoldgicos
mostraram que os 6leos essenciais apresentaram citotoxicidade em Artemia salina, e
baixa toxicidade em ratinhos; e que possuem importantes propriedades analgésica e
anti-inflamatéria.

Estes resultados indicam o seu potencial uso para aplicagdes farmacoldgicas

como agentes nutracéuticos e/ou fitoterapéuticos.

Palavras-chave: 6leos essenciais; stress oxidativo; atividade antimicrobiana; toxicidade;

atividades analgésica e anti-inflamatoria
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Abstract

Essential oils of aromatic plants from Alentejo: chemical composition
and phytotherapeutic potential

Alentejo is a very rich region of aromatic and medicinal plants, many them
preserved and consumed in daily diets as well as important ingredients in the
Mediterranean Diet. along with the growing interest in natural products as alternatives
to complementary to conventional therapy, many are marketed and purchased without
prescription, regularly used to the detriment of conventional drugs. In order to enable
safe use of plants and/or their essential oils (EOs), precise and scientific knowledge of
the relationship between their chemical composition, their toxicity and their
pharmacological properties and mechanisms of action is required.

For this study, some native aromatic plants from Alentejo, often used as food
condiments, Lavandula stoechas subsp. luisieri, Lavandula pedunculata, Lavandula
viridis, Calamintha nepeta subsp. nepeta, Mentha spicata, Mentha pulegium, Origanum
vulgare subsp. virens, Thymus mastichina subsp. mastichina and Foeniculum vulgare L.,
were selected in order to characterize the chemical composition of the essential oils of
the different species, vegetative part (leaf) and flower, and to evaluate the antioxidant,
neuroprotective, antitumoral, antimicrobial, toxicological, analgesic and
anti-inflammatory properties of some of its most promising essential oils.

The results showed important differences in the chemical composition of
essential oils, in terms of diversity and proportion of their constituents. Essential oils
showed important biological activities, namely as antioxidants, with ability to inhibit
oxidative stress and prevent their associated disorders; antiproliferative capacity in
breast cancer cell lines MDA-MB 231; and important antimicrobial properties,

presenting a broad spectrum of action against bacteria and filamentous fungi. In
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toxicological and pharmacological studies, EOS showed that the EOs showed cytotoxicity
in brine shrimp, and low toxicity in mice; and have important analgesic and anti-
inflammatory properties.

These results suggest their potential use for pharmacological applications as

nutraceutical and / or phytotherapeutic agents.

Keywords: essential oils; oxidative stress; antimicrobial activity; toxicity; analgesic and

anti-inflammatory activities
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Objetivos

Objetivos e metodologia do trabalho

Neste trabalho pretende-se desenvolver um conjunto de estudos para
caracteriza¢do da composi¢do quimica e avaliagdo de atividades bioldgicas de dleos
essenciais (OEs) de algumas plantas aromaticas autdctones da flora alentejana, com
vista a avaliar a sua potencial utilizacgdo como agentes nutracéuticos e/ou
fitoterapéuticos, permitindo a aquisicdo de conhecimento técnicos e cientificos e
promovendo o desenvolvimento sustentdvel da fileira das plantas aromadticas e
condimentares.

De modo a possibilitar uma utilizacdo segura das plantas e/ou dos seus éleos
essenciais, é necessario um conhecimento preciso da relagdo entre a sua composicao
guimica, a sua toxicidade e as suas propriedades farmacoldgicas e mecanismos de acdo
envolvidos. Para o efeito, foi efetuada a caraterizagcdo quimica dos OEs, importantes
marcadores de quimiotipo, com vista a criacdo de uma base de dados que permita a
identificacdo dos constituintes bioativos das plantas aromaticas e possibilite a
identificacdo das espécies e variedades de valor acrescentado.

Para selecdo dos OEs e estudo das atividades farmacoldgicas foi efetuado um
screening de atividade biolégica com base nas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e toxicidade dos OEs das plantas em estudo. Com vista a avaliar o
mecanismo bioquimico associado aos processos analgésico e anti-inflamatdrio e a sua
potencial acdo antitumoral, foram desenvolvidos um conjunto de estudos in vitro e in
vivo.

Neste projeto propomo-nos caracterizar quimicamente e avaliar a atividade
biolégica de OEs de algumas plantas aromaticas autdctones do Alentejo, utilizadas
frequentemente como condimentos alimentares: Lavandula stoechas subsp. luisieri
(rosmaninho), Lavandula pedunculata (rosmaninho-maior), Lavandula viridis

(rosmaninho-verde), Calamintha nepeta subsp. nepeta (erva-das-azeitonas), Mentha
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spicata (hortela-vulgar), Mentha pulegium (poejo), Origanum vulgare subsp. virens
(orégao), Thymus mastichina subsp. mastichina (tomilho bela-luz) e Foeniculum
vulgare L.

Com base na caracterizagao quimica dos OEs (parte vegetativa e em floragao) e
da avaliacdo das suas propriedades antioxidantes e toxicidade (in vitro e in vivo) serd
efetuado um screening para selecdo dos OEs mais promissores, para estudo das

atividades farmacoldgicas, designadamente analgésica, anti-inflamatéria e antitumoral,



Estrutura da dissertagao

Estrutura da dissertacao

O trabalho apresentado nesta dissertacao esta dividido em sete capitulos.

No primeiro capitulo sdo apresentados os fundamentos tedricos.

No segundo capitulo sdo apresentados os resultados da caraterizagdo quimica
dos 6leos essenciais.

No sentido de avaliar a capacidade dos OEs prevenirem o stress oxidativo e
alguns dos disturbios associados, no terceiro capitulo sdo apresentados os resultados da
atividade antioxidante dos OEs, da acdo inibitéria das colinesterases AChE e BChE e do
efeito antiproliferativo em linhas celulares do cancro da mama MDA-MB-231.

No quarto capitulo sdo apresentados os resultados do efeito antimicrobianos dos
OEs face a bactérias potencialmente patogénicas e a fungos filamentosos
fitopatogénicos e/ou produtores de micotoxinas.

No quinto capitulo sdo apresentados os resultados toxicolégicos dos OEs em A.
salina (Clso), ratinhos Swiss (DLsg), toxicidade aguda em ratos Wistar e avaliacdo dos
biomarcadores da fungcao hepatica e renal.

No sexto capitulo sdo apresentados os resultados da avaliacdo farmacoldgica in
vivo, onde foram testadas as propriedades anti-inflamatérias e analgésicas dos dleos
essenciais.

Por ultimo, no sétimo capitulo sdo apresentadas as principais conclusGes e sdo

apontadas algumas sugestdes de trabalho futuro.
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Introdugao

Oleos essenciais: principais propriedades biolégicas e potenciais

aplicacoes
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1.1. Introdugao

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, nomeadamente, alcaldides, flavondides, cumarinas, terpendides, muitos dos
guais constituem modelos para sintese de um grande nimero de farmacos. Até meados
do século XIX, os principais agentes terapéuticos eram constituidos por produtos a base
de plantas. Atualmente, os compostos obtidos a base de plantas desempenham um
papel relevante sendo cada vez mais usadas a par dos medicamentos convencionais,
ou até mesmo como seus substitutos, com fins curativos ou preventivos, devido a
grande variedade de efeitos que produzem . As plantas aromaticas s3o cada vez mais
usadas como agentes terapéuticos, e suplementos alimentares, a par de produtos de
sintese industrial, com aplicacdo na Fitoterapia 4. A Organizacdo Mundial da Saude
estima que mais de 80 % da populagdo mundial recorre a produtos a base de extratos
de plantas e/ou dos seus componentes ativos para diversos fins, inclusive os cuidados
de salide *°. O crescente interesse pelo uso destes produtos justifica o aprofundamento
do conhecimento cientifico a seu respeito, a par do conhecimento tradicional, de modo

a permitir uma utilizacdao adequada, eficaz e segura dos mesmos.

As plantas aromaticas apresentam estruturas especializadas, a partir das quais,
é possivel, por destilacdo, obter os éleos essenciais, 0s quais sdo misturas volateis de
multiplos componentes do metabolismo secundério das plantas ”%. Os metabolitos
secundarios, além de desempenharem um importante papel na adaptacao das plantas
ao seu ambiente, representam uma fonte importante de substancias
farmacologicamente ativas e com potencial terapéutico »1% sendo a sua producio
relativamente baixa (menos de 1 % do peso seco) e dependente do estadio fisiolégico e
de desenvolvimento da planta. Muitos metabolitos secunddrios apresentam uma
estrutura Unica e complexa e a sua producdo é frequentemente reforcada pelas

condi¢des de stress bidtico e abidtico 1* .




OEs: principais atividades e potencialidades

Os metabolitos secunddrios das plantas podem ser agrupados em trés classes
principais: alcaldides, compostos fendlicos e terpenos (terpendides) 1213,

Os alcaloides sdao compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um
atomo de azoto no seu anel. Sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico e derivam de
aminodcidos aromaticos (triptofano, tirosina, via do acido chiquimico) e também de
aminodcidos alifaticos (ornitina, lisina). A maioria possui cardcter basico, podendo ser
encontrados em grandes quantidades em muitos membros das familias Berberidaceae,
Fabaceae, Solanaceae, e Ranunculaceae 2. Estes compostos apresentam propriedades
bactericidas e inseticidas em baixas concentracdes e também toéxicos para os
vertebrados. Muitos alcaldides sdo bastantes toxicos e alguns sdo utilizados na medicina
pela acdo especifica que exercem. O seu modo de acdo varia consoante o grupo a que
pertencem, no entanto, a sua principal acdo exerce efeito inibitério nas
acetilcolinesterases, afetando os recetores de acetilcolina, especialmente no sistema
nervoso central. Pela sua capacidade para atravessar a barreira hematoencefdlica,
podem afetar, também, os canais de sédio da membrana dos neurdnios 2.

Os compostos fendlicos caracterizam-se pela presenca de um grupo hidroxilo
ligado a um anel de benzeno ou a outras estruturas complexas do anel aromatico por
exemplo, catecol, resorcinol, hidroquinona. Derivam de diferentes vias metabdlicas,
constituindo um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista metabdlico. No entanto,
existem duas vias metabdlicas principais: a via do acido chiquimico e a via do acido
mevaldnico. Estes compostos variam de fendis simples (encontrados no éleo essencial
de Pinus sylvestris) para polifendis, como antocianinas e taninos 2, sendo subdivididos
em dois grupos principais: os acidos fendlicos e os flavonéides. Os acidos fendlicos sao,
estruturalmente fendis simples que incluem dois grupos: os acidos hidrocinamicos e os
acidos hidroxibenzdicos. Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados de origem natural, sendo-lhes atribuidas varias

propriedades bioldgicas, entre as quais a capacidade antioxidante 4.
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Os terpenos sdo amplamente utilizados na industria alimentar, farmacéutica e
perfumaria, bem como em uma ampla gama de aplicagdes farmacoldgicas. Incluem o
maior grupo de produtos naturais a partir de plantas que compreende os dleos
essenciais, aromas, fragrancias e pigmentos vegetais lipossolluveis, sendo estes
compostos hidrofébicos produzidos por tricomas glandulares 1°.. S3o derivados de
unidades de isopreno, tais como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos, (C20), sesterpenes (C25), triterpenos (C30),
tetraterpenos (C40) e politerpenos (C50 ou mais). As misturas de terpenos contendo
compostos com diferentes propriedades fisicas podem ser mais téxicos com maior
persisténcia de defesas 2.

Os oleos essenciais, sdo uma importante fonte de compostos bioativos com
aplicacdo em Fitoterapia. Sdo compostos complexos volateis caracterizados por um odor
forte e sdo ricos em compostos terpénicos, nomeadamente monoterpenos (C10) e
sesquiterpenos (C15), apesar de diterpenos (C20) também poderem estar presentes,
bem como uma variedade de hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso molecular,
acidos, alcoois, aldeidos, ésteres aciclicos ou lactonas e, excecionalmente, compostos
contendo azoto (N) e enxofre (S), cumarinas e homdlogos de fenilpropandides 1°.
Geralmente, os principais constituintes dos dleos essenciais (Figura 1.1) sdo os principais
monoterpenos oxigenados, hidrocarbonetos monoterpénicos, hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados, no entanto também se pode encontrar
em pequenas percentagens compostos derivados do benzeno e alguns ésteres nos 6leos

essenciais .
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Figura 1.1- Alguns compostos presentes nos 6éleos essenciais.
Adaptado de Nagegowda ¢

Os Oleos essenciais mais utilizados sdo extraidos de plantas aromadticas
geralmente localizadas em paises de clima temperado como os Mediterranicos e os
paises tropicais, representando uma parte importante de farmacopeias tradicionais. Os
dleos essenciais desempenham um papel importante na protecdo das plantas como
agentes antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e também contra
herbivoros, reduzindo o seu apetite para essas plantas. Estes compostos também
podem atrair alguns insetos que favorecam a dispersdo do pdlen e sementes, ou repelir
outros indesejaveis °

Estudos, in vitro e in vivo, revelaram que os OEs de algumas plantas apresentam
propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatdrias, analgésicas e sedativas
2,3_

Alguns 6leos essenciais, dependendo da sua composicdo, parecem apresentar
propriedades medicinais particulares que tém sido reivindicadas para a cura de uma ou
outra disfuncdo de 6rgdo ou desordem sistémica, nomeadamente atividade
antibacteriana, antiviral, antifingica, efeito sedativo, antiespasmddico e/ou anti—

inflamatdrio. Além disso, algumas composicdes de dleos essenciais podem inibir as
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funcdes metabdlicas de microrganismos, ou seja, crescimento e reproducdo 161920,
Alguns estudos referem que os 6leos essenciais e seus componentes volateis sdo usados
para prevenir e tratar doencas humanas como cancro e doencas cardiovasculares
(aterosclerose e trombose) 1721, Adicionalmente, pela riqueza em antioxidantes
naturais, podem desempenhar um importante papel na protecdo do stress oxidativo,
envolvido na etiologia de varias doencas como o cancro, aterosclerose, doencas
neurodegenerativas, infe¢des, doencgas inflamatdrias crénicas, diabetes, e doencas
autoimunes 21922,

Um das principais fontes de antioxidantes é a sua ingestdo nos alimentos
consumidos na dieta, observando-se uma relacdo inversa entre a pratica da Dieta
Mediterranea, rica em alimentos antioxidantes, e a incidéncia de algumas patologias,
incluindo as de origem inflamatdria, neurodegenerativa, cardiovascular e tumoral 2223

Neste trabalho selecionaram-se plantas aromadticas autdctones e/ou
naturalizadas, de crescimento espontaneo em Portugal continental, frequentemente
utilizadas como condimentos alimentares pelas populagdes locais.

Pelo seu microclima Mediterrdaneo (Csb), com ambiente ameno com base na
classificacdo de Képpen & Geiger %4, o Alentejo, regido Sul de Portugal, é uma zona
muito rica em plantas aromaticas.

Os estudos etnobotanicos estdao normalmente associados a estudos
etnofarmacoldgicos com vista a conhecer as aplicagdes e uso dos farmacos de origem
natural associados aos sistemas tradicionais da Medicina.

Para o efeito foram selecionadas nove espécies aromaticas autdctones do
Alentejo, utilizadas frequentemente como condimentos alimentares (Quadro 1.1):
Lavandula stoechas subsp. luisieri (rosmaninho), Lavandula pedunculata (rosmaninho-
maior), Lavandula viridis (rosmaninho-verde), Calamintha nepeta subsp. nepeta (erva-
das-azeitonas), Mentha spicata (hortela-vulgar), Mentha pulegium (poejo), Origanum
vulgare subsp. virens (orégao), Thymus mastichina subsp. mastichina (tomilho bela-luz)

e Foeniculum vulgare L. (funcho).
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Quadro 1.1 — Taxonomia das plantas em estudo

stoechas luisieri rosmaninho
Lavandula pedunculata - rosmaninho-maior
viridis - rosmaninho verde
e 0
e % Calamintha nepeta nepeta erva-das-azeitonas
(e} -~
= g
S . ~
3 S spicata - horteld-vulgar
Mentha
pulegium - poejo
Origanum vulgare virens orégao
Thymus mastichina mastichina tomilho bela-luz
Apiales Apiaceae Foeniculum vulgare - funcho

1.1.1.Familia Lamiaceae (Labiatae)

Estudos efetuados com Oleos essenciais e extratos de plantas da familia
Laminaceae ou Labiatae, sugerem que estes apresentaram propriedades anti-
inflamatdrias e antitumorais, atribuidas preferencialmente ao elevado conteido em

compostos terpénicos 2°.

1.1.1.1. Lavandula spp.

As plantas do género Lavandula L. pertencem a familia Labiatae e compreendem
cerca de trinta e duas espécies, além das espécies hibridas. Algumas espécies de
Lavandula sdao conhecidas vulgarmente por rosmaninho, como por exemplo L. stoechas,

L. pedunculata e L. viridis, outras como lavanda, como as de L. angustifdlia, L. latifdlia,
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etc. Adicionalmente, as espécies deste género Lavandula, apesar de diferirem na
composi¢ao dos dleos essenciais, tém propriedades etnobotanicas semelhantes, sendo
as espécies L. angustifolia Mill., L. latifolia Medik., L. stoechas L. as mais comummente
usadas.

A regido sul de Portugal é rica em plantas aromaticas, entre as quais as nativas
Lavandula luisieri (Rozeira) Rivas Martinez, L. pedunculata (Mill.) Cav., e do Algarve, L.
viridis L'Hér. Estes espécimes sao frequentes nos sub-bosques de azinhais, sobreirais e
pinhais de pinheiro bravo, matagais, estevais e sargacais, em solos arenosos,

quartziticos, graniticos e xistosos.

Devido a sua grande diversidade, algumas espécies do género Lavandula
apresentam dificil classificacdo taxonédmica devido a sua capacidade de hibridizacdo e
diversidade morfoldgica, sendo importante caracteriza-las pela composicdao dos seus
OEs devido a sua grande importancia econdmica. Estas plantas tém sido usadas
tradicionalmente, tanto secas ou como 6leo essencial, num grande nimero de
aplicagdes, sendo o 6leo essencial frequentemente usado na aromaterapia, industria
farmacéutica e incorporado em produtos com agradavel fragrancia ou agente
antimicrobiano 2928, Os seus Odleos essenciais sdo produzidos, geralmente, por
destilacdo, quer da espiga floral quer das folhas. No entanto, estes éleos essenciais
apresentam composi¢dao muito variavel, consoante a espécie e o 6rgado da planta, sendo

o dleo derivado das flores, geralmente, mais aromatico 2°.

1.1.1.1.1. Lavandula luisieri ou Lavandula stoechas subsp. luisieri

Lavandula luisieri (Rozeira) Rivas Martinez é uma espécie afim das alfazemas (L.
angustifolia) com utilizacdo em fitoterapia e aromaterapia, sendo vulgarmente

conhecida por rosmaninho (Figura 1.2) %°. Morfologicamente, é um caméfito lenhoso e
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tomentoso, com folhas oblongas a lanceoladas
acinzentado-tomentosas. As inflorescéncias sao
espigas cilindricas palido-purpureas ou purpura-
anegradas, curtamente pedunculadas ou sésseis.
E endémica da Peninsula Ibérica, muito comum
no Sudoeste de Espanha e no Centro e Sul de
Portugal. E uma planta termdfila, tipica dos
sargacais de solos xistosos ou calcdrios, bastante
secos 7. Do ponto de vista biogeogréfico, trata-se
de uma espécie de ampla distribuicdo na Bacia
Mediterranica e que alcanga grande variabilidade
genética e, consequentemente, morfoldgica na

Peninsula Ibérica %°.

Figura 1.2- Fotografia de L. luisieri
(Primavera (Herdade da Mitra,
Universidade de Evora)

De acordo com a flora Ibérica, a Lavandula luisieri (Rozeira) Rivas Martinez foi

classificada como L. stoechas L. subsp. Luisieri (Rozeira) Rozeira, tendo sido incluida,

devido a semelhanca morfoldgica, no género stoechas, o qual passou a compreender

duas subespécies: L. stoechas L. subsp. stoechas e L. stoechas L. subsp. luisieri (Rozeira)

Rozeira 3°. No entanto, as composi¢des quimicas dos dleos essenciais das L. stoechas

subsp. stoechas e L. stoechas subsp. luisieri s3o bem distintas 3232, pelo que esta

classificacdo tem sido controversa. Alguns estudos referem que o 6éleo de L. luisieri tem

uma composi¢cdo Unica no reino Plantae, contendo componentes derivados do

necrodano e que o Oleo essencial da espiga contém, maioritariamente, acetato de

a-necrodilo, 1,8-cineol, acetato de lavandulilo, a-pineno, a-necrodol, linalol, canfora e

fenchona, enquanto o 6leo essencial da folha contém maioritariamente acetato de

a-necrodilo, 1,8-cineol, acetato de lavandulilo, a-pineno, a-necrodol e linalol 33334,
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1.1.1.1.2. Lavandula pedunculata

L. pedunculata (Mill.) Cav. (Figura 1.3) é uma
espécie afim da L. luisieri, conhecida vulgarmente por
rosmaninho-maior. Esta distingue-se da L. luisieri
sobretudo pelas formas das bracteas e pelos
comprimentos dos pedunculos das espigas e pela
composicdo dos seus Oleos essenciais 29336, A
L. pedunculata apresenta hastes florais muito longas
(5-24cm) e bracteas férteis com 4 - 7 x 4 — 6 mm mais

ou menos obtriangulares, enquanto na L. luisieri o

pedunculo pode variar de 0—30mm e as bracteas

férteis s3o cordado-reniformes. Morfologicamente é Figura 1.3 - Fotografia de L. pedunculata
Primavera (Evora)

um caméfito lenhoso ou nanofanerofito tomentosa,

com folhas acizentado-tomentosas ou verde-acinzentado-tomentosas inteiras, lineares

a oblongo-oblanceoladas e floresce de Marco a Julho 3. E endémica de Peninsula Ibérica

e norte de Africa, crescendo em carrascais, tomilhais, sargagais, piornais, estevais,

zimbrais, arrelvados pobres e etapas de substituicdo de azinhais (Quercus rotundifolia

Lam.), carvalhais de carvalho portugués (Quercus faginea Lam. Subsp. Broteroi (Cout.)

A. Camus) e sobreirais (Quercus suber L.). Aparece também em terrenos baldios, dunas

litorais, em solos siliciosos e xistosos, 0 a 1700 m de altitude.

Um estudo realizado com L. pedunculata do centro de Portugal 37 refere que o
seu oleo essencial é constituido maioritariamente por monoterpenos oxigenados
(69-89 %) e hidrocarbonetos monoterpénicos (4,25 -22,5%), apresentando como
constituintes maioritdrios a fenchona (1.3-59,7 %), o 1,8-cineol (2,4-55,5%) e a

canfora (3,6 - 48,0 %).
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1.1.1.1.3. Lavandula viridis

L. viridis L'Hér (Figura 1.4) é uma espécie afim da
L. luisieri  conhecida por rosmaninho-verde ou
rosmaninho-branco. Morfologicamente, é um caméfito
lenhoso e viloso-pubescente, com folhas verdes viloso-
pubescentes inteiras oblongas a lineares e bracteas
esverdeadas a amareladas, florescendo de Margo a Maio
(Junho) 3°. E endémica da Peninsula Ibérica, Madeira e
Acores, podendo ser encontrada em matagais silicicolas,
estevais, urzais, sobreirais, carrascais, azinhais,
medronhais e pinhais, em solos pedregosos, arenosos,
argilosos e raramente calcdrios, 70 a 850 m de altitude,

sendo comum na charneca alentejana e algarvia 734,

Figura 1.4- Fotografia de L. viridis
Primavera (Serra de Monchique, Algarve)

Estudos efetuados com L. viridis, citam que o 6leos essencial da parte aérea desta

espécie revelam propriedades antioxidantes e sdo constituidos por monoterpenos

oxigenados (> 50 %) e hidrocarbonetos monoterpénicos (> 20 %) e sesquiterpenos

(< 5 %), apresentando como compostos maioritarios: 1,8-cineol, canfora, a-pineno e

linalol, sendo as suas folhas usadas, secas, em aplicacdes médicas na Madeira, Portugal

38-41
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1.1.1.2. Calamintha nepeta (L) Savi subsp. nepeta

Calamintha nepeta subsp. nepeta (Figura 1.5),
vulgarmente conhecida como erva-das-azeitonas,
néveda ou calaminta 7, é uma planta perene e bastante
aromatica, podendo atingir os 80 cm de altura. Tem
aspeto de um pequeno arbusto e flores de cor lilds, as
suas folhas sd3o ovaladas e pequenas 3° e distribui-se
amplamente na Area do Mediterraneo”?°. E bem
conhecida como um tempero utilizado na aromatizacao
de alimentos e como um estimulante antisséptico e
diurético 4. E tradicionalmente usada na medicina como
antitussico e expetorante; tem também propriedades

espasmoliticas e anti-flatuléncia #>#4. Alguns estudos

Figura 1.5- Fotografia de Calamintha nepeta

referem que o seu éleo essencial apresenta atividade antifungica e antibacteriana,

devido ao elevado teor em derivados terpénicos #°. Tem ainda sido referido que os éleos

essenciais desta espécie tém capacidade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria

e sedativa 4/ 48, Dependendo da variedade e da regido, os componentes maioritarios

presentes nos oleos essenciais poderdo ser carvacrol (45 a 65 %), B-pineno, geraniol,

a-cariofileno e pulegona 4244,

1.1.1.3.  Mentha spp.

As plantas do género Mentha sao reconhecidas, desde a antiguidade, pelas

propriedades calmantes e antiespasmddicas e como adjuvantes digestivos. Sado

pequenos arbustos perenes, sendo cultivadas pelas suas propriedades medicinais e

condimentares ”.
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1.1.1.3.1. Mentha spicata L.

Mentha spicata L. (Figura 1.6) pertence a familia
das Lamiaceas, é vulgarmente conhecida como hortela ou
horteld-verde, hortel3-comum, hortel3-das-cozinhas “°.
Existem cerca de 25 a 30 espécies de Mentha origindrias
da Europa °°. Mentha spicata L. é uma espécie de origem

hibrida (M. longifolia x M. rotundifolia) oriunda da regido

mediterranica, mas cultivada por todo o mundo 7. A sua

Figura 1.6- Fotografia de Mentha spicata

época de florac3o é entre Julho e Outubro °1.

Esta planta prefere locais humidos e frescos, sendo
principalmente cultivada em hortas, jardins e quintais 7. O interesse no cultivo de hortel3
estd relacionado principalmente com a importancia comercial do seu éleo essencial, que
estad entre os 10 mais negociados no mundo. As partes utilizadas sdo as folhas e o éleo
essencial da parte aérea. As folhas sao muito usadas como condimento para aromatizar
diversos alimentos na culindria portuguesa, assim como para aromatizar bebidas e
coktails. Esta planta é muito utilizada em fitoterapia, nos problemas digestivos
(eupéptica), como carminativa, na flatuléncia e como vermifuga. O éleo é usado na
inddstria, incluindo a industria alimentar, farmacéutica, de cosméticos, e quimica. A
horteld é também conhecida pela sua capacidade para melhorar a meméaria. Além de
ser um estimulante tem varias utilizacdes bioldgicas, tais como inseticida, agente
antimicrobiano, antioxidante, antiespasmddico e anti-plaquetas, sendo ainda usado
para tratamento de bronquites, em inalacdes, e em friccdes nas dores musculares e
reumatismais. Os terpenos no éleo essencial e os 14flavondides sdo os responsaveis pela
sua acdo antisséptica, espasmolitica e estimulante das secre¢des gastricas 7.

Estudos anteriores relatam que os seus extratos tém uma excelente atividade
antioxidante comparavel a de antioxidantes sintéticos como por exemplo

butil-hidroxitolueno °2.
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As diferentes espécies de horteld tém uma diversidade considerdvel na
composi¢dao quimica do seu 6leo essencial. A bibliografia refere que os principais
constituintes dos OEs de M. spicata a carvona (55 a 80 %l, limoneno (5 a 20 %), entre
outos como mentona, mentol, mentofurano, acetato de mentilo, cineol, rutésido,
apigenol, acidos fendlicos, taninos e triterpenos (cerca de 2 %) 7. Na M. spicata, carvona
confere o odor hortel3, enquanto que no dleo essencial da Mentha piperita o mentol é

o componente principal *°.

1.1.1.3.2. Mentha pulegium L.

M. pulegium (Figura 1.7) pertence a familia das
Lamidceas e é também conhecida como horteld dos
acores, hortel3-pimenta-mansa e poejo 7. Nativa da
Europa e d&sia ocidental, principalmente em zonas
hamidas 73, é uma herbdcea muito aromatica, varidvel

quanto ao porte, forma das folhas e indumento,

frequente em Portugal continental e nos arquipélagos

Figura 1.7- Fotografia de Mentha
dos Acores e da Madeira #. pulegium

Pode ser encontrada em prados e pastagens
humidas, em barrancos, margens e leitos secos de linhas
de agua, charcos, lagoas e outros locais temporariamente encharcados ou inundados,
por vezes nitrificados °2.

Sdo utilizadas as partes aéreas floridas e o dleo essencial. Em fitoterapia, as
partes aéreas floridas empregam-se como estimulantes do apetite e da digestdo e tém
acdo espasmolitica. O dleo essencial é antisséptico e cicatrizante, em uso externo 7.
Podem ainda ser usadas como expetorante, carminativa, diurética, antioxidante,

antifungica e antitussica *>°4. O 6leo essencial emprega-se na perfumaria barata, em
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detergentes, para a extracdo da pulegona e como repelente de insetos. O poejo é muito

utilizado como aromatizante a culinaria, particularmente no Alentejo 7.

1.1.1.4.  Origanum virens Hoffmanns. & Link

As plantas do género Origanum sdao amplamente
conhecidas no mundo das ervas e especiarias pelos seus
Oleos volateis. Orégdo é o nome comercial das espécies
ricas em monoterpendides fendlicos, principalmente
carvacrol, ocasionalmente timol, enquanto manjerona
é o nome comercial daquelas que sdo ricas em

monoterpendides biciclicos cis- e trans-hidrato

sabineno °°. H4 um grande nimero de espécies em todo

o mundo que receberam o nome de orégdo, a maioria Figura 1.8 - Fotografia de Origanum virens
pertence ao género Origanum (cerca de 260 géneros e

7000 espécies) da familia Lamiaceae (vulgare, viride, virens, majorana, e onites) e Lippia
da familia Verbenaceae (graveolens) 6. Duas subespécies sdo aceites para esta espécie:
a tipica e a subespécie virens, sendo dificil separar os dois taxons em algumas zonas da
Peninsula Ibérica. Em Portugal a subespécie vulgare ndo ocorre 3%3°, sendo considerada
uma espécie diferente: Origanum virens Hoffmanns. & Link (Figura 1.8) *”. Na medicina
popular, o orégdo é usado para tratar varias doencas, como disturbios respiratdrios,
dispepsia, menstruacdo dolorosa, artrite reumatoide e escrofulose, e. E ainda usado
como expetorante, carminativo, para aliviar a tosse convulsa e para tratar distlrbios do

trato urindrio 4.
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1.1.1.5. Thymus mastichina

Thymus mastichina (L.) é uma espécie endémica
da Peninsula Ibérica, encontrando-se difundido de norte
a sul de Portugal (geralmente no interior norte e sul do
pais), 7. Vulgarmente conhecido por amor de deus,
bela-luz, cabecas de homem, manjerona brava,
manjerona espanhola e sal puro , é caraterizada por
folhas simples e opostas e por flores zigomérficas e
bilabiadas. Seu tubo de célice termina em cinco dentes -

Figura 1.9- Fotografia de Thymus
com cilios longos, que d3o a planta uma aparéncia de mastichina
penas e as flores brancas sdo agrupadas em cabecas de
flores ou capitula. Thymus mastichina L. subsp. mastichina (Figura 1.9) é caracterizada
por calice com mais de 5 mm, inflorescéncias maiores que 10 mm de diametro e
bracteas oblonga-ovadas ou elipticas. E uma espécie com grande plasticidade ecoldgica,
e estd presente geralmente em clareiras de matos xerofiticos, bermas e taludes de
estradas, campos de cultivo abandonados, pinhais, sobreirais, zonas pedregosas e
afloramentos rochosos. Preferem substratos removidos, geralmente siliciosos, quanto
baste arenosos, e também substratos xistosos e calcarios °. E amplamente utilizada
pelas suas propriedades medicinais, incluindo efeito antisséptico, digestivo,
antirreumatico, antiespasmadico, expetorante e antitussico, e também é usado como
aromatizante planta na industria de perfumes e cosméticos 7°%>?,

T. mastichina é uma espécie afim é uma espécie afim do Thymus zygis L. e, tal
como as outras plantas do género Thymus, , apresenta um polimorfismo quimico, sendo
constituido principalmente por 1,8-cineol, limoneno e B-terpinol 7. Os tomilhos
portugueses da sec¢ao T. mastichina caracterizaram-se por apresentarem como

constituinte principal o 1,8-cineol, muitas vezes com teores superiores a 60 % 7.
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1.1.2. Familia Apiaceae

A familia Apiaceae (Umbelliferae) é uma das maiores familias de plantas do
mundo (aproximadamente 450 géneros e 3700 espécies em todo o mundo), possuindo
uma variedade de compostos com atividades biolégicas, nomeadamente capacidade de
induzir apoptose, antibacteriano, hepatoprotetor, vaso-relaxante, inibidor da

18icloxigenase e atividades antitumoral 6.

1.1.3. Foeniculum vulgare L.

O Foeniculum vulgare L. (Figura 1.10)
pertence a familia das Apidceas, conhecido
vulgarmente como funcho, é uma planta
endémica da regido mediterranea, Norte de
Africa e Oeste da Asia ®2. Coloniza baldios e

incultos em sitios secos, bermas de caminhos e

campos de cultivo. S3o conhecidas duas

variedades de funcho: doce e amargo. A

Figura 1.10- Fotografia de Foeniculum
variedade doce é vulgarmente conhecida como Vulgare

funcho-doce, ou erva-doce, e a variedade

amarga é conhecida vulgarmente como funcho-amargo 7. O funcho-doce distingue-se
do funcho-amargo pelo sabor doce e anisado das folhas e frutos e pela coloragao verde-
claro ou castanho amarelado dos frutos. Na inddstria alimentar é utilizada toda a planta
2.0 bleo essencial do funcho é conhecido devido as suas propriedades farmacoldgicas,
como antibacteriano, sendo eficaz contra algumas bactérias patogénicas, antifiingico,
inibindo o desenvolvimento de alguns fungos e atividade antioxidante. Os constituintes
principais 6leo essencial sdo: a-pineno (até 30 %), canfora (15 a 25 %), e o eucaliptol (15

a 50 %), variando de acordo com a regido geografica 7.

18



Capitulo i

Avaliagdao da composicao quimica dos Odleos essenciais de

plantas aromaticas do Alentejo
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2.1. Introdugao

A identificagao dos compostos dos 6leos essenciais é fundamental no estudo de
plantas aromaticas. Os 6leos essenciais (OEs) sdo misturas complexas constituidas por
muitos componentes, essencialmente terpenos e derivados, e constituem uma fonte de
compostos bioativos com potenciais propriedades farmacoldgicas e nutracéuticas. Estas
propriedades estdo relacionadas com a sua composi¢do quimica, designadamente, os
componentes presentes e suas proporgdes, 0s quais poderdo interagir entre si, sendo
assim importante caracterizar quimicamente os seus constituintes 2.

Devido a sua funcdo natural, a composicdao quimica dos 6leos essenciais é
determinada ndo sé pelo género, espécie e subespécie de planta aromadtica, mas
também por fatores externos, tais como, localizacdo geogréfica, condicdes ambientais,
e sociais da regido, condi¢cdes de cultivo, época e tempo de colheita %3¢, Para além
destes, ha que ter também em conta os procedimentos utilizados, designadamente,
técnicas de recolha da planta e conservacdo pés-colheita, parte da planta utilizada e
método de extracdo do 6leo essencial também afetam a composicdo quimica do dos
6leos essenciais %3¢,

Os OEs extraidos de plantas das familias Apiaceae, Asteraceae e Lamiaceae sao
preferencialmente ricos em compostos terpénicos, os OEs extraidos de plantas das
familias Apiaceae (Umbelliferae), Lamiaceae, Myrtaceae, Piperaceae e Rutaceae sao
geralmente ricos em fenilpropandide, enquanto que os OEs extraidos de plantas das
familias Alliaceae, Rutaceae e Brassicaceae sdo ricos em compostos contendo enxofre e
azoto 7. E, ainda, frequente a presenca de variabilidade quimica dentro de determinada
espécie de plantas, resultantes de diversos fatores que influenciam a biossintese dos
seus metabolitos secundarios, justificando a classificacdo de diferentes quimiotipos
dentro da mesma espécie . A existéncia destes quimidtipos tem, do ponto de vista
comercial, implicacbes marcantes para o produtor, que necessita de respeitar os
padrdes de qualidade desses OEs, em determinados compostos maioritarios, que sé

alguns quimiotipos revelam, e para o consumidor final, dado que a cada composicdo
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quimica estd associada uma atividade bioldgica especifica ¢°. Assim, para cada espécie,
é importante escolher as melhores variedades, avaliar a influéncia de variagdes sazonais
e geograficas, das condicbes de cultivo, colheita e armazenamento, na producao de
biomassa, e rendimento e qualidade do 6leo essencial obtido %79, A qualidade de um
dleo essencial pode ser avaliada pelo seu indice de refracdao, densidade, rotacao 6tica,
solubilidade e/ou ponto de congelagdo, no entanto estes parametros por si s6, ndo sdo
suficientes, pelo que é necessario proceder a caracterizagdo quimica dos constituintes
presentes nos dleos essenciais, N30 sé 0s maioritarios, mas também os minoritarios 7%
73.

A andlise detalhada da composicdo dos compostos volateis, bem como a
identificacdo de quimidtipos, é realizada por métodos analiticos modernos como a
cromatografia acoplada a métodos de detecdo 74. O principal mecanismo de separacdo
da cromatografia gasosa (GC), um método fisico de separac¢do, no qual os componentes
a serem separados sdo distribuidos entre duas fases (a fase estaciondria e a fase mével),
esta baseado na particdo dos componentes de uma amostra entre a fase mével gasosa
e a fase estacionaria (liquida). Os diversos componentes presentes na amostra sao
separados dentro da coluna cromatografica, que contém a fase estacionaria. As
substancias com maior interacdao com a fase estaciondria sdo retidas por mais tempo
enquanto que as que tém menor intera¢io sdo mais rapidamente eluidas. A medida que
as substancias sao eluidas da coluna, podem ser quantificadas por um detetor especifico
75.

Os métodos analiticos usualmente descritos para caracterizar quimicamente os
Oleos essenciais sdo a cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama (GC-FID)
e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) “6. Na
cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama (GC-FID), o principio de
funcionamento do detetor baseia-se na geracdo de um sinal elétrico a partir da
combustdo da amostra na chama. Para quantificacdo de uma amostra de concentracao
desconhecida, injeta-se um padrdo, e/ou uma mistura de padrées nas mesmas

condicbes. Os tempos de retencdo dos padrdes sao comparados com os componentes
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da amostra e utilizados para a sua identificacdo, podendo também ser utilizado o
método de co-eluicdo do padrdao na amostra, para confirmagao da identificacdo de
alguns componentes maioritarios 775,

A determinagdo dos indices de retengdo pode dar um contributo valioso na
identificacdo dos componentes, quer por GC-FID quer por GC-MS porque permite
comparar os valores obtidos com valores encontrados na literatura para colunas de
mesma polaridade, auxiliando na identificacdo e caracterizagdo dos compostos 7. O
indice de retencdo (IR) de um componente estd relacionando com o seu tempo de
retencdo (TR) e permite a comparacao dos resultados obtidos em diferentes anadlises
cromatograficas, para as mesmas condicdes cromatograficas. Para a sua determinacdo
sdo utilizados padrdes de alcanos (Cn) e o IR do componente em estudo (c) sera
comparado com o tempo de retencdo de dois padrdes (geralmente, série homologa de
n-alcanos) eluidos antes (n) e apds (n+1) o pico do composto de interesse . De acordo
com Inczedy et al. &, quando se utilizam colunas com gradiente de temperatura, deverd
calcular-se o indice de retencdo utilizando os nimeros extraidos de seus algoritmos

(equacgdo 1).

(TR.~TR,)

IR=100 X (n+ (TR.TR,)

) equacdo 1

onde IR corresponde ao indice de retencdo, n ao niumero de carbonos, TRc ao tempo de
retencdo de um dado composto, Tr, ao tempo de retencdo do alcano eluido
imediatamente antes do composto e Trn+: ao tempo de retengdo do alcano eluido apds
esse composto.

A técnica de padronizagdo interna é conhecidamente uma referéncia em analises
quantitativas por GC, devido a sua elevada sensibilidade &2, no entanto, como os OEs sdo
uma mistura complexa de muitos constituintes, e importa conhecer a proporgao relativa
dos seus componentes, sdo frequentemente caracterizados por percentagem (%)
relativa de area dos seus componentes®® . A cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS) é uma poderosa técnica analitica. E utilizada para

separar os componentes volateis de misturas complexas, mas também pode registar um
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espectro de massa de cada componente. Esta técnica permite-nos obter informacdes
sobre os componentes da amostra, tempos de retencdo de GC e os espectros de massa
obtidos por impacto eletrénico (El). Os tempos de retencdo de GC estdo relacionados
com as propriedades quimicas especificas das moléculas em questdo (por exemplo,
volatilidade, polaridade, presenca de grupos funcionais especificos), enquanto o peso
molecular ( é indicador da composicdo atémica 2. Na cromatografia por GC-MS muitos
mais componentes sdo analisados, qualitativa e quantitativamente, mas a sua
identificacdo é realizada somente através da pesquisa de similaridade direta nas bases
de dados de MS associados aos instrumentos GC-MS 7784, No entanto, muitas vezes, as
bibliotecas utilizadas podem estar incompletas ou ndo serem suficientemente eficientes
para caracterizar completamente alguns compostos. Além disso, como os espectros de
massa destes compostos sdo, geralmente, muito semelhantes, a identificacdo dos sinais
torna-se muito dificil e as vezes impossivel 74. Na analise por GC é comum que duas ou
mais substancias sejam eluidas ao mesmo tempo, o que poderad dificultar a identificacdo
dos componentes apenas com base nos indices de retencdo, pelo que importa também
identificar os componentes presentes na mistura pelo espetro de massa. No entanto, a
analise por GC-MS, apenas com base no espetro de massa, também esta limitada para
a identificacdo dos dleos essenciais, ricos em isémeros ou compostos semelhantes,
podendo a identificacdo ndo ser suficientemente precisa a partir do ponto de vista da
estrutura quimica. Assim, em misturas tdo complexas como os éleos essenciais, se
combinarmos a técnica de GC-MS com a determinacao dos indices de retencdo, é
possivel identificar os isdbmeros ou compostos co-eluidos com maior fiabilidade e

precis3o se os picos de cromatografia forem separados com resoluc3o suficiente 74.
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2.3. Metodologia

2.3.1. Reagentes

Os padrdes dos componentes frequentemente presentes nos OEs, com elevado
grau de purezas (> 99 %) foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) e a

Extrasynthese (Genay, Franga).

2.3.2. Material vegetal

A recolha das plantas efetuou-se nas regides Alentejo e Algarve (Quadro 2.1).

Quadro 2.1 - Dados da colheita das plantas

Lavandula luisieri Herdade Evora, 38°31'36,6"N Primavera Floraciio HPAM_UE 000007
(rosmaninho) daMitra  Alentejo  8°01'21,6"W  (2010/2014) ¢ HPAM_UE 000015
Lavandula pedunculata Evora, 38°34'04,7”N Primavera ~
E 1
(rosmaninho-maior) (SUECEIN Alentejo  8°01'32,9"W (2014) AR HRAMEDE000076
HPAM_UE 000009
Lavandula viridis Serra do Faro, 37°13'48,8" N Primavera Floracio HP_AM UE
(rosmaninho-verde) Caldeirdo Algarve  07°56'47,6"W (2011 /2014) ¢ OOOOI7
. : oma " Outono e .
Calamintha nepeta Herdade Evora, 38°31'35,5"N Primavera Vegetativo HPAM_UE 000006
(erva-das-azeitonas) da Mitra Alentejo 8°00'56,0"W (2013) e Floracgdo HPAM_UE 000005
Outono
Mentha spicata Montoito Evora, 38°30'18,7”N (2013)/ Vegetativo HPAM_UE 000001
(horteld) Alentejo 7°34’23,3"W Primavera e Floracdo HPAM_UE 000013
(2014)
Mentha pulegium . Evora, 38°30’18,7”N Primavera ~
E 21
Toeelld] Montoito A 7°34'23 3"W (2014) Floragao HPAM_UE 0000
Origanum virens Herdade Evora, 38°31'35,5"N Primavera .
E 1
(orégso) daMitra  Alentejo  8°00'56,0"W (2014) Vegetativo  HPAM_UE 000014
Thymus mastichina Herdade Evora, 38°31'34,9"N Primavera ~
(tomilho bela-luz) daMitra  Alentejo  8°01'03;0"W (2014) AORED R B
Foeniculum vulgare Herdade Evora, 38°31'41,2"N Primavera .
Vegetat HPAM_UE 000003
(funcho var. dulce) da Mitra Alentejo 8°01'14,0"W (2013) egetativo -
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As plantas foram identificadas pela Prof2 Doutora Marizia Pereira, do
Departamento de Paisagem, Ambiente e Ordenamento Universidade de Evora. Os
espécimes foram depositados no Herbdrio da Universidade de Evora (Quadro 2.1).

Apds a colheita das plantas, o material vegetal foi seco, na auséncia de luz, a
temperatura ambiente, num ambiente de baixa humidade, durante 1-2 dias.
Posteriormente, procedeu-se a selecdo manual, de modo a eliminar folhas/flores
danificadas e ramos, garantindo, assim, que a pureza e a atividade do éleo essencial
permanece inalteradas 8%, A planta foi triturada com auxilio de triturador mecanico e
dividida em fracdes de massa conhecida (aproximadamente 100 g) e conservada

a -20 °C, para posterior extracdo dos dleos essenciais.
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2.3.3. Extracao dos 6leos essenciais

A extracao do 6leo essencial foi efetuada por hidrodestilagdo num

aparelho tipo Clevenger (Figura 2.1). Para o efeito, colocou-se cerca de 100 g «;L
de material vegetal num baldo de fundo redondo de 1000 ml e adicionou-se
cerca de 500 ml de dgua destilada. Procedeu-se a extracdo do éleo essencial
por hidrodestilacdo durante 3 horas, em conformidade com a metodologia
proposta pelas Farmacopeias Portuguesa Europeia %87, Registou-se o volume

de ¢6leo essencial recolhido no tubo graduado do aparelho Clevenger e

calculou-se o rendimento da extracdo em funcdo da massa de planta fresca.  Figura 2.1 - Aparelho

A . . . o tipo Clevenger
A esséncia foi recolhida para um frasco de vidro e armazenada a -20 °C %¢.

2.3.4. Caracterizagao dos 6leos essenciais

A caracterizacdo dos O6leos essenciais foi efetuada por avaliagdo das
propriedades fisicas e quimicas. No que diz respeito as propriedades fisicas, os
parametros avaliados foram a densidade relativa, determinada em balanga analitica, e
o indice de refracdo, determinado com recurso a um refratdmetro (Leica ABBE Mark II,
modelo 10481). A caracterizacdo quimica foi efetuada por cromatografia gasosa por
GC-FID e por GC-MS. As analises de cada 6leo essencial foram efetuadas em triplicado

(n=3).

2.3.4.1. Andlise por GC-FID

A andlise quimica do dleo essencial por cromatografia gasosa acoplada a um
detetor de ionizacdo de chama (GC-FID) realizou-se num cromatografo gasoso GC-HP
5890 Series Il, equipado com uma coluna capilar de silica fundida
(30 mx 0,25 mm x 0,25 um) SUPELCOWAX ™ 10 (Supelco, Milford, USA), utilizando

como gas de arraste o hélio (fluxo de 0,6 ml He/min), nas seguintes condicdes:
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temperatura inicial 70 °C (3 min), 70-220°C (3 °C/min) e 220 °C (5 min); injetor e
detetor a temperatura de 250 °C e razao de split 50:1. O volume injetado foi 0,2 ul de
o6leo diluido.

Os OEs foram ainda analisados por uma coluna apolar de silica fundida (30m x
0,25 mm id, espessura de filme 0,50 um) Zebron ZB-5HT Inferno ™ (Phenomenex, EUA),
instalado num cromatdgrafo Shimadzu Nexis GC-2030 equipado com um autoinjetor
AOC20i plus um software LabSolutions 5.92 (Shimadzu Corporation). As andlises foram
conduzidas sob as seguintes condicbes: programa de temperatura do forno a 40-110 °C
(2 °C/min), 110-220 °C (3 °C/min) e 220-280 °C (10 °C/min ), temperatura do injetor
250 °C, temperatura do detetor 310 °C, taxa de fluxo do gas de arraste 1,6 mL / min He
e razao de split 25: 1. Foi injetado 1 uL de OE diluido.

As andlises de cada uma das amostras foram efetuadas em triplicado 8. A
quantificacdo dos componentes dos 6leos essenciais foi determinada pelo método de
normalizac3o interna com base na area dos picos sem correcdo do fator de resposta 4°.
A identificacdo dos componentes foi feita por comparagdo dos respetivos indices de
retencdo, calculados em relagdo a uma série homodloga de n-alcanos de C7-Cyo (equacgdo
1), com os de padrdes puros ou mencionados na literatura e confirmados pelo método

da adicdo padrdo .

2.3.4.2. Anadlise GC-MS

A andlise qualitativa foi realizada utilizando um cromatégrafo gasoso acoplado a
um espectrometro de massas GCMS-QP2010 Series (Shimadzu), com ionizagdo por
impacto eletrdénico (El) e analisador quadrupolo (Q), equipado com uma coluna capilar
apolar de silica fundida (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) Heliflex® AT-5MS (Grace, Deerfield,
USA), tendo como gés de arraste o hélio (0,94 ml/min) e temperatura do injetor de
250 °C, pressdao na coluna de 45,1 kPa, energia de ionizacdo de 0,2kV e uma

temperatura de interface de 260 °C. A temperatura foi programada a 40 °C (6 min),
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40 - 280 °C (3 °C/min). Foi injetado 0,1 ul de amostra de dleo essencial com uma razio
de split 1:100.

Os diversos constituintes quimicos dos 6leos essenciais foram identificados por
comparacdo dos seus indices de retengao, com uma série homdloga de n-alcanos e os
seus espectros de MS com padrdes de referéncia na literatura °>°! e espectros de massa
a partir de bibliotecas NISTO8 (National Institute of Standards and Technology). A
quantificagcdao dos compostos foi realizada com base nas suas areas dos picos de GC sem
fatores de correcdo 3, e a sua percentagem determinada com o valor médio de trés
injecdes por amostra. A identificagdo dos componentes foi feita por comparagdo dos
indices de retencdo, calculados em relacdo a uma série de n-alcanos de C7-Csp (equacao
1), e dos respetivos espectros de massa com espectros obtidos com compostos de

referéncia ou publicados na literatura 2.
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2.4. Resultados e discussao

O rendimento de extracdo dos éleos essenciais, por hidrodestilacdo, a densidade

e o indice de refragdo estdo indicados no Quadro 2.2, para cada uma das fragGes de cada

uma das plantas em estudo: folha, flor e Mix (folha + espiga).

Quadro 2.2 - Caracteristicas dos 6leos essenciais

Folha P10 0,800,11 0,945+ 0,001 1,472 +0,001

Espiga P10 0,51+0,04 0,936 £ 0,005 1,479 0,001

Lavandula luisieri Folha P14 0,33+0,01 0,967 £0,001 1,475+0,001

Espiga P14 0,10 £0,01 0,971+0,001 1,482 0,001

Mix P14 0,45+ 0,05 0,934 +£0,002 1,480 0,001

Folha P14 0,19+ 0,01 0,932 +0,001 1,474 +0,001

Lavandula pedunculata Espiga P14 0,37 +£0,01 0,984 +0,001 1,491 +0,001

Mix P14 0,30+ 0,02 0,959 £0,001 1,471 +0,001

Folha P11 0.83+0,39 0.921+0.001 1,472 +0,001

Espiga P11 0.17+0,13 0.903 £0.001 1,476 £ 0,001

Lavandula viridis Folha P14 1,01 + 0,05 0,968 0,001 1,472 +0,001

Espiga P14 0,28 + 0,09 0,949 £0,001 1,478 £0,001

Mix P14 1,47 £0,12 0,944 +0,002 1,473+ 0,001

. . P13 0,50 + 0,05 0,927 £0,001 1,471 40,001
Calamintha nepeta Mix

013 0,61+0,18 0,990+ 0,001 1,466 + 0,001

Mentha spicata Mix 013 0,59 0,06 0,906 £ 0,001 1,494 + 0,001

P14 0,16 + 0,06 0,934 +0,002 1,492 +0,001

Mentha pulegium Mix P14 0,66+ 0,02 0,943 +0,001 1,480 + 0,002

Origanum virens Mix P14 0,16 + 0,05 0,900 £ 0,001 1,496 + 0,001

Thymus mastichina Mix P14 1,06 £ 0,03 0,920+ 0,002 1,465 + 0,001

Foeniculum vulgare Mix P13 0,52+0,1 0,894 +£0,001 1,510+ 0,001

Legenda: Mix —parte aérea da planta (folha + espiga). P — Primavera, O - Outono

O rendimento de extracdo dos dleos essenciais variou entre 0,1 e 1,5 %,
observando-se que o OE da espiga de L. luisieri e Mix (folha + espiga) de L. viridis
apresentaram o menor e o maior rendimento de extragao, respetivamente.

Para as trés espécies de Lavandula spp. estudadas, observou-se que o

rendimento de extracdo dos dleos essenciais variou com a parte da planta utilizada e
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com a época de colheita. Além disso, observou-se que, quando comparados os
rendimentos de extracdo dos OEs da mesma época e planta, o rendimento de extragao
dos OEs de L. luisieri e L. viridis Mix (folha + espiga) foi superior ao rendimento de
extracdo dos OEs da folha, e este Ultimo superior ao rendimento de extra¢do dos OEs da
espiga para as espécies da L. luisieri (valores entre 0,1 % e 0,8 %) e L. viridis (valores
entre 0,2 % e 1,5 %). No caso da espécie de L. pedunculata, o rendimento de extracdo
da espiga foi superior ao rendimento de extragdo do éleo Mix (folha + espiga) e do OE
da folha, com valores compreendidos entre 0,2 % e 0,4 %.

No caso de C. nepeta, o valor do rendimento de extracdao do 6leo essenciais da
Primavera (0,5 %) foi semelhante ao do valor obtido para o 6leo do Outono (0,6 %).

Relativamente aos OEs das espécies Mentha spp., a planta com melhor
rendimento de extracdo foi M. pulegium (0,7 %), seguida de M. spicata colhida na
Primavera (0,59 %) e, por ultimo de M. spicata colhida no Outono (0,2 %).

Quanto as restantes plantas, a que apresentou um rendimento superior de
extracao foi T. mastichina (1,1 %), seguida de F. vulgare (0,5 %) e, por ultimo de O. virens
(0,2 %).

A densidade dos déleos essenciais variou entre 0,894 (F. vulgare) e 0,990
(C. nepeta, Outono) e o indice de refracdo variou entre 1,465 (T. mastichina) e 1,510
(F. vulgare).

Sao inumeros os fatores que contribuem para qualidade e para a variagao do
rendimento de extracdo dos éleos essenciais e dos seus constituintes, nomeadamente
o local e a época de colheita e o tipo de solo, a espécie, o estagio de vida da planta, as
diferentes funcbes metabdlicas dos tecidos e a parte da planta utilizada 2692
Normalmente, o conteldo de dleo essencial extraido é muito baixo quantitativamente,
sendo normalmente inferior a 1 %, havendo algumas exceg¢des, como no caso de botdes
florais de cravo, onde podem ser encontrados rendimentos de até 15 % 3-9°,

Para cada espécie em particular, é importante escolher as melhores variedades.
Na natureza ndo existe uma diferenciacdo clara entre fatores pré- e pds-colheita, pelo

gue todos, com diferente e variavel grau de importancia, determinarao e contribuirdo
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para o rendimento e qualidade do produto final. Sendo cada espécie um caso particular,

é determinante o seu quimidtipo. Nos quadros que se seguem (2.3 a 2.11) estdo

descritas as composi¢des quimicas dos éleos em estudo.

A composi¢dao quimica dos dleos essenciais de L. luisieri esta descrita no

Quadro 2.3.

Quadro 2.3 - Composi¢ao quimica dos OEs de L. luisieri

a-pineno
Canfeno
B-pineno
1,8-cineol
Z-B-ocimeno
Fenchona

3,4,4-trimetil-2-ciclohe

Xxanona
Canfora
Linalol

Acetato de
trans-a-necrodilo

B-cariofileno
4-terpineol

Acetato de lavandulilo

Acetato de
cis-a-necrodilo

allo-aromadendreno

2,3,4,4-Tetrametil-5-
metilene-ciclopenten-
1-ona
trans-a-necrodol
iso-borneol

Lavandulol

Acetato de mirtenilo

0,44+0,01
4,14 +£0,04
17,52 £0,12
0,36 £ 0,01
1,91+0,02

0,70 +£0,01

1,08 +0,01
3,89+£0,03

11,72 £ 0,59
3,07 £0,07

3,42+0,12
2,24 £ 0,90

0,88 £0,32

2,18+0,12
9,99 + 0,50
10,68 + 0,53
2,46 £0,09
0,51+0,11

0,43 +0,02
0,39+0,01
0,82 +0,03
18,95 + 0,03
0,17+0,01
2,41+0,01

0,28+ 0,16
3,32+0,02

16,36 + 0,02

10,07 £ 0,50
3,10+ 0,78
3,49+0,01

1,67 + 0,05

0,72+0,01

1,71+0,01
8,20+ 0,41
0,43 + 0,07
0,94+0,01
0,63 +0,06

8,85+0,44

6,73 +0,33

9,54 + 0,45
3,19+0,14

12,83 +£0,59
5,40 £ 0,20

4,01+0,41
2,32+0,13

2,46 £0,10

3,85+0,18

1,26 +£0,01
2,30+£0,17

1,63+0,01

2,91+0,01
9,96 + 0,09

9,69 + 0,09
0,30+0,01

5,89+ 0,06
2,73+0,02

9,72 +0,01

0,52 +0,01
5,28 £ 0,02
1,69+0,01

0,34 +£0,02

0,73 +£0,02

0,18 +0,01

1,27 +0,03
0,42 +0,03

1,16 £ 0,06
0,42 +0,01
4,04+0,13
13,25+0,35
0,58 +£ 0,02
2,26 £0,12

0,68 + 0,02

0,92 +£ 0,03
3,63+0,23

24,11+1,21

6,58 £ 0,01
4,58 + 0,01
4,26 +0,25

1,77 +0,12

0,76 + 0,05

1,94 + 0,05
10,05+ 0,88
5,73 +0,29
1,01+0,22
0,78 £0,03
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Quadro 2.3 - Composicdo quimica dos OEs de L. luisieri (continuac¢do)

MO  Borneol 1,20+ 0,74 1,84+0,01 - 1,37+0,03 0.60 £ 0.02 IR

MO Acetato de terpenilo 0,58 £ 0,08 0,24 £ 0,01 - 0,43 +£0,02 1.89 £ 0.06 IR

MO  a-Terpineol 2,45 +0,03 0,46 + 0,01 2,22 +0,10 1,13+0,01 0.40+0.01 IRNIIQ'IF')'

MO  Acetato de nerilo 0,46 + 0,02 0,45 + 0,01 - 0,65+ 0,01 0.84 £ 0.01 IRN'IQ_:?’

SH Germacrene D 0,69 + 0,01 0,88 + 0,04 - 1,86 +0,01 IR
1,1,2,3-Tetrametil-4-

(o]@ hidroximetil-2- 2,29 +0,02 - 0,41 + 0,01 1.58 £ 0.07 IR
ciclopenteno

SO Oxido de cariofileno 0,64 £ 0,02 0,80 £ 0,01 1,99+ 0,05 1,01+0,07 0.71£0.02 IR, NIST

SO Viridiflorol 1,51 +£0,05 0,23 £+ 0,01 - 0,36 + 0,01 0.87 £ 0.01 IR

SO a-Copaen-8-ol 0,93 + 0,05 0,18 £ 0,01 - - 2.79+0.10 IR

SO T-cadinol - 2,53 +£0,05 - - IR

SO a-murolol - 5,22 +0,22 - - IR

SO a-cadinol - 0,40+0,48 2,42 +0,19 0,63+0,16 0.81 +0.02 IR, NIST
Acido 3,4,5,5-

oC tetrametilciclopenta- - 2,16 £0,22 - - IR
1,3-dienocarboxilico

SH Calareno 0,58 + 0,04 2,60+0,57 - - IR

Total identificado 89.72+6.07 79,57+3,89 81,92+4,54 61,12+0,89 99,58 +4,40

Hidrocarbonetos
monoterpénicos (MH)

Monoterpenos oxigenados (MO)

Hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (SH)

Sesquiterpenos oxigenados (SO)

Outros compostos (OC)

6.15+0.07

70.11 +£5.29

5.22+0.44

3.08 £0.12
5.18 £0.15

1,81 +£0,07

63,12 + 2,75
11,24 + 0,53

0,81+0,49
2,59+0,05

57,12 + 2,95

8,01+0,77

12,17 + 0,50

4,63 +0,32

4,54 + 0,02

50,77 +£0,61

1,52+0,05

2,89+0,04

6,21+0,22

76,94 + 3,84

7,34 £ 0,06

4,90 + 0,15
4,20+£0,13

Legenda: OE_Mix —OE da parte aérea da planta (folha + espiga); ?analise quantitativa relativa por GC-FID (média
correspondente a trés replicados); ® MI - Método de identificagdo: NIST = Identificagdo feita através da biblioteca de
espectrometria de massas (NIST); IR = Identificacdo através do indice de retenc¢do; AP = Identificacdo feita através da adicdo
padrdo.

Os Oleos essenciais de L. luisieri apresentaram um perfil quimico rico em

monoterpenos oxigenados (> 50 %) e hidrocarbonetos sesquiterpénicos (5-11 %). Os

Oleos essenciais da folha da Primavera de 2010 e de 2014 apresentaram como

compostos maioritarios o 1,8-cineol (18 e 19 %), acetato de trans-a-necrodilo (12 e

16 %), trans- a-necrodol (10 e 8 %), respetivamente. O 6leo da folha de 2010 apresentou

33



Composicdo quimica dos OEs

ainda um elevado teor em iso-borneol (11 %), enquanto o 6leo de 2014 apresentou um
elevado teor em B-cariofileno (10 %).

Os o6leos essenciais da espiga da Primavera de 2010 e de 2014 apresentaram
como compostos maioritarios o 1,8-cineol (9 e 10 %) e o acetato de trans-a-necrodilo
(13 e 9 %), respetivamente. Observou-se ainda um teor de 10 % de fenchona no éleo
essencial da espiga da Primavera de 2014, enquanto no éleo de 2010 o teor de fechona
foi de 7 %.

O dleo essencial da mistura (OEMix) apresentou como compostos maioritarios
1,8-cineol (13 %), acetato de trans-a-necrodilo (24 %) e trans- a-necrodol (10 %).

Estudos anteriores efetuados com 6leos essenciais de L. luisieri revelaram que
este 6leo é muito distinto dos dleos essenciais das outras Lavandula spp. Garcia-Vallejo
et al. % identificaram a presenca de monoterpenos irregulares ciclopenténicos
derivados do necrodano como sendo: (1) trans-a-necrodol e (2) acetato de
trans-a-necrodilo; J. Sanz et al. 7 isolaram ainda, o acetato de cis-a-necrodilo em
conjunto com (1) e (2).

Em estudos efetuados por Garcia-Vallejo et al. °° e Lavoine-Hanneguelle e

Casabianca 3!

com L. luisieri de Espanha, os 6leos essenciais apresentaram como
compostos principais 1,8-cineol, lavandulol, acetato de lavandulilo, linalol e os seus
acetatos, também presentes noutras espécies do género Lavandula, além de uma série
de compostos com a estrutura 1,2,2,3,4-pentametilciclopentano (necrodano). Segundo
Matos et al. ° as populacdes de Espanha apresentaram elevados teores de 1,8-cineol,
fenchona, canfora e 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-2-ciclopenteno-1-ona % e, nas do
sul de Portugal, o composto maioritario foi sempre o 1,8-cineol. O acetato
trans-a-necrodilo apareceu como composto minoritdrio

De acordo com Garcia—Vallejo et al. 1%, L. luisieri pertence ao quimidtipo
1,8-cineol/esteres. Geralmente, os constituintes caracteristicos deste quimidtipo
aparecem em concentragdes superiores a 10 %, nos seus Oleos. Apesar de poderem

ocorrer diferencas quantitativas significativas na quantidade dos constituintes dos dleos

essenciais de L. luisieri, os monoterpenos irregulares estdo sempre presentes. Até ao
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momento, L. luisieri é a Unica espécie vegetal fonte de derivados de necrodano,

podendo estes serem considerados um marcador quimio-taxondmico desta espécie 4.

essenciais da folha, espiga e Mix (folha + espiga) de L. pedunculata.

No Quadro 2.4 estd representada a composicdao quimicas dos o6leos

O dleo essencial L. pedunculata é rico em monoterpenos oxigenados (> 75 %),

observando-se diferengas na composi¢ao quimica dos éleos essenciais da folha, espiga

e Mix, quer no nimero como na percentagem relativa dos seus constituintes,

apresentando como constituintes maioritarios a canfora e a fenchona. No caso do éleo

essencial da folha, o teor de canfora (39 %) foi superior a o teor de fenchona (28 %),

enquanto no 6leo essencial da espiga e Mix o teor de fenchona (41 % e 42 %,

respetivamente) foi superior ao teor de canfora (36 % e 23 %, respetivamente).

Quadro 2.4 - Composicao quimica dos OEs de L. pedunculata

HM
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MO
MH
MH
MO
ocC
MO
MO
MO
MO
MO
MO

a-pineno

Canfeno

B-pineno
Sabineno
B-mirceno
a-terpineno
Limoneno
1,8-cineol
cis-B-ocimeno
trans-B-ocimeno
Fenchona
Oct-1-en-3-ol
Canfelinona
Oxido de trans-linalol
Acetato de fenchil
a-Canfolenal
Canfora

Linalol

a-fenchol

2,79+0,16
0,21 +£0,01
1,39+0,02
4,39 + 0,07
0,13 +0,01
0,12+0,01
0,47 £0,01
28,02 +0,28
0,20 +£0,01
0,31+0,01
0,24 +0,01
0,62 +0,01
38,58 £+ 0,21
3,68 +£0,02
0,30 +0,01

0,15+0,01
2,72 +£0,04
0,14 +0,01
3,17 +£0,02
0,30+0,01
0,53 +£0,01
40,82 £ 0,09
0,08 £ 0,01
0,21 + 0,05
0,18 + 0,01
35,59+0,12
1,75+0,04
0,14 +0,01

3,66 0,30
0,73 £0,04
0,13 +0,04
0,58 £ 0,01
2,12+0,18
2,29+0,24
0,08 + 0,01
0,28+0,11
0,15+0,01
0,42 + 0,02

42,33+£0,18

0,09 + 0,01
0,14 + 0,05
0,14+ 0,08
0,32+0,04
0,28 £0,01

22,94 +1,79

2,91+0,02
0,33 +0,07

IR
IR
IR
IR
IR
IR, NIST
IR, NIST
IR, NIST
IR, NIST
IR, NIST
IR, AP, NIST
IR
IR
IR
IR
IR, NIST
IR, AP, NIST
IR, NIST
IR
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Quadro 2.4 Composicdo quimica dos OEs de L. pedunculata (continuagao)

MO B- cariofileno 5,49 + 0,01 2,49 £ 0,59 3,72 £0,62 IR
SH Acetato de lavandulilo 0,26 + 0,01 0,12 +0,01 0,44 +0,01 IR
MO Acetato de bornilo 0,35+ 0,01 0,31 0,02 0,49 + 0,01 IR, AP, NIST
MO 4-terpineol 0,91 +0,01 - 0,51 + 0,02 IR, NIST
MO cis-verbenol 0,35+0,01 0,13+0,01 0,42 +0,12 IR, NIST
FP Estragol 2,30+0,01 0,43 + 0,01 1,76 £ 0,01 IR, NIST
MO a-terpineol - 0,69 +£0,72 IR, NIST
MO Acetato de terpenilo 2,33+0,01 1,17 £ 0,02 1,99 + 0,54 IR, NIST
MO Borneol 1,30+ 0,02 0,96 + 0,01 2,27 £0,01 IR, NIST
MO Eremofileno - - 0,21+0,21 IR, NIST
SH 6-cadineno 0,41 + 0,02 0,28 + 0,04 0,41 + 0,01 IR
SH Ledol - - 0,24 +0,01 IR, NIST
SO Globulol 0,77 £ 0,06 0,31 0,01 0,74 £ 0,06 IR, NIST
Total identificado 95,93 + 1,06 92,15+1,76 91,97+1,16

Hidrocarbonetos monoterpénicos 9,37 £ 0,29 3844008 10,17 40,85

(MH)

Monoterpenos oxigenados (MO) 76,72 £ 0,66 84,36 +0,43 75,85+ 3,85
I(-|S|ﬂ;ocarbonetos sesquiterpénicos 59140,03 27740,63 434084
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 0,77 £ 0,06 0,31+0,01 0,98 £ 0,07
Fenilpropandides (FP) 2,30+0,01 0,43 £0,01 1,76 £0,01
Outros compostos (OC) 0,62 + 0,01 0,08 + 0,01 0,37 £ 0,02

Legenda: Mix —folha + espiga; @ andlise quantitativa relativa por GC-FID (média correspondente a trés
replicados); ®MI-Método de identificacio: NIST = Identificacdo feita através da biblioteca de
espectrometria de massas (NIST); IR = Identificacdo através do indice de retencdo; AP = Identificacdo feita
através da adicdo padrao.

Um estudo realizado com L. pedunculata do Centro de Portugal 3/ refere que o
seu 6leo essencial é constituido maioritariamente por monoterpenos oxigenados
(69-89%) e hidrocarbonetos monoterpénicos (4-23 %), apresentando como
constituintes maioritarios a fenchona (1-60%), o 1,8-cineol (2-56 %) e a canfora
(4 - 48 %). Os resultados da composi¢cdo quimica destes dleos estdo parcialmente de
acordo com a bibliografia que também demonstra a abundancia de monoterpenos
oxigenados, embora com diferencas quantitativas no que diz respeito as percentagens
dos vérios compostos 3%, O perfil quimico destes dleos essenciais difere dos perfis
guimicos das espécies de L. pedunculata do Centro de Portugal, observados por M.
Zuzarte et al. 3 e categorizados em trés quimiotipos: 1,8-cineol, 1,8-cineol/canfora e

fenchona. O perfil quimico destes dleos essenciais é semelhante ao perfil descrito por




MH
MH
MH
MH
MH
MO
MH
MH
MH
MO

MO

MO

MO
MO
MO
MO

MO

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
SH

SH

SH
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P. Costa et al. %7 num estudo realizado com L. pedunculata florida do Algarve, que

apresentou como componentes maioritarios a canfora (40,6 %) e a fenchona (38 %).

No Quadro 2.5 esta descrita a composicao quimica dos 6leos essenciais da folha,

espiga e Mix de L. viridis.

Quadro 2.5 - Composicao quimica dos OEs de L. viridis

a-pineno

Canfeno

B-pineno

Sabineno

B-mirceno

1,8-cineol
Y-terpineno
B-felandreno
Terpinoleno
Fenchona

Oxido de

cis-linalol (furanoide)
Oxido de
trans-linalol (furanoide)
a-canfolenal

Canfora

Linalol

Acetato de linalilo

Acetato de bornilo

4-terpineol
cis-verbenol
Mentol
iso-borneol
Acetato de terpenilo
a-terpineol
Borneol
B-selineno
a-selineno
Cadineno
Carvona

511+0,13
1,83 +0,02
0,85+0,02
0,23 £0,01
0,33+0,01

43,81 +0,32

0,31+0,01
0,43 +£0,01

0,69 + 0,01

0,41+0,01

0,19 +0,01

0,61 +0,02
13,36 £ 0,01
11,85+ 0,03
0,38 £ 0,01

0,78 +0,01

0,22 +0,01
1,44+0,01
0,81 + 0,02
2,08 £0,01
3,03 +0,02
5,06 + 0,02
0,72 +£0,01
0,38 £0,01
0,27 £0,01
0,26 £ 0,01

2,60+ 0,07
0,96 +0,01
1,39+0,02
1,27 + 0,02

48,54 £ 1,67

0,39+0,01
0,55 0,02

1,34+0,03

1,10 +0,02
12,36 £ 0,47
7,19+0,26

1,44 +0,04

1,65+0,01

1,23+0,01
2,24 + 0,02
4,19+ 0,09
1,89+0,03
1,49+0,62
0,80+0,12
0,86 + 0,01

2,89 + 0,05
1,90+ 0,03
0,81 +0,01
0,42 +£0,01
0,20 +£0,01
3,35+0,04
0,19+0,01
0,68 +£ 0,01
1,01+£0,08
6,18 + 0,05

0,35+0,01

0,33+0,03
21,76 £0,21
20,92 +£0,22
0,45+ 0,01

0,71+0,08

0,48 +0,01
0,91+ 0,03
0,59 + 0,06
0,78 £0,04
5,20+0,10
14,00 £ 0,03
0,92 £0,01
1,08 +0,01
2,30+0,47

1,04 +0,03
0,89 + 0,02
0,99 + 0,01
0,71+0,01
18,59 £ 0,37

0,82 + 0,01

34,10+ 0,88
10,44 £ 0,27

1,20+ 0,02

1,10+0,01
2,08 £0,04
3,37+0,09
4,20+ 0,09
1,60+ 0,03
1,73+0,01

2,28 £0,05

3,00 £ 0,02
1,04 +0,01
1,40+0,01
1,22 +0,02

48,01 £ 0,03

0,58 £ 0,01

1,21+0,02

0,95+0,01
14,41 £ 0,19
7,09+0,01

1,42 +£0,01

1,74+ 0,06

1,29+0,03
2,72 +£0,04
4,41+ 0,06
1,87+0,01
1,40+0,79
1,16 £0,01
1,18 +0,01
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Quadro 2.5 Composicdo quimica dos OEs de L. viridis (continuacdo)

MO Acetato de geranilo 0,26 + 0,03 1,35+0,49 0,47 £0,01 1,47 £ 0,02 2,04 £0,28 IR, NIST
MO Mirtenol - 0,78 £ 0,01 - - - IR, NIST
SH Selina-3,7(11)-dieno 2,66 £ 0,08 0,83 £0,01 5,35+ 0,02 1,15+0,02 - IR, NIST
MO  Anetol 0,17 £ 0,01 - 1,14 £ 0,01 - - IR, NIST
SO Ledol 0,26 £ 0,01 - 2,57 £0,03 1,55+0,03 - IR, NIST
SO a-cadinol 0,23 £ 0,02 1,57 +0,22 0,45 + 0,01 2,53+0,15 1,76 £ 0,01 IR
MO carvacrol 0,21+£0,01 - 1,51+0,14 - - IR
Total identificado 99,22+0,94 98,02+4,30 9899+1,85 91,84+2,18 99,90+ 1,65

'(",\'/‘IjH“)’carb°”et°S MONOterpenicos ¢ 274023 7164016 8094022  446+008 7,24 +0,07

Monoterpenos oxigenados (MO) 84,93+0,57 86,17+3,17 67,42+1,52 78,14+£1,83 87,15+ 0,76
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos
(SH)

Sesquiterpenos oxigenados (SO) 0,48 £ 0,03 1,57 £0,12 3,02 £ 0,04 4,09+0,18 1,76 £ 0,01
Legenda: Mix —folha + espiga; 2 andlise quantitativa relativa por GC-FID (média correspondente a trés replicados);
b MI - Método de identificagdo: NIST = Identificagdo feita através da biblioteca de espectrometria de massas (NIST); IR =
Identificacao através do indice de retengdo; AP = Identificagdo feita através da adi¢do padrao.

4,03+0,11 3,12+0,75 21,34+0,06 5,16+0,09 3,75+0,81

O dleo essencial de L. viridis revelou elevado teor de monoterpenos oxigenados
(> 65 %), nomeadamente, 1,8-cineol (3 - 49 %), canfora (12 - 43 %), linalol (7 - 21 %) e
borneol (2 - 5 %) em percentagens varidveis para a folha, espiga e Mix, nas duas épocas.
Observaram-se ainda diferencas na diversidade e na proporg¢ao dos seus constituintes.
Quando comparamos o 6leo essencial Mix com os respetivos OEs da folha e da espiga,
observou-se que o perfil quimico e o teor dos componentes maioritarios do dleo
essencial Mix apresentava maior semelhanc¢a com os OEs da folha do que com o 6leo da
espiga. Quando comparamos os OEs das duas épocas observamos que o éleo da folha
da Primavera 2011 apresentava um teor de linalol e borneol superior ao dleo da
Primavera de 2014, enquanto o éleo da espiga de 2011 apresentou baixo teor em
1,8-cineol (3 %) e elevado teor de linalol (21 %).

As diferengas observadas nos OEs dos dois anos nao se relacionam com a origem

geografica ou o a fase de desenvolvimento das plantas, mas provavelmente refletem a
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variabilidade da composicdo quimica dos oleos essenciais com as condi¢des
ambientais %

A composi¢do quimica do 6leo essencial de L. viridis deste estudo esta de acordo
com estudos anteriores, onde também se observou a predominancia de terpendides,
nomeadamente monoterpenos oxigenados. Alguns autores citam que o éleo essencial
da parte aérea (folha + espiga) desta espécie contém maioritariamente monoterpenos
oxigenados (> 50 %) e hidrocarbonetos monoterpénicos (> 20 %) e sesquiterpenos (<
5 %), apresentando como compostos maioritarios: 1,8-cineol (22-42 %), canfora

(2,9 - 31,5 %), a-pineno (0,3 - 14,4 %) e linalol (0,2 - 7,8 %) 384098,

No Quadro 2.6 estd representada a composi¢ao quimicas dos 6leos essenciais da
Primavera e do Outono de C. nepeta, para 2 épocas distintas.

Foram identificados 20 compostos para o 6leo essencial de C. nepeta da
Primavera, representando 85 % de monoterpenos oxigenados, 10 % de hidrocarbonetos
monoterpénicos e 1,7 % de sesquiterpenos. No OE de C. nepeta do Outono, foram
identificados 29 compostos, representando 91 % de monoterpenos oxigenados, 7 % de
hidrocarbonetos monoterpénicos e 1 % de sesquiterpenos. O 6leo essencial obtido na
Primavera apresentou como componentes maioritarios o 1,8-cineol (23 %), o limoneno
(8 %), a isomentona (13 %), a mentona (13 %), a isopulegona (15 %), o mentol (9 %) e a
pulegona (6 %), enquanto o 6leo essencial obtido no Outono apresentou como
componentes maioritarios o mentona (22 %), o mentol (16 %), o 1,8-cineol (28 %) e
pulegona (5 %). Os resultados de composi¢ao quimica dos déleos desta planta revelam
dois perfis distintos para as duas épocas de colheita, podendo estes estarem

relacionados as diferentes fases de desenvolvimento da planta.
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Quadro 2.6 - Composicao quimica dos OEs de C. nepeta

MH a-pineno 0,53 +0,01 0,70 + 0,04 IR, NIST
MH canfeno 0,03 + 0,00 0,10 + 0,01 IR, NIST
MH B-pineno 1,35+ 0,07 1,77 + 0,09 IR, NIST
MH B-mirceno - 0,80 + 0,04 IR, NIST
MH o- felandreno - 0,28 + 0,01 IR, AP, NIST
MH a-Terpinene - tr IR, NIST
MH p-cimeno 0,42 + 0,02 IR, NIST
MH limoneno 7,55 +0,38 2,61+0,13 IR, NIST
MO 1,8-cineol 22,86 £0,22 27,86 £ 0,22 IR, NIST
MH Z-B-ocimeno - tr IR, NIST
MH E-B-ocimeno - 0,20 + 0,01 IR, NIST
MH Y-terpineno - tr IR, NIST
MO cis-B-terpineol 0,17 +0,01 - IR, NIST
MO hidrato de sabineno - tr IR, AP, NIST
MO fenchona 0,13 +0,01 1,91 +0,01 IR, NIST
MO linalol 0,28 £ 0,01 0,50+0,03 IR, NIST
MO trans-pinocarveol = 0,11 + 0,01 IR, NIST
MO isopulegol 1,26 £ 0,06 3,41+£0,17 IR, AP, NIST
MO isopulegona 15,13 £0,11 2,69 £ 0,03 IR, NIST
MO mentona 13,45 +0,67 22,00+0,31 IR, NIST
MO isomentona 12,77 £ 0,64 2,59 10,03 IR, AP, NIST
MO neo-mentol 4,74 +0,19 2,20+0,01 IR, NIST
MO mentol 9,03 +£0,45 16,30 + 0,03 IR, NIST
MO a-terpineol 0,46 £ 0,02 0,32 +0,02 IR, NIST
MO estragol 0,06 + 0,00 1,09 + 0,05 IR, NIST
MO pulegona 5,70 £ 0,02 5,11+ 0,26 IR, AP, NIST
MO carvone 0,07 £0,00 0,38 £0,02 IR, NIST
MO acetate de mentilo - 0,32 £0,02 IR, NIST
MO anetol - 4,38 +0,10 IR, NIST
SH B- cariofileno - 0,71 10,04 IR, NIST
SH elemene - 0,10+ 0,01 IR, NIST
SO oxido de cariofileno 1,70 + 0,09 0,18 + 0,01 IR, NIST
Total identificado 93,77 +1,20 98,62 + 1,65
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Quadro 2. 6 Composicdo quimica dos OEs de C. nepeta (continuacdo)
Grupo de compostos
Hidrocarbonetos monoterpénicos

9,88 +0,48 6,46 + 0,32

(MH)

Monoterpenos oxigenados (MO) 85,10 + 2,32 91,17 + 1,28
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos i 0,81+ 0,04
(SH)

Sesquiterpenos oxigenados (SO) 1,70+ 0,09 0,18 +0,01

Legenda: ?analise quantitativa relativa por GC-FID (média correspondente a trés
replicados); ® MI - Método de identificagdo: NIST = Identificac3o feita através da biblioteca
de espectrometria de massas (NIST); IR = Identificacdo através do indice de retencdo;
AP = Identificacdo feita através da adi¢do padrao

Estudos prévios com dleos essenciais de C. nepeta, sugerem a existéncia de dois
quimidtipos: um caracterizado pela predominancia de pulegona e mentona, mentol
e/ou os seus isémeros, piperitenona, piperitona e os seus oxidos 19%1%, e o outro tipo
caracterizado pela predomindncia de o&xido de piperitenona e/ou 6éxido de
piperitona 192110,

Marongiu et al. #4, num estudo de comparacdo do perfil quimico efetuado com
C. nepeta portuguesa e italiana relataram que o 6leo essencial da C. nepeta portuguesa
apresentou como componentes maioritarios a isomentona, 1,8-cineol e e isopulegona,
enguanto o OE italiano apresentou como componente maioritario a pulegona. Estudos
realizados com C. nepeta do Sul de Portugal relataram que este 6leo essencial
apresentava como componentes maioritdrios a 1,8-cineol, o isopulegol e a
isopulegona 11112

Os resultados do nosso estudo e os dados da literatura que indicam a presenca
de um polimorfismo quimico notavel. Além disso, neste estudo, foi ainda possivel
observar diferencas significativas na composicdo quimica dos dleos essenciais de C.

nepeta colhida no Alentejo na Primavera e no Outono.

No Quadro 2.7 esta sumarizada a composicao quimica dos 6leos essenciais de M.

spicata do Outono e da Primavera.
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Quadro 2.7 - Composicao quimica dos OEs de M. spicata

MH
MH
MH
MH
MH
MO
MO
MH
MO
MO
MO
SH

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
SO

SH

MO

a-pineno

Canfeno

B-pineno

Mirceno
Limoneno
1,8-cineol
Sabineno
Y-terpineno
Isomentona
Pinocarvona
Acetato de bornilo
B-cariofileno
4-terpineol
Isoborneol
Carvona

Actato de geranilo
trans-carveol
Geraniol

anetol

Oxido de cariofileno
a-humuleno
carvacrol

0,61+0,01
0,62 +0,01
0,45+ 0,01
0,71 +0,01
13,89+ 0,03
1,20+0,01
0,21 +0,01
2,38+0,01
4,66 +0,34
1,85+0,50
0,82 +0,20
1,07 + 0,04
64,98 + 0,21
0,47 £ 0,01
0,47 £0,01
0,65+ 0,01
1,14+0,01
0,55+ 0,01

1,27 £ 0,06
1,49 +0,07
1,01+0,05
0,82 + 0,04
18,31+0,92
0,36 + 0,02
0,45+ 0,02
1,02 +0,05
7,58 £0,38
63,22 +0,16
0,84 +0,04

1,11+0,06

Total identificado

Hidrocarbonetos monoterpénicos (MH)
Monoterpenos oxigenados (MO)
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos (SH)
Sesquiterpenos oxigenados (SO)

97,56+ 1,44

17,41 +£0,09
76,50+ 0,83
3,00+0,51
0,65+ 0,01

98,88+ 1,94

24,85+1,24
72,01 +0,60

1,11+ 0,06

Legenda: ® andlise quantitativa relativa por GC-FID (média correspondente a trés replicados);
NIST = Identificacdo feita através
Identificacdo através do indice de retencdo;

5 MI - Método de
espectrometria de massas (NIST); IR

identificagdo:

AP = Identificacao feita através da adigao padrao.

Os dleos essenciais de M. spicata apresentaram uma composi¢cdo rica em
monoterpenos oxigenados (> 70 %) e hidrocarbonetos monoterpénicos (> 17 %). O dleo
essencial do Outono diferiu do dleo essencial da Primavera na presenca e na quantidade
dos compostos minoritarios, no entanto apresentou dois componentes maioritarios em

quantidades semelhantes: o limoneno (14 % e 18 %) e a carvona (65 % e 63 %) para o
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6leo do Outono e da Primavera, respetivamente. Observou-se ainda a quantidade de
4-terpineol era bastante diferente nos dois 6leos: o 6leo do Outono apresentou uma
percentagem relativa inferior a 1 % enquanto o dleo da Primavera apresentou cerca de
8 % deste composto. De referir ainda que o 6leo do Outono, ao contrario do dleo da
Primavera, apresentou na sua composicdo o acetato de bornilo (5 %).

Na bibliografia encontramos uma grande variacdo na composicdo quimica dos
dleos essenciais de M. spicata, tanto na selvagem como na cultivada, de todo o mundo.
Em estudos anteriores foram descritos uma série de quimidtipos, com prevaléncia de
pulegona, carvona, linalol, piperitona, oxido de piperitona, mentona/isomentona,
pulegona/mentona/isomentona, pulegona/piperitona e carvona/limoneno 113116,

Neste estudo, os Oleos essenciais de M. spicata, poderdao pertencer ao
quimidtipo carvona/limoneno, de acordo com os estudos efetuados com M. spicata na
regido Mediterrdnea 117120, que apresentam como componente maioritario a carvona

(45 - 77 %).

O perfil quimico dos dleos essenciais de M. pulegium estad representado no
Quadro 2.8. O 6leo essencial de M. pulegium apresentou como componentes
maioritarios a pulegona (79 %) e a isomentona (10 %), expressando o quimidtipo
pulegona. Este éleo apresentou um perfil quimico maioritariamente constituido por

monoterpenos oxigenados (> 90 %).
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Quadro 2.8 - Composicao quimica dos OEs de M. pulegium

MH  a-pineno 0,19+£0,12 IR
MH  B-pineno 0,53 +0,01 IR
MH  Limoneno 0,17 £0.07 IR
MO  1,8-Cineol 0,09 £0.01 IR
MH  Y-terpinene 0,17 +£0,01 IR
MO  a-terpinolene 0,39+0.37 IR
MO  Fenchona 1,04 + 0,07 IR
MO Isomentona 10,23 £ 0,30 IR
MO  Mentona 1,35+0,08 IR
MO  Acetato de linalilo 0,51+0,03 IR
MO  Isopulegol 0,73 +£0,09 IR
MO  Pulegona 78,98 + 7,40 IR
Total identificado 94,37 + 8,56
‘Grwpodecompostes

Hidrocarbonetos monoterpénicos (MH) 1,06 £ 0,22

Monoterpenos oxigenados (MO) 93,32 + 8,35

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos (SH) -
Sesquiterpenos oxigenados (SO) -

Legenda: ? analise quantitativa relativa por GC-FID (média correspondente a trés
replicados); ® MI - Método de identificagdo: NIST = Identificac3o feita através da biblioteca
de espectrometria de massas (NIST); IR = Identificagdo através do indice de retengdo;
AP = Identificagao feita através da adigao padrao.

Os resultados obtidos para a composicdo quimica deste 6leo essencial estdo de
acordo com Lorenzo et al. 12! e Rodriguez-Solana et al. 1?2, onde os 6leos essenciais de
poejo apresentaram como compostos maioritarios a pulegona (aproximadamente 70 %)
e a mentona (5 - 7 %) Comparativamente com outros estudos do dleo essencial isolado
desta mesma espécie, colhida em Portugal, os resultados foram qualitativa e

quantitativamente muito semelhantes ao nivel dos compostos dominantes. #°.

A composicdo quimica do éleo essencial ndo florido de Origanum vulgare esta

representada no Quadro 2.9.
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Quadro 2.9 - Composicao quimica dos OEs de O. virens

MH  o-tujeno 0,90 +0,01 IR, NIST
MH  oa-pineno 0,51 +0,03 IR, NIST
MH  canfeno 0,32 +0,01 IR, NIST
MH  B-pineno 0,30+ 0,01 IR, NIST
MH  B-mirceno 1,60 + 0,08 IR, NIST
MH  a-felandreno 0,20+ 0,01 IR, NIST
MH  a-terpineno 2,42 +0,12 IR, NIST
MH  m-cimeno 12,20+ 0,10 IR, NIST
MO 1,8-cineol 4,90+0,15 IR, NIST
MH  Z-B-ocimeno 0,51 + 0,03 IR, NIST
MH E-B-ocimeno 6,20+0,31 IR, NIST
MH Y-terpineno 20,17 £ 0,31 IR, AP,NIST
MO  fenchone 0,10+0,01 IR, NIST
MO linalol 0,30+£0,01 IR, NIST
MO  isomentona 0,40 + 0,02 IR, NIST
MO  borneol 0,60 + 0,01 IR, NIST
MO  4-terpineol 0,70+0,24 IR, NIST
MO  estragol 0,10+ 0,01 IR, NIST
MO  pulegona 1,80 + 0,09 IR, NIST
MO  éter metilico de isotimol 3,49+ 0,08 IR, NIST
MO  éter metilico de timol 13,08 + 0,66 IR, NIST
MO  anetol 0,60 + 0,03 IR, NIST
MO timol 19,40 £ 0,15 IR, AP, NIST
SH B-cariofilleno 1,80 + 0,09 IR, NIST
SH y- elemeno 1,60 + 0,08 IR, NIST
SH D-germacreno 1,40 + 0,07 IR, NIST
SH B-bisaboleno 2,51+0,10 IR, NIST
SO Spatulenol 0,50 + 0,03 IR, NIST
Total identificado 98,61+2,62

Hidrocarbonetos monoterpénicos (MH)
Monoterpenos oxigenados (MO)
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos (SH)
Sesquiterpenos oxigenados (SO)

45,33 +1,01
45,47 £1,24
7,31+0,34
0,50+0,03

Legenda: ? andlise quantitativa relativa por GC-FID (média correspondente a trés
replicados); ® Ml - Método de identificagdo: NIST = Identificacdo feita através da
biblioteca de espectrometria de massas (NIST); IR = Identificacdo através do indice

de retencdo; AP = Identificacdo feita através da adi¢do padrdo.

Foram identificados 28 compostos no éleo essencial da folha verdes de orégaos,

representando 99

% dos constituintes dos 6leos essenciais, dos quais 45 %
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correspondem a hidrocarbonetos monoterpénicos, 46 % a monoterpenos oxigenados e
8 % a sesquiterpenos. Este 6leo apresentou como constituintes maioritarios o timol (19

%), Y-terpineno (20 %), o éter metilico de timol (13 %) e 0 m-cimeno (12 %).

Os OEs de orégdos sdao caracterizados pela elevada percentagem em
monoterpenos, designadamente em timol e Y-terpineno, representando 70 a 98 % da
sua composicdo 23124, Nos muitos estudos efetuados com O. vulgare de varios paises, a
variagao na constituicao do 6leo essencial é uma constante e tem levado a tentativa de
classificar a planta em diferentes quimidtipos de acordo com o principal constituinte 124,
Esta variacdo é dependente da espécie da planta de orégao, da altitude, da sazonalidade
e de outras caracteristicas agrondmicas 21?7,

Teixeira et al. *8, num estudo realizado com orég3os de Portugal, relataram que
o seu Oleo essencial era constituido maioritariamente por carvacrol, terpineno e timol.
Outros estudos demonstraram que em Portugal existem duas formas selvagens de O.
vulgare: uma com crescimento generalizado e rica em linalol, a outra com crescimento
localizado no Sul de Portugal e com predominancia de timol 2612°, Os resultados obtidos
neste estudo sugerem que esta planta apresenta o quimiétipo timol, apresentando

percentagens de timol e Y-terpineno semelhantes as descritas L. Faleiro et al. 1%°.

No Quadro 2.10 estd representada a composicao quimica do éleo essencial de T.
mastichina em floragao. Para o 6leo essencial de T. mastichina foram identificados 26
compostos, representando 98 % da sua composi¢ao, dos quais 86 % sao monoterpenos
oxigenados e 7% hidrocarbonetos monoterpénicos. Este OE apresentou como

constituintes maioritdrios o 1,8-cineol (72 %), o a-terpineol (9 %).
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Quadro 2.10 - Composicdo quimica dos OEs de T. mastichina

MH
MH
MH
MH
MH
MO
MH
MH
MH
MO
MO
SH
MO
MO
MO
MO
MO
SH
MO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO

a-pineno
Canfeno
B-pineno
B-mirceno
o-terpineno
1,8-cineol
Z-B-ocimeno
E-B-ocimeno
Y-terpineno
Hidrato de sabineno
Linalol
B-cariofilleno
4-terpineol
trans-pinocarveol
6-terpineol
a-terpineol
Borneol
D-germacreno
Carvona

Oxido de cariofileno
Ledol

Elemol
Spatulenol
y-eudesmol
B-eudesmol
a-eudesmol

1,71+0,09
0,11 +0,01
4,09 +0,20
0,81 +0,04
0,19 +0,01
71,22 +0,52
0,10+0,01
tr
0,31+0,01
0,10 0,01
1,39+0,07
0,39 +£ 0,02
0,81 +0,04
0,10 +£ 0,01
2,29+0,11
9,69 +0,48
0,11+0,01
tr
0,21 +0,01
tr
0,21 +0,01
0,88 + 0,04
0,30+ 0,02
0,27 £ 0,01
0,61+0,03
2,30+0,12

IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, NIST
IR, AP, NIST
IR, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST
IR, AP, NIST

Total identificado

Hidrocarbonetos monoterpénicos (MH)
Monoterpenos oxigenados (MO)
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos (SH)
Sesquiterpenos oxigenados (SO)

98,20+ 1,86

7,32+0,36
85,92 +£1,26
0,39+0,02
4,57 £0,23

Legenda: ? analise quantitativa relativa por GC-FID (média correspondente a
trés replicados); ® MI - Método de identificacdo: NIST = Identificacdo feita
através da biblioteca de espectrometria de massas (NIST); IR = Identificacdo
através do indice de retengdo; AP = ldentificacdo feita através da adicdo
padrdo.

De acordo com Salgueiro et al. ®°, os dleos essenciais de algumas espécies de

tomilho foram caraterizadas por um elevado teor de 1,8-cineol e um teor variavel de
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linalol, variavel com a origem geografica. Um outro estudo com éleos essenciais de
T. mastichina relatou que o seu componente maioritario era o 1,8-cineol (64 %), seguido
por a-terpineol (6 %) e B-pineno (5 %) 1%°.

Os resultados obtidos neste estudo estdao de acordo com os valores descritos
para os tomilhos de Portugal, quimidtipo 1,8-cineol. De acordo com Salgueiro et al. ©°,
os tomilhos portugueses da seccdo T. mastichina caracterizaram-se por apresentarem

como constituinte principal o 1,8-cineol, muitas vezes com teores superiores a 60 %.

O perfil quimico do éleo essencial de F. vulgare, colhido na fase vegetativa
(funcho verde) estd apresentado no Quadro 2.11.

Foram identificados 19 compostos no 6leo essencial de F. wvulgare,
representando 53 % de fenilpropandides, 24 % de monoterpenos oxigenados, 21 % de

hidrocarbonetos monoterpénicos e 0,6 % de compostos sesquiterpénicos.

Quadro 2.11 - Composi¢do quimica dos OEs de F. vulgare

Composto % (média+dp)? MIP
MH a-pineno 2,18 0,10 IR
MH canfeno 0,34 £0,01 IR
MH B-pineno 0,78 £ 0,03 IR
MH sabineno 0,18 £ 0,01 IR
MH mirceno 4,9+0,30 IR, NIST
MH o-felandreno 5,06 + 0,30 IR, NIST
MH (R)-(+)-limoneno 6,02+0,14 IR, NIST
MO 1,8-cineol 1,17 £ 0,02 IR
MH B-ocimeno 2,77 £0,09 IR, NIST
MH Y-terpineno 0,15+ 0,01 IR, NIST
MH m-cimeno 1,67 £0,09 IR, NIST
MO a-terpinoleno 0,35+0,03 IR, NIST
MO fenchona 20,19+ 0,28 IR, NIST
MO canfora 0,38 £0,01 IR, NIST
MO 4-terpineol 0,13+0,01 IR, NIST
FP estragol 6,18 £ 0,06 IR, NIST
FP metil chavicol 0,11 £ 0,02 IR
FP anetol 46,24 £ 0,80 IR, NIST
SO Oxido de cariofileno 0,46 + 0,07 IR
Total identificado 99,78 + 2,42
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Quadro 2.11 Composicdo quimica dos OEs de F. vulgare (continuagao)

Grupo de compostos

Hidrocarbonetos monoterpénicos (MH) 21,91+1,02
Monoterpenos oxigenados (MO) 23,88 + 0,45
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos (SH) 0,13+0,01
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 0,46 + 0,07
Fenilpropandides (FP) 52,53+0,88

Legenda: ? analise quantitativa relativa por GC-FID (média correspondente
a trés replicados); ® Ml - Método de identificagio: NIST = Identificagdo
feita através da biblioteca de espectrometria de massas (NIST); IR =
Identificacdo através do indice de retengdo; AP =Identificacdo feita
através da adi¢do padrao.

O dleo essencial em estudo pertence ao quimidtipo anetol/fenchona, devido aos
seus elevados teores em anetol (> 46 %) e fenchona (> 20 %) 31. Além do anetol e
fenchona, este OE apresenta ainda como compostos maioritdrios o estragol (6 %), o
limoneno (6 %), o a-felandreno (5 %) e o mirceno (5 %).

O F. vulgare do Sudoeste de Portugal é conhecido como funcho doce pelo seu
elevado teor em anetol e baixo teor em fenchona e estragol no seu 6leo essencial ”.
Estudos prévios referem que a composicdo quimica do dleo essencial de F. vulgare varia
com a parte da planta em estudo e com a regidao geografica, sendo o anetol, estragol,
fenchona e/ou limoneno em proporgdes variaveis, os componentes maioritarios do dleo

essencial de funcho 132136,

A andlise da composicdo quimica dos 6leos essenciais em estudo revelou
importantes diferencas intra e interespecificas no perfil quimico dos varios dleos
essenciais em estudo, tanto quanto a diversidade (qualitativa) como quanto a proporgao
dos seus constituintes (quantitativas). Estes Oleos essenciais apresentaram uma
composicao rica em terpenos, nomeadamente Hidrocarbonetos monoterpénicos
(1 -50 %), monoterpenos oxigenados (18 - 93 %), Hidrocarbonetos sesquiterpénicos

(<7 %) e sesquiterpenos oxigenados (< 3 %). A bibliografia refere que as plantas das
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familias Lamiacea e Apiacea caracterizam-se pela producao de dleos essenciais ricos em
terpenoides 13, sendo ainda observado frequentemente a presenca de
fenilpropandides 1%,

As variagGes na composi¢do quimica e/ou rendimento em dleo essencial tém
sido consideradas, por varios autores, como um processo normal do metabolismo
terpénico 132190, Estas variacdes podem ser promovidas por inimeros os fatores tanto
intrinsecos com extrinsecos, pelo que a decisdo acerca da planta e respetiva parte a
utilizar, do momento adequado de colheita, bem como do componente comercialmente

mais importante e o seu rendimento mais favordvel é importante do ponto de vista

agrondmico e econdmico 2139,
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Screening de atividade bioldgica dos dleos essenciais
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3.1. Introdugao

O stress oxidativo é caracterizado como um desequilibrio entre a producdo de
espécies oxidantes/proé-oxidantes e o sistema de defesa antioxidante num drgdo ou no
organismo 4143 O equilibrio entre as funcdes fisioldgicas e danos metabdlicos estd
dependente das taxas relativas de formagao e remogao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e espécies reativas de azoto (RNS), geradas em resposta a estimulos endégenos e
exogenos 144,

As ROS desempenham papéis importantes numa variedade de funcgdes
bioquimicas normais e processos patologicos anormais. Durante a fosforilagao
oxidativa, na mitocOndria, gera-se um gradiente de protdes para a sintese de ATP,
podendo ocorrer reacdes entre os eletrdes dos complexos | e Ill da cadeia
transportadora de eletrdes e produzir ROS como o anido superdxido (02), perdxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxilo (OHe), e outros perdxidos organicos 14>14, As ROS
podem ainda ser produzidas por uma familia de enzimas ligada a membrana, como
NAD(P)H oxidases, que parecem afetar a proliferacdo celular e apoptose 4. A
transferéncia de eletrdes para a molécula de oxigénio ocorre ao nivel da cadeia
transportadora de eletrdes, localizada na membrana mitocondrial, sendo que a
mitocdndria a principal fonte celular de ROS 4146, Em condic¢Bes de hipoxia, a cadeia
transportadora mitocondrial pode produzir dxido nitrico (NO) e originar espécies azoto
(RNS), induzindo a excessiva peroxidacio lipidica ¥4”. Em concentracdes fisioldgicas, as
ROS atuam como mediadores de crescimento, migracdo e diferenciacao celulares. Em
condicGes de stress oxidativo, resultante do desequilibrio entre os niveis das moléculas
oxidantes produzidas e os sistemas enzimaticos de protecdo antioxidante, as elevadas
concentragcdes de ROS induzem morte celular, apoptose ou necrose, senescéncia e
respostas inflamatdrias 141-143148-152 representando sérios risco para a saide humana. O
stress oxidativo crénico ou cumulativo induz vdrias modificacbes deletérias em

componentes macromoleculares, como ADN, lipidos e proteinas, podendo aumentar os
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riscos de mutagénese 146133 A superproducdo de radicais livres e o stress oxidativo estdo
frequentemente associados a muitas patologias crdnicas, entre as quais doencgas
autoimunes, cataratas, aterosclerose, cancro, diabetes, artrite reumatoide, doencas
cardiovasculares, sindrome corondrio agudo, inflamagdo crénica, envelhecimento e
doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson *1422148149,152,154-156

As estratégias de prevencdo ou reducdo das patologias relacionadas com a
oxidacdo podem envolver o recurso a substancias antioxidantes que captam e eliminam
ROS %7, Os antioxidantes, s3o compostos que podem retardar ou inibir a oxidacdo de
lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio ou propagacdo das rea¢bes de oxidagao
em cadeia *® e podem ser classificados em dois grandes grupos: antioxidantes
enzimdticos e ndo enzimdticos. Alguns destes antioxidantes sdo produzidos
endogenamente e incluem enzimas, moléculas de baixo peso molecular e co-fatores

enzimaticos 1°°.

Varios estudos apontam que o stress oxidativo nos tecidos cerebrais estd
frequentemente associado ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas 60163,
A doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada pela perda de neurdnios e
neurotransmissores colinérgicos que leva a redugdo progressiva da acetilcolina no

cérebro e comprometimento cognitivo 2°4

, considerando-se a inibicdo das colinesterases
como um alvo potencial no tratamento da doenca de Alzheimer %4, No sistema nervoso
central humano atuam colinesterases que reconhecem como substrato a acetilcolina e
outras que reconhecem o radical butirilo: acetilcolinesterases (AChE, EC 3.1.1.7) e
butirilcolinesterases (BChE, EC 3.1.1.8), frequentemente encontradas em placas
neuriticas e emaranhados em pacientes com DA. No cérebro humano, as BChE parecem
ter uma distribuicdo predominantemente neuroglial, enquanto as AChE estdo
localizadas principalmente nos axo6nios colinérgicos e nos corpos celulares dos

neurdnios 162,

54



Capitulo Il

Os odleos essenciais com potencial antioxidante, devido a capacidade para
eliminar ROS formados, podem atenuar os processos de inflamacgdo, frequentemente
associadas a DA, havendo, também evidéncias de que alguns dleos essenciais
apresentam capacidade para inibir a acdo de colinesterases °4166170  |igando-se
reversivelmente aos centros ativos dos enzimas AChE/BChE, inibindo a degradacdo
hidrolitica da acetilcolina (ACh), um importante neurotransmissor ACh, promovendo o
aumento de ACh sinaptica e, por consequéncia, o alivio dos sintomas da DA 67,

No entanto, a acdo dos OEs no sistema nervoso central (SNC) ainda ndo esta
completamente compreendida e é dificil explicar a atividade dos seus componentes
isolados, sugerindo o efeito sinergético dos constituintes dos OEs e/ou a existéncia de
diversos locais de ligacdo nas colinesterases 60168171 Alguns dos constituintes dos OEs
parecem funcionar como inibidores competitivos das colinesterases e outros como
inibidores ndo competitivos, consoante os componentes presentes e a sua capacidade
de ligacdo em diversos locais do enzima 1%. No caso dos componentes dos OEs que
atuam como inibidores competitivos, a literatura refere que estes se ligam aos centros
ativos na AChE e impedem a ligacdo ao neurotransmissor acetilcolina (ACh), diminuindo
a ligagdo ao neurotransmissor, mas a atividade maxima da enzima permanece inalterada
166 por outro lado, os inibidores ndo competitivos ligam-se a outros locais da AChE,
nomeadamente ao complexo enzima-substrato, e alteram alosteriamente a acdo do

enzima, impedindo a formacgao do produto e diminuindo a atividade maxima do enzima

diminui 163,166,167,171

O stress oxidativo também estd frequentemente associado a fendmenos de
carcinogénese!’?, As células cancerigenas sdo muito diferentes das células normais e o
cancro, uma doenca complexa devido as suas multiplas etiologias, tem emergindo, nas
ultimas décadas, como uma das mais alarmantes e uma das mais letais patologias em
todo o mundo 173, A carcinogénese envolve o processo de transformacdo uma célula

normal numa célula maligna, dividindo-se, geralmente, em trés estagios: (1) iniciacao,
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em que ocorrem danos e mutacdes no DNA celular devido a agentes carcinogénicos e a
falha dos mecanismos de repara¢do do DNA; (2) promogao, na qual ocorre proliferagao,
remodelacdo tecidual e inflamacdo devido a expansao da(s) célula(s) iniciada(s); e (3)
progressao, na qual as células pré-neopldsicas formam tumores por expansdo clonal,
facilitada por um aumento da instabilidade genédmica e expressdo génica alterada 174,
Na terapia do cancro utiliza-se, geralmente, uma combinacdo de quimioterapia com
cirurgia ou radiacdo - diferentes estagios de carcinogénese requerem abordagens
quimioterapéuticas diferentes. No entanto, devido a natureza evolutiva do tumor, ha
alteracdo na sensibilidade a terapia e muitas vezes este tipo de terapia é ineficaz, tem
inumeros efeitos adversos, prejuizos significativos para o doente em termos de saude e
de qualidade de vida, e em varios casos observa-se resisténcia do tumor a terapia 73176,
A busca de novas substancias com elevada eficacia e menor nimero de efeitos adversos
para o tratamento das patologias carcinogénicas é uma constante. A bibliografia refere
gue vdrias substancias naturais, nomeadamente monoterpenos e polifendis,
consumidos na dieta, apresentam atividade antitumoral quando testados em modelos
animais ou linhas celulares, por inibicdo da carcinogénese, quer nos estagios de inicia¢ao
como de promogdo/progressdo, e que sdo eficazes no tratamento de carcinomas
precoces e avangados 173176180,

Na terapia antitumoral, os éleos essenciais podem atuar de duas formas:
quimioprevencdo e supressdo do cancro?®’. Os OEs tém demonstrado capacidade
antiproliferativa em varias linhas celulares tumorais e eficdcia na redugdo de tumores
em modelos animais, com baixo ou nenhum efeito aparente em células normais,
tornando-os fortes candidatos a agentes antitumorais. Varios sao os mecanismos pelos
quais os OEs podem atuar no tratamento do cancro: a ativacdo de enzimas de
desintoxicacdo, a modulacdo da sinalizacdo de reparacdao do DNA, antimetastase e
antiangiogénese 18,

No sentido de avaliar a capacidade dos OEs prevenirem o stress oxidativo e

alguns dos disturbios associados, foi efetuado o screening da capacidade antioxidante
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dos OEs em estudo, determinada a acdo inibitdria dos OEs para a acetilcolinesterase e a
butirilcolinesterase e avaliado o efeito antiproliferativo em linhas celulares de

carcinoma mamario MDA-MB-231.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Reagentes

Os reagentes: acido ascérbico (> 99 %); quercetina (> 99 %); 2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH) (95 %); PB-caroteno (95 %); acido linoleico (99 %);
acetilcolinesterase (AChE) tipo VI-S (electric eel); 5,5’-dithiobis[2-nitrobenzoic acid]
(DTNB); acetiltiocolina iodada (ATCI); butiriltiocolina iodada (BTCI); e butirilcolinesterase
(BuChE de soro equino) foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) Calbiochem™ foi
adquirido na Merck KGaA (Darmstadt, Germany).Todos os outros reagentes sdo de
elevado grau de pureza adquiridos na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e Merck
KGaA (Darmstadt, Germany).

3.2.2. Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos dleos essenciais foi avaliada in vitro por trés
métodos in vitro com vista a avaliar os mecanismos de acdo: método do radical DPPH,

sistema B-caroteno/acido linoleico e método do poder redutor.

3.2.2.1. Método do Radical DPPH-

A capacidade antioxidante por captacao de radicais livres foi avaliado utilizando
uma adaptacdo do método do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) proposto
por Bektas Tepe et al. 8. A atividade antioxidante dos éleos essenciais (0,4-32,6
mg/mL), em solucdo etandlica contendo com Tween 20 a 15 % (v/v), foi avaliada em
microplaca de 96 pocos, adicionando 200 pL de uma solugdo etandlica de DPPH 0,1 mM

a 30 pL de solugdo a testar. Como padrdes utilizou-se o acido ascorbico (0,25-65,0
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ug/mL), dissolvido em agua bidestilada, e quercetina (0,4-13,0 ug/mL) dissolvida em
etanol absoluto). Efetuaram-se ensaios em branco substituindo a amostra/padrao pelos
solventes respetivos e o ensaio foi efetuado em triplicado, para cada uma das
concentragoes testadas. A placas foram incubadas no escuro, a temperatura ambiente,
e a absorvéncia (517 nm) foi determinada num leitor de microplacas UV-Vis Multiskan™
Go (Thermo Scientific, Finland), durante 180 min, em intervalos de 30 min &, A atividade

antioxidante foi calculada de acordo com a equagao 2:

A 490 nm (branco)— A 490 nm (amostra)
A 490 nm (branco)

I (%) = x 100 equacdo 2
em que A corresponde ao valor de absorvéncia do branco e das amostras/padrdes apds

30 minutos de incubacgao.

3.2.2.2. Poder redutor do ferro

O poder redutor dos 6leos essenciais foi avaliado de acordo com o método
proposto por Oyaizu 82, Em microtubos, adicionou-se 200 pL de solucdo das diferentes
concentracdes de dleo essencial (0,4 - 60,0 mg/mL), a 50 pL de etanol 183, Seguidamente,
adicionou-se 200 plL de tampdo fosfato 200 mM pH 6,6 e 200 uL de ferricianeto de
potdssio (Ill) 1 %. As solugdes foram homogeneizadas e incubadas a 50 °C, durante 20
minutos e a reacao foi terminada por adicdo de 200 plL de acido tricloroacético 10 %.
Ap0s a centrifugacdo (3000 rpm, 10 minutos), separou-se o sobrenadante. O ensaio foi
efetuado em microplaca adicionando 50 L de sobrenadante, 50 plL de dgua destilada e
100 pL de cloreto de ferro (111) 0,1 %. O ensaio foi realizado em triplicado e a absorvéncia
foi lida a 700 nm num leitor de microplacas UV-Vis Multiskan™ Go (Thermo Scientific,
Finland). A atividade antioxidante dos dleos essenciais foi comparada com os padrdes

acido ascérbico em solugdo aquosa (0,4-60,0 mg/mL), e quercetina em solugdo etandlica
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(0,5 — 60,0 pg/mL), testados nas mesmas condi¢gdes. O aumento da absorvéncia da

mistura de reacional indica maior poder redutor da amostra 841>,

3.2.2.3. Sistema B-caroteno/acido linoleico

A inibicao da producdo de compostos organicos volateis e a formagao de dienos
hidroperdxidos conjugados resultantes da oxidacdo do acido linoleico, resultando na
descoloracdo do B-caroteno %, foi avaliada para os dleos essenciais (0,04 —
2,50 mg/mL) e para os padroes acido ascérbico (0,06 - 4,00 mg/mL) e quercetina
(0,8 - 24,56 pg/mL).

Para realizar o ensaio, preparou-se uma solu¢do de B-caroteno/acido linoleico,
dissolvendo-se 0,5 mg de B-caroteno num 1 mL de cloroférmio e adicionam-se 25 uL de
acido linoleico e 200 mg de Tween 40. Procedeu-se a evaporagao do cloroférmio em
evaporador rotativo a pressao reduzida a cerca de 40 °C. Apds completa evaporacao
adicionou-se ao residuo cerca de 100 mL de agua destilada previamente saturada em
oxigénio (100 mL/min; 30 minutos), com ajuste da absorvéncia da solugdo a 0,7
(A =490 nm).

O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos, adicionando 250 pL de solucao
de B-caroteno/4cido linoleico a 35 plL de solucdo a testar 87188 As placas foram agitadas
vigorosamente e mediu-se a absorvéncia a 490 nm num leitor de microplacas UV-Vis
Multiskan™ Go (Thermo Scientific, Finland). Apds incubacdo das solugdes a 50 °C
durante 2 horas, foi efetuada novamente a leitura da absorvéncia a 490 nm.
Prepararam-se ensaios em branco (testemunhas) com o solvente respetivo para os dleos
essenciais e para os padrdoes. O ensaio foi realizado em triplicado para cada

amostra/padrdo. A atividade antioxidante foi calculada de acordo com a equacao 3.

AA 490 nm (branco)— AA 490 nm (amostra)
I (%) = 100 3
( /0) AA 490 nm (branco) equacao 3
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em que AA corresponde a diferenca entre a absorvéncia as 0 horas e a absorvéncia apds

2 horas de incubagao.

3.2.3. Estudos in vitro para avaliar a inibicdo da atividade de colines-

terases AChE e BChE

A capacidade dos 6leos essenciais para inibir a atividade de acetilcolinesterases
(AChE)e butirilcolinesterases (BChE) foi avaliada em microplaca por adaptacdo’® do
método descrito por Ellman et al. 8 e modificado por Ingkaninan et al. °,

As solucbes de dleos essenciais (0,13 a 2,00 mg/mL) foram preparadas em
tampao Tris-HCl 100 mM pH 8, com etanol (50 %) e tween 20 (1 %). Em microplaca de
96 pocos, adicionou-se 75 plL das diferentes solugcdes de OEs, 25 uL ATCI/BTCI 15 mM
(dissolvido em 4gua bidestilada) e 125 pL de DTNB 3 mM (dissolvido em tampao Tris-HCl
50mM pH 8 com NaCl 0,1 M e MgCl; 0,02 M). Por fim adicionou-se 25 pL de AChE/BChE
0,3 U/mL (em tampdo Tris-HCl 50 mM, pH 8 com BSA 0,1 %). A reac¢do foi monitorizada
durante 20 minutos a 405 nm num leitor de microplacas UV-Vis MultiskanTM Go
(Thermo Scientific) e determinou-se a velocidade da reacgdo, expressa em pU/mg OE,
usando o valor de &=1330 umol/mL??. A atividade enzimatica foi calculada em
percentagem de inibicdo de atividade enzimatica, comparada com um controlo usando
tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8 em substituicdo do inibidor (100 % de atividade). A
atividade inibitdria foi calculada subtraindo a percentagem da atividade enzimatica de
cada amostra a atividade enzimatica do controlo. O ensaio foi realizado em triplicado.
Os resultados obtidos foram comparados com a galantamina (0,14 - 4,42 pyg/mL) e a
rivastigmina (0,08 - 1,20 mg/mL), principios ativos de farmacos existentes no mercado,

testados nas mesmas condicdes.
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3.2.4. Avaliagao do potencial antiproliferativo em linhas celulares

MDA-MB-231

O potencial de antiproliferativo dos éleos essenciais previamente obtidos por
hidrodestilacdo das partes aéreas de L. luisieri Mix (folha + espiga floral) , L. pedunculata
Mix (folha + espiga floral), L. viridis Mix (folha + espiga floral), C. nepeta (folha flor), O.
virens (folha) e T. mastichina (folha+ flor) foi avaliado em culturas de células utilizando
a linha celular tumoral mamaria humana MDA-MB-231. A linha celular MDA-MB-231
representa o subtipo de tumores humanos de mama denominado triplo negativo,
devido a falta de expressao de trés importantes recetores: estrogénio, progesterona e

fator de crescimento epidermal.

3.2.4.1. Cultura celular e manuseamento

As células MDA-MB-231, obtidas na colecdo de cultura American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA), foram cultivadas e mantidas em meio RPMI-1640
suplementado com L-glutamina (2 mM), glucose (4,5 g/L), bicarbonado de sdédio
(2,0 g/L), 10 % soro fetal bovino inativado pelo calor (FBS — fetal bovine sérum), e 1%
de penicilina-estreptomicina. As culturas foram mantidas em ambiente humido com 5 %
de COza 37 °C (camera de CO; ICOmed, Memmert GmbH, Germany). Antes de atingirem
a confluéncia, as células foram hidrolisadas com tripsina com solugdao de tripsina
(0,5 g/L) com EDTA (0,2 g/L) e ressuspendidas em meio de cultura e cultivadas a uma
densidade de 1 x 108 células/mL. O procedimento para a contagem de células vidveis foi

feito pelo método de exclusdo com o corante azul de tripano 9219,
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3.2.4.2. Viabilidade celular

O efeito dos oleos essenciais na viabilidade celular de MDA-MB-231 foi
determinado pelo ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT, Calbiochem). Este método, previamente descrito por Mosmann 2°> baseia-se na
capacidade de enzimas desidrogenases mitocondriais e agentes redutores presentes nas
células vivas reduzirem o MTT, transformando a solucdo aquosa amarela num produto
purpura insoluvel de sal de formazdo 9417, O produto de formaz3o soltivel em lipidos
pode ser extraido com solventes organicos e quantificado por espetrometria de UV-Vis,
dado que a quantidade de sais de formazdo de MTT formados é diretamente
proporcional ao nimero de células vidveis 2%°.

Foram efetuadas culturas de células MDA-MB-231 em placas de 96 pocos na
concentracdo de 2 x 10* células/poco, num volume final de 100 pL e incubadas em
atmosfera com 5 % de CO», a 37 °C. Apds 24 h, as células foram incubadas com 5 plL de
solugao de odleo essencial. As solugdes de 6leo essencial foram preparadas por
dissolugdo em dimetilsulféxido 20 % (DMSO, grau de cultura celular, Sigma-Aldrich), de
modo a obter concentragdes finais no pogo no intervalo de 3,9 a 1000 mg/L. Foram
efetuados dois controlos negativos: (1) 5 uL de agua ultrapura e (2) 5 uL da solucdo
solvente dos 6leos essenciais (DMSO 20 %) para estimar o valor de 100 % de viabilidade
celular. Foi ainda efetuado um controlo positivo com 5 pL de DMSO (100 %) para estimar
o valor de 100 % de mortalidade 4. Apds 44 h de incubagdo a 37 °C e 5% de CO,, foi
adicionado a cada pogo 20 pL da solugcdo de MTT (2,5 mg/mL em PBS), seguido de um
periodo de incubacdo de 4 h. O meio de cultura foi aspirado e os cristais de formazao
foram dissolvidos com 100 L da solu¢do de DMSO/ etanol (1:1 v/v) 193194198

A absorvéncia foi lida a 570 nm num leitor de microplacas (Multiskan GO,
Thermo Fisher Scientific). A viabilidade celular relativa foi determinada pela quantidade
de MTT convertido em sal insoltvel de formazdo °°. A viabilidade celular (%) foi

determinado pela varia¢do da absorvéncia das diferentes solucdes de OE 9419 QO valor
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de ECsp é definido como a concentracdo necessdria para promover uma inibicdo de
viabilidade celular em 50 % e foi calculado pela representacdo grafica da percentagem
de viabilidade celular das amostras em comparac¢do com o controlo. Todos os resultados
experimentais foram efetuados em triplicado em trés ensaios independentes (n = 9) e
os valores foram apresentados com valores médios + desvio padrdo (SD). As curvas
dose-resposta e os valores de ECso foram determinados utilizando o software OriginPro

9.0 (OriginLab® Corporation, 2013).
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mg AA/mL EO

3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Atividade antioxidante

Os Oleos essenciais testados apresentaram atividade antioxidante pelos trés

mecanismos testados, sendo determinada a percentagem de inibicdo para cada

concentragdo de OEs e padrdao. Com a curva padrdo do acido ascérbico (Anexo | - Figura

A.1), os valores de atividade antioxidante dos OEs foram expressos em equivalente de

acido ascérbico (mg AA/ mL OE), para o método do radical DPPH (Figura 3.1 - A), método

do poder redutor (Figura 3.1 - B) e sistema B-caroteno/acido linoleico (Figura 3.1 - C).

1.4 A

DPPH-

60
50 r
40 r
30
20

0 = =

B-caroteno/acido linoleico

Figura 3.1 — Atividade antioxidante dos OEs

A — Método radical DPPH; B — método do poder redutor; C —sistema B-caroteno/acido linoleico.

AA — 4cido ascorbico

mg AA/uL EO

10

Poder redutor

W L. luisieri
m L. pedunculata
m L. viridis
C. nepeta
B M. spicata
m O. virens
B T. mastichina

B F. vulgare
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Os dleos essenciais que apresentaram maior atividade para captar radicais livres
foram os OEs de L. viridis, M. spicata e O. virens, com 1,1; 0,9 e 0,8 ma AA/ uL OE,
respetivamente. No ensaio do poder redutor, em que foi avaliada a capacidade dos OEs
reduzirem o Fe3* e inferir sobre a sua capacidade para protec¢do do grupo Heme 200-202,
o OE de L. Luisieri foi o que apresentou resultados (8 mg AA/ pL OE), seguido do OE de
O. virens (5mgAA/uLOE) e dos OEs de L. viridis e M. spicata, ambos com
3 mg AA/ uL OE. No ensaio de avaliacdo da capacidade do OEs para protecdo da
oxidagdo do acido linoleico, o OE de O. virens (62,1 mg AA/mL OE) apresentou valores
de atividade antioxidante bastante superior aos restantes OEs (0,2 — 7,8 mg AA/mL OE).

Adicionalmente, quando comparamos o efeito dos OEs das trés espécies de
Lavandula, pelos trés mecanismos, observamos que o OE de L. viridis possui melhor

capacidade para captar radicais livres e inibir a peroxidacdo lipidica, enquanto o OE de

L. luisieri apresenta melhores resultados como redutor do Fe3*.

Para avaliacao do potencial antioxidante dos OEs, determinaram-se os valores
de ICso (concentracdo que inibe 50 % da oxidacdo) para os OEs que apresentaram
comportamento linear com a concentragdo e para os quais foi possivel obter valores de
inibicdo de oxidagao superiores a 50 % nas concentragdes testadas. No Quadro 3.1

apresentam-se os valores de ICsp dos OEs e dos padrdes, acido ascorbico e quercetina.
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Quadro 3.1 - Valores ICsp (mg/mL) dos EOs pelos tés métodos de acdo antioxidante
testados

L. luisieri 13,000 + 0,650
L. pedunculata 23,730+1,187
L. viridis 5,570+0,279
C. nepeta 32,608 + 0,630 %3
M. spicata 2,528 + 0,403 18
0. virens 7,300 0,340

T. mastichina 9,052 + 0,957 &

F. vulgare n.d.

1,680 + 0,084
18,800 + 0,940

4,530 £ 0,227
26,844 + 0,342 8
3,680 + 0,221 83
3,078+ 0,134
18,687 + 0,434 183
10,841 + 0,542 183

1,629 + 0,081
0,780 + 0,039

0,108 + 0,002
0,854 + 0,003 %3
3,344+ 0,167 83

0,020 + 0,001
0,622 +0,031 3
0,160 + 0,008 53

0,005 + 0,001 83
0,004 £ 0,001 183

Ac. ascorbico

Quercetina

0,013 + 0,001 83
0,005 + 0,002 183

1,116 + 0,003 83
0,009 + 0,002 183

Legenda: n. d. — ndo determinado

A excecdo do OE de F. vulgare no método do radical DPPH, todos os OEs
apresentaram um perfil de atividade antioxidante dependente da dose, atingindo os
50 % de inibigdo pelos mecanismos testados. Pelo método do radical DPPH as OEs que
apresentaram ICso mais baixos foram o OE de M. spicata (2,5 mg/mL), o OE de L. viridis
(5,6 mg/mL) e o OE de O. virens (7,3 mg/mL). O OE de L. luisieri (1,6 mg/mL), o OE de O.
virens (3,1 mg/mL) e o OE de M. spicta (3,7 mg/mL) foram os que apresentaram
menores valores de ICsp pelo método do poder redutor. Pelo método do
B-caroteno/acido linoleico, o OE de O. virens (0,02 mg/mL), o OE de L. viridis
(0,108 mg/ml) e o OE de F. vulgare (0,16 mg/mL) apresentaram os valores mais baixos
de IC50. Os valores de ICso dos padrdes acido ascérbico e quercetina foram de 0,005 e

0,004 mg/mL, 0,013 e 0,005 mg/mL, e 1,12 e 0,009 mg/mL, para o método do radical

DPPH, métodos do poder redutor e sistema B-caroteno/acido linoleico, respetivamente.
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Os resultados de atividade antioxidante observados estdo de acordo outros
estudos que evidenciando potencial antioxidante das plantas medicinais pertencentes a
familia Lamiaceae 112112, Alguns estudos efetuados com espécies do género Lavandula
sugerem que os 6leos essenciais das partes aéreas destas plantas possuem atividade
antioxidante na protecdo do substrato lipidico e na captacdo de radicais livres 26:2%203-
205.

Alguns estudos efetuados com OEs de C. nepeta de Portugal, tém demonstrado
gue os OEs possuem capacidade antioxidante tanto para captar radicais livres, como
para reduzir o Fe3* e inibir a oxidac3o lipidica 11%112120.206 A bibliografia refere que o OE
de M. spicata apresenta capacidade para captar radicais livres e reduzir o Fe3*, sendo a
sua atividade atribuida ao seu composto maioritario (carvona) 207,29,

Estudos efetuados com OEs de Origanum vulgare tem demonstrado boa
atividade antioxidante, tanto na capacidade de captacdao de radicais livre como na
protecdo do substrato lipidico, correlacionando essa atividade com os elevados teores
de timol e carvacrol °8299-214_ Estudos efetuados com OEs de T. mastichina de Espanha e
Portugal demonstraram que os seus OEs tem apresentado baixa atividade antioxidante
pelo método do radical DPPH 112215216 Estudos com OEs de sementes e folhas e frutos
de F. vulgare tém correlacionado a sua atividade antioxidante com o elevado teor de
monoterpenos oxigenados e a presenca de anetol, estragol e fenchona 34217220, 0 OE
de F. vulgare em estudo foi obtido de funcho verde e apresentou como compostos
maioritarios o anetole (46 %) e fenchona (20 %).

A bibliografia tem correlacionado a atividade antioxidante dos OEs com o seu
elevado teor de monoterpenos, nomeadamente limoneno, 1,8-cineol, y-terpineno,
a-terpineno, linalool, 4-terpineol 29222.222 Adicionalmente, o potencial sinergético de
constituintes minoritarios é frequentemente propostos para explicar as diferencas

entre os valores estimados e os observados para capacidades antioxidantes 223224,
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Os OEs sdo uma importante fonte de antioxidantes potencialmente Uteis para
prevenir o stress oxidativo e promover a saide humana 2%°. A sua capacidade
antioxidante sugere o seu potencial também como agentes anti-inflamatdrios, uma vez
que a captacdo e eliminagdo de radicais livres é um dos mecanismos envolvidos na
prevencdo da inflamacgdo 137226, Adicionalmente, pela sua elevada atividade na protecdo
do substrato lipidico, os OEs apresentam também potencial para prevenir as doencas

neurodegenerativas e cancerigenas 204227,

3.3.2. Atividade inibitéria dos colinesterases da acetilcolinesterase e

da butirilcolinesterase

Os oleos essenciais apresentaram capacidade para inibir as atividades
enzimaticas da AChE e da BChE (Figura 3.2). O OE de O. virens ndo apresentou
capacidade para inibir a atividade dos enzimas AChE e BChE, observando-se um efeito
contrario.

Relativamente a capacidade dos OEs para inibir a atividade de AChE, observou-se
qgue os OEs de T. mastichina e de M. spicata apresentaram elevada atividade, enquanto
o OE de L. viridis foi o que apresentou menor atividade. Pelo perfil de atividade os OEs,
podemos observar que o seu efeito inibitério do OE de T. mastchina variou pouco com
o aumento da concentracdo (Figura 3.2 — G), sendo que no intervalo de concentragdes

testadas a percentagem de inibigdo variou entre os 40 e o0s 60 %.
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log ([OE de T. mastichina, mg/L])
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Figura 3.2 - Curvas dose-resposta para a determinag¢do do ICso dos OEs para a AChE e BChE

A - 0leo essencial de L. luisieri; B — éleo essencial de L. pedunculata; C— dleo essencial de L. viridis; D — éleo
essencial de C. nepeta; E — 6leo essencial de M. spicata; F — 6leo essencial de M. puegium; G — éleo essencial

de T. mastichina; H — dleo essencial de F. vulgare.
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De acordo com A. Ferreira et al. 2?8 (5 — 25 % baixa atividade, 25 — 50 % atividade
moderada, 50 — 100 boa atividade), o OE de T. mastichina apresentou uma atividade
moderada a boa no intervalo de concentracdes testadas. O OE de M. pulegium nao
apresentou capacidade para inibir a atividade da AChE (Figura 3.2 — F).

Relativamente a capacidade dos OEs para inibir a atividade de BChE, observou-se
que os OEs de L. luisieri e de C. nepeta apresentaram as atividades inibitdrias mais altas,
enquanto que os OEs de L. pedunculata e de T. mastichina apresentaram menor agao
inibitéria de BChE. O OE de L. viridis ndo apresentou capacidade para inibir a atividade
da BChE (Figura 3.2 - C).

Foi ainda possivel observar que os OEs de L. pedunculata e F. vulgare
apresentaram capacidade semelhante para inibir os dois enzimas AChE e BChE (Figura

3.2 - Ce H, respetivamente).
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Figura 3.3 - Curvas dose-resposta para a determinag¢do do ICso da rivastigmina (A) e da galantanina (B)
para a AChE e BChE

Comparando a atividade dos OEs com a dois padrdes testados, rivastigmina
(Figura 3.3-A) e galantamina (Figura 3.3-B), observou-se que a rivastigmina
apresentou uma acdo inibitdria de AChE bastante inferior a dos OEs, enquanto que no

caso da BChE a acdo da rivastigmina foi superior a dos OEs. A galantamina, um farmaco
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com elevada atividade anticolinesterase, apresentou melhor acao inibitéria do que os
OE para ambos os enzimas AChE e BChE.

Os valores de ICsp (concentracdo que inibe 50 % da atividade enzimatica) foram
determinados para os 6leos essenciais que apresentaram atividade inibitéria de AChE e

BChE (Quadro 3.2).

Quadro 3.2 — Valores ICso (mg/L) das atividades inibitdrias de AChE e BChE dos OEs

ICso (mg/L)

AChE BChE
L. luisieri 217,1+47,8 54,7+4,5
L. pedunculata 235,7 £16,8 220,0 + 28,6
L. viridis 1374,1 £ 69,9 n.d.
C. nepeta 205,6 + 10,3 183 88,3+4,418
M. spicata 78,3 +3,9 183 192,1+9,6 18
M. pulegium n.d. 683,25 + 14,2
0. virens n.d. n.d.
T. mastichina 78,8 +2,9 183 217,1 + 10,9 183
F. vulgare 240,4+ 12,118 233,9+10,3 18
Rivastigmina 1604,0 + 79,2 183 37,5+1,918
Galantamina 0,9+0,118 18,3 +0,9 18

Legenda: n. d. — ndo determinado

Os valores de ICso dos OEs variaram no intervalo 78 — 1374 mg/L e 54 — 683 mg/L
para AChE e BChE, respetivamente. Comparando os valores de ICso dos OEs com os
valores de ICso dos padrdes, observamos que, a exceg¢ao do valor de ICsg da rivastigmina
para o enzima AChE, os valores apresentados foram inferiores aos valores obtidos para
os OEs. No entanto, a acao inibitdria das colinesterases pelos OEs em estudo, sugere o
seu potencial para a prevengdo e tratamento das doengas neurodegenerativas
associadas a atividade destes enzimas.

O efeito inibitério da atividade das colinesterases apresentados pelos OEs estd
relacionado com a sua composi¢cdo quimica. Murray et al. % refere que os produtos

naturais, incluindo terpenoides, flavonoides e outros compostos fendlicos apresentam
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elevada capacidade para inibir a atividade das colinesterases. No caso dos OEs, esse
efeito pode estar relacionado com o seu conteddo em monoterpenos, como 1,8-cineol,
a-pinene, carvacrol, 4-terpineol, neral, geranial e linalol; a presenca de alguns
sesquiterpenos, como o oxido de cariofileno e de alguns fenilpropanoides como o
eugenol 165,227,230-232.

Reletivamente aos OEs des Lavandula spp., o OE com melhor atividade para os
enzimas AChE e BChE foi o OE de L. luisieri, seguido do OE de L. pedunculata e, por fim,
o OE de L. viridis .(apesear de ser o OE com maior teor de 1,8-cineol).

Alguns estudos sobre a relagdo estrutura-atividade entre AChE e
monoterpenoides demonstraram que os hidrocarbonetos apresentam maior inibicdo
dos que alcoois e cetonas, sugerindo que a presenca do grupo funcional oxigenado
diminui a inibicdo da colinesterase (cetonas < &lcoois < hidrocarbonetos) 233235, No
entanto, neste estudo foi possivel observar que o OE com maior teor de hidrocarbonetos
monoterpénicos, o OE de O. virens, ndo apresentou capacidade para inibir a atividade

das colinesterases AChE e BChE.

3.3.3. Atividade antitumoral

Os 6leos essenciais testados, L. luisieri, L.pedunculata, L. viridis, C. nepeta,
O. virens e T. mastichina, apresentaram capacidade para inibir o crescimento e
induzir a morte celular das células MDA-MB-231, isoladas de carcinoma mamario
(Anexo | - Figura A.2). Para todos os OEs observou-se um efeito antiproliferativo,
dependente da dose para concentracbes superiores a 125 mg/L (Anexo | - Figura
A.2). Na Figura 3.4 estdo apresentadas as curvas dose-resposta expressas em % de

mortalidade de células tumorais MDA MB 231.
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Figura 3.4 — Curvas dose-resposta, expressas em % de mortalidade de células tumorais MDA-MB-231,
e da concentragdo (log) de OE, para a determinagdo dos valores deECso

A - dGleo essencial de L. luisieri; B — 6leo essencial de L. pedunculata; C - 6leo essencial de L. viridis;
D - dleo essencial de C. nepeta; E — 6leo essencial de O. virens; F — 6leo essencial de T. mastichina.

Os valores de ECsp (Quadro 3.3) foram calculados a partir das curvas dose-

resposta, correspondendo a concentragdao de OEs capaz de inibir 50 % do

crescimento celular.

74



Capitulo

Quadro 3.3 - Valores de ECso dos 6leos essenciais para a células MDA-MB-231

OE ECso (mg/L)
L. luisieri 131,9+2,5
L. pedunculata 271,9+10,3
L. viridis 242,5+19,4
C. nepeta 88,9+ 10,9
0. virens 86,74 + 8,1
T. mastichina 108,5+ 11,0

Os Oleos essenciais de Lavandula spp. apresentaram valores de ECso
superiores aos OEs de C. nepeta, O. virens e T. mastichina. Comparando os OEs das
diferentes espécies do género Lavandula, observou-se que o OE de L. luisieri foi o
gue apresentou maior atividade antiproliferativa, seguido do OE de L. viridis e L.
pedunculata, com valores de ECso de 131,9+2,5mg/L, 242,5+19,4mg/L e
271,9 £ 10,3 mg/L, respetivamente. Os 6leos essenciais de C. nepeta, O. virens e T.
mastichina apresentaram maior capacidade para inibir o crescimento das células
MDA-MB-231 superior ao observado para os OEs de Lavandula spp., tendo-se
observado maior atividade antiproliferativa para o OE de O. virens, seguido do OE
de C. nepeta e de T. mastichina, com valores de ECso de 86,7 £8,1 mg/L,
88,9+ 10,9 mg/L e 108,5 + 11,0 mg/L, respetivamente. Foi ainda possivel observar
que a adicdo dos OEs causou a perda da capacidade de adesdo das células
MDA-MB-231, as quais apresentaram alteracdes morfoldgicas semelhantes as
células necréticas, com base no seu tamanho e formato, apds 24 horas de
tratamento, com diferentes concentra¢des de OE. Hakkim et al. 23 observaram que
as células MDA-MB-231, testadas em condicbes semelhantes, apresentaram
viabilidade celular inferior a 20 % na presenca de doxorrubicina (DOX) a 100 mg/L,
um principio ativo comercializado com o nome de Adriamicina, uma antraciclina com
atividade antineopldsica, frequentemente utilizada como quimioterdpico no

tratamento do cancro, designadamente no carcinoma mamario.
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Os OEs selecionados para o estudo de atividade antiproliferativa
apresentaram valores de ECso muito inferiores ao referido na bibliografia para DOX,
tendo sido os OEs de O. virens e de C. nepeta os mais efetivos.

Varios estudos relatam que os OEs apresentam atividade antitumoral,
atuando de forma preventiva e/ou no tratamento de tumores, com células ja
estabelecidas. O efeito preventivo dos OEs no aparecimento de carcinomas parece
estar associado a capacidade que estes apresentam para estimular a apoptose
celular e dos mecanismos de reparacdo do DNA, inibindo a proliferacao celular, a
formacao de metastases e a resisténcia a multiplos farmacos (MDR), pelo que muitos
autores indicam alguns OEs como potenciais candidatos a adjuvantes na terapia
antitu moral 178,180,237—243.

A atividade antiproliferativa dos dleos essenciais varia de acordo com a sua
composicdo estando muito dependente ndo sé dos compostos maioritarios
presentes, mas também de alguns compostos minoritdrios que poderdao ter um
efeito sinergético 178, Doll-Boscardin et al. 24, num estudo efetuado com OE de
Eucalypts benthamii para avaliar o seu efeito citotdxico em quatro linhas tumorais,
observou que o dleo essencial apresentou melhores resultados dos que os seus
constituintes maioritarios, a-pineno e y-terpineno puros. Alguns estudos tém
reportado que o efeito antitumoral estar relacionado com a presenca de compostos
sesquiterpenoides e fenilpropanoides, e aos seus possiveis efeitos téxicos destes
compostos na estrutura e na funcdo das membranas celulares 24247,

De momento, sdao poucos os estudos referidos na bibliografia sobre o efeito
antiproliferativo dos OEs de L. luisieri, L. pedunculata e L. viridis, C. nepeta, O. virens
e T. mastichina. Um estudo com extratos aquosos e etanolicos de Lavandula
stoechas sp. luisieri do sul de Portugal refere que estes apresentam atividade
antitumoral para a linhas celulares HEP G2 de carcinoma hepatocelular 2. Um
estudo efetuado com extrato etandlico de Lavandula dentata da Arabia Saudita

revelou que este apresentou atividade citotdxica promissora para células de
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adenocarcinoma mamario humano (MCF-7, ECso de 39 mg/L) ?#°. A bibliografia
refere que o 6leo essencial de Lavandula angustifolia Mill. (Ferdowsi University
Campus, 1,8-cineol 19 % e borneol 20 %) apresentou atividade antitumoral paraum
grande numero de linhas celulares tumorais, nomeadamente MCF-7 e Hela 2°9,
linhas celulares de carcinoma da prdstata humano, PC-3 e DU145 2>, de glioma C6,
de carcinoma do pulm3o H1299 e A549 2°? e de células de leucemia linfoblastica
aguda (células MOLT-4) 173253255,

Estudos efetuados com OEs de Lavandula angustifolia da
Bosnia-Herzegovina, amostra comercializada como “Rico Holding Ljubinje”, com
elevado conteddo em linalol (40,3 %)?°® e com OEs de L. angustifolia do Brasil 2°7
(rico em borneol 22 %, epi-a muurolol 13 %, a-bisabolol 13 %, e 1,8-cineol 8 %)
demostraram que estes Oleos essenciais apresentaram atividade antitumoral para
linhas celulares de GMO07492-A (fibroblastos, ECso243,7 mg/L), Hela (ECso
80,62 mg/L), A549 (ECso 88,90 mg/L) e MRC-5 (ECso 75,19 mg/L). J& os Odleos
essenciais de Lavandula vera DC (linalol 36 %), acetato de linalilo 17 %, e 4-terpineol
16 %), L. angustifolia Miller (linalol 56 %) e canfora 10 %), Lavandula latifolia
Medikus (linalol 34 %, acetato de linalilo 24 %, e canfora 9 %), e Lavandula hybrida
Rev (linalol 39 %, acetato de linalilo 23 %, e 1,8-cineol 7 %) colhidas na Italia 2°8
apresentaram baixa atividade antitumoral para a linha celular Caco-2
(adenocarcinoma colorretal epitelial).

As plantas do género Origanum (bleo essencial e extratos) tém sido referidas
como apresentando potencial antiproliferativo com elevada citotoxicidade face a
linhas tumorais de hepatocarcinoma (HepG2), cancro da mama (MCF-7) e carcinoma
do colon (LoVo), e baixa citotoxicidade face a linhas celulares ndo tumorais (HEK293)
259,260 Adicionalmente, o timol, um dos principais componentes de O. virens em
estudo (20%), é um composto fendlico que tem demonstrado atividade
anticancerigena, atuando na supressao do crescimento celular, induzindo apoptose

ou produzindo espécies reativas de oxigénio intracelulares 261263, Grbovic et al. 2%
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demonstrou que o extrato etandlico de O. vulgare, apresentou citotoxicidade em
duas linhas celulares tumorais (HCT-116 e MDA-MB-231), com valores de ECsp
superior a 140 mg/L.

Outros estudos referem que o dleo essencial de tomilho apresentou
atividade antitumoral em varias linhas tumorais, correlacionando a sua atividade
com conteludo em monoterpenos e a sua capacidade de afetar o stress oxidativo
265,266.

Um estudo com éleo essencial de Thymus vulgaris (33 % de timol, 24 % de
p-cimeno e 9 % de carvacrol) refere que esse OE apresentou capacidade para inibir
a proliferacdo de osteossarcoma humano U20S e de linhas de células PANC-1 de
cancro do pancreas. O efeito antiproliferativo de 1,8-cineol (constituinte principal
dos OEs de C. nepeta—28 % -e T. mastichina — 71 %) também estd descrito na
bibliogafia, para células KB de cancro da boca, salientando a capacidade apoptética
do OEs, via stress mitocondrial 2¢”. Um estudo com éleo essencial de Thymus vulgaris
(timol 33 %, p-cimeno 24 % e carvacrol 9 %) relatou que esse OE inibe a proliferacao
de osteossarcoma humano U20S e de linhas celulares de cancro de pancreas (PANC-
1) 2%8, sugerindo que o seu efeito antiproliferativo se deveu a diminui¢do do nimero
de células na fase S e a sua acumulagao na fase G1, associado, respetivamente, a
diminuicdo da ciclina A e ao aumento dos niveis de proteina p27 do inibidor do ciclo
celular. Bendif et al. ?®°, num estudo efetuado com dleo essencial de Thymus
munbyanus, quimiétipo borneol, demonstrou que este apresentava acdo
antiproliferativa face a linhas celulares tumorais MDA-MB-231, com valores de ECsg
de 97 mg/L e 85 mg/L para os OEs obtidos da flor e da parte aérea da planta

(folha + flor), respetivamente.
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Avaliacao das propriedades antimicrobiana
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4.1. Introdugao

O aparecimento de estirpes microbianas multirresistentes a farmacos é
considerado pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) um problema mundial,
apresentando-se, atualmente, como um dos maiores desafios de Satude Publica 27°.

As infecBes hospitalares e microrganismos multirresistentes sdao um desafio
global na prética clinica e sdo responsaveis por alta mortalidade e morbidade 271273, O
tratamento dessas infe¢Oes geralmente é dificil ou mesmo impossivel com terapias
convencionais ?74. Adicionalmente, os nimeros de estirpes resistentes a varios tipos de
antibacterianos tém aumentado drasticamente a cada ano, disseminando-se pelo
mundo, devido ao uso indiscriminado e extensivo de antimicrobianos em praticas
terapéuticas em humanos e como promotores de crescimento e tratamento de doencas

infeciosas em animais 137275276

Na pratica clinica, os microrganismos patogénicos sdo controlados através do
uso de antimicrobianos, a maioria obtidos por sintese quimica. Os antimicrobianos
classificam-se em antibacterianos, antifungicos e antiviricos.

Os antibacterianos atuam a diversos niveis para inibir o crescimento bacteriano
(Figura 4.1), designadamente ao nivel da sintese da parede celular (Penicilinas e as
Cefalosporinas), no metabolismo do acido félico (Trimetroprim e Sulfametoxazol), ao
nivel da membrana citoplasmatica (PoliMixinas), na sintese proteica (30S-Tetraciclinas;
50S-Eritromicina e Cloranfenicol; e tRNA-Puromicina) e ao nivel dos acidos nucleicos
(RNApolimerase - Rifampicina; DNAgirase — Acido nalidixico, Norfloxacina e

Novobiocina).
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Figura 4.1 - Exemplos das principais estructuras ou etapas metabdlicas afetadas pelos antibacterianos
Adaptado de Madigan et al. 2”7

Os agentes antimicrobianos que possuem um anel B-lactdmico, apresentam
geralmente atividade na inibicdo da sintese da parede celular, o qual interage com
proteinas denominadas PBPs (Penicillin Binding Protein), inibindo o enzima envolvido na
trans-peptidacdo, responsavel pela ligacdo das cadeias tetrapeptidicas do
peptidoglicano e, consequentemente, impedindo a formacao das ligacdes das cadeias
adjacentes do peptidoglicano, provocando uma perda na rigidez da parede celular
bacteriana. Os antimicrobianos da familia dos aminoglicosideos inibem o crescimento
bacteriano, dada a capacidade que possuem de se ligar a membrana citoplasmatica,
entre as cadeias fosfolipidicas, alterando a permeabilidade membranar. Os
antimicrobianos pertencentes a familia das tetraciclinas ligam-se a subunidade
ribossomal 30S, impedindo a ligacdo do aminoacil-tRNA 277,

Os antiflungicos sdao agentes que previnem ou inibem a proliferacdo fungica ou

promovem a destruicdo dos seus esporos. De acordo Kathiravan et al. 7%, os
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antimicdticos ou antifingicos de sintese tem como alvos impedir a sintese da membrana
celular (compostos azdlicos), sintese de quitina (Polioxina D e Nicomicina), inibicdo da
sitese de ergosterol promovendo a disrupc¢do da parede celular (Anfotericina B), sintese
de glucanos (Caspofungina), sintese da esqualeno-epoxidase (Amorolfina), sintese
proteica (Flucitosina) e dos acidos nucleicos (Sordarina), e sintese de microtubulos
(Griseofulvina). Na Figura 4.2 estdo representados os principais alvos terapéuticos dos

antifdngicos.
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Figura 4.2 - Alvos de terapia antifungica
Adaptado de Kathiravan et al. 278

No entanto, devido a similaridade entre a célula humana e as células eucaridticas
dos fungos e a capacidade destes modificarem os antimicrobianos pelos sistemas de
destoxificagdao, o tratamento das infegdes fungicas torna-se muitas vezes ineficiente e
exige uma aplicacdo continuada 27°.

Adicionalmente, o wuso indiscriminado de biocidas para controlo da

contaminacdo microbiana nos bens patrimoniais?®, e de antimicrobianos para preservar
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alimentos e prevenir o crescimento de fungos, nomeadamente fungos do género
Aspergillus, Fusarium and Penicillium produtores de micotoxinas tdxicas para animais e
humanos, tem, também, contribuido para o aumento da resisténcia dos microrganismos
281,282.

A busca constante por novos antimicrobianos aumentou a popularidade e
interesse cientifico no uso de antimicrobianos de origem natural 137, Os extratos vegetais
e 6leos essenciais integram a base de muitas aplicacdes, nomeadamente nas industrias
farmacéutica e alimentar 283, surgem como uma alternativa aos antimicrobianos de
sintese, nomeadamente no tratamento de doencas infeciosas, patologias do sistema
respiratorio, aparelho urinario e gastrointestinal, biliar e sistemas, bem como sobre a
pele 26428 0O uso de dleos essenciais, ricos em compostos terpénicos, podera constituir
uma vantagem relativamente aos farmacos de sintese, designadamente na reducdo da
maioria dos efeitos colaterais, registando-se apenas a ocorréncia de reac¢des alérgicas
quando utilizados em concentra¢des muito elevadas 137256,

A atividade dos 6leos essenciais esta relacionada com a sua composi¢ao quimica
e com as propor¢des e as possiveis interacdes entre os seus constituintes 24’7, De acordo
com M. L. Faleiro 228, destacam-se tés efeitos resultantes da diversidade de compostos
presentes nas complexas misturas de éleos essenciais: adicdo (o efeito combinado é
igual a soma dos efeitos individuais), antagonismo (o efeito da combinacdo dos
compostos é inferior ao efeito quando sdo aplicados individualmente) e sinergismo (o
efeito da combinacdo dos compostos é maior que a soma dos efeitos individuais). Por
este motivo, importa avaliar o efeito da interacdo dos OEs/componentes 2%,

Na maioria dos estudos, a atividade antimicrobiana dos dleos essenciais é
atribuida a presenca de varios compostos terpénicos, que, na sua forma pura, tém
mostrado para atividade antimicrobiana 2%22%, Este potencial podera ser associado ao

291 no entanto, os seus mecanismos de ac¢3o ainda n3o estdo bem

seu caracter lipofilico
. 292 . ’ 7
compreendidos “?“. Considerando o vasto nimero de compostos presentes nos 6leos

essenciais, é natural que a atividade antimicrobiana ndo seja mediada por um Unico
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mecanismo especifico, esperando-se que varios alvos celulares sejam atingidos 247293,
Alguns estudos concluiram ainda que os dleos essenciais possuem maior atividade do
gue a mistura dos seus componentes maioritarios, sugerindo que o menor dos
componentes é fundamental para a atividade, podendo apresentar um efeito
sinergético ou potenciar a sua influéncia ?#”. Geralmente os mecanismos de acdo
antibacteriana de compostos naturais estdo associados a membrana celular, como o
transporte de eletrdes e o gradiente de ides, translocacdo de proteinas, fosforilagao e
outras reacdes enzima-dependentes 247, Os alvos de acdo (Figura 4.3) descritos para os
6leos essenciais sdo a degradacdo da parede celular %4, o distirbio da membrana
citoplasmatica, alteracdo da forca motriz protdnica, fluxo de eletrdes, transporte ativo,
coagulacdo dos constituintes celulares, perda de constituintes celulares, interferéncia
na atividade das desidrogenases mitocondriais e na sintese mitocondrial de ATP,

bloqueando o suprimento energético 292295301,

H*  Forca motriz protonica

Coagulacéo

Perda de citoplasmatica
constituintes Membrana citoplasmaética
celulares

S~

Figura 4.3 - Principais alvos dos 6leos essenciais
Adaptado de Burt ¢ e de Amarjeet Kumar e Kudachikar 2

Parede celular

A presenca de componentes hidrofdbicos nos extratos vegetais, nomeadamente
dleos essenciais, permitem a particdo dos lipidos da membrana celular bacteriana,

desintegrando as estruturas e tornando-as mais permedveis 3%, Nesta altura é pois
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possivel que ocorra a perda de ides e algum teor celular 2932923%  Alguns estudos
referem que os componentes de 6leos essenciais interagem, também com as proteinas
da membrana citoplasmatica 3°3 e que os hidrocarbonetos ciclicos podem agir sobre os
enzimas ATPases, localizados na membrana citoplasmatica 3%¢, alterando a
permeabilidade das membranas citoplasmadtica e mitocondrial, interferindo em varias
fungdes celulares, tais como a manutencdo de energia no processo de transducao,
transporte de solutos, regulacdo do metabolismo e controlo da pressdo 2939, Alguns
Oleos essenciais apresentam capacidade para estimular o crescimento de
pseudomicélios, indicando que podem atuar sobre os enzimas envolvidos na sintese de

componentes estruturais das bactérias 3%.
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4.2, Metodologia

4.2.1. Reagentes

Os antimicrobianos de sintese nistatina, econazol, e cloridrato de tetraciclina
foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Os meios de cultura Muller-Hinton e
Saboroud Dextrose foram adquiridos na Merck KGaA (Darmstadt, Germany). Os meios
de microbiologia Oxoid e os discos de susceptibilidade antimicrobiana foram adquiridos
no ThermoFisher Scientific (Waltham, USA) e os discos estéreis de papel de filtro
Whatman (@= 6 mm) foram adquiridos na Sigma-Aldrich. Todos os outros reagentes e

solventes sao de elevado grau de pureza (Sigma-Aldrich).

4.2.2. Microrganismos

A atividade antibacteriana foi testada usando estirpes patogénicas e comensais
da colecdo de culturas Americana (ATCC - American Type Culture Collection, Maryland,
USA): Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853; e isolados clinicos cedidos pelo Laboratério Flaviano Gusmao,
Evora, Portugal: Enterococcus faecalis LFG 1001, Staphylococcus aureus LFG 1007,
Escherichia coli LFG 1003, Morganella morganii LFG 1008, Proteus mirabilis LFG 04,
Pseudomonas aeruginosa LFG1002, Salmonella enteritidis LFG 1005 e Salmonella
entiritidis serovar Typhimurium LFG 1006.

A atividade antifungica foi determinada para cinco estirpes flngicas
fitopatogénicas, existentes na Colecdo de Culturas do Laboratdrio de Farmacologia e
Toxicologia da Universidade de Evora (LFTUE), Aspergillus niger LFTUE00010, Fusarium
oxysporum LFTUEO0012, Penicillium commune LFTUEO0014, Penicillium chrysogenum
LFTUEOOO015 e Rhizophus stolonifer LFTUEO00118, e para trés estirpes de referéncia
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adquiridas a colecdo de culturas Americana (ATCC - American Type Culture Collection,
Maryland, USA), Aspergillus flavus ATCC 26771™, Aspergillus japonicus ATCC 1042™ e
Rhizophus oryzae ATCC 58106.

4.2.3. Preparacgao das suspensdes de microrganismos

Para os ensaios da avaliagdo da atividade antimicrobiana, foram preparadas
suspensdes dos microrganismos a estudar em soro fisioldgico estéril (NaCl 0,9 %).

Para as bactérias, as suspensdes de células foram preparadas na concentragao
de 108 UFC/mL, correspondente a uma turvacdo de 0,5 na escala de McFarland. Os
ensaios dos microrganismos patogénicos foram realizados em Camara de Fluxo de Ar
Laminar (Airstream®, classe Il, modelo AC2-4E1) no Laboratdrio de Biotecnologia da
Universidade de Evora 37.

Para as suspensdes de fungos, as suspensdes de esporos foram preparadas de
na concentracdo correspondente a 108 UFC/mL (contagem em cdmara de Neubawer).
Para determinar a concentragdao minima inibitéria, as suspensdes foram diluidas em
meio de cultura de 108 UFC/mL para 2x10° UFC/mL.

Todas as suspensdes preparadas e todos os ensaios microbioldgicos foram

realizados tendo em conta as condigdes de assepsia.

4.2.4. Método de difusdao em meio sdlido

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana prepararam-se os meios de cultura
adequados para os microrganismos em estudo: MH (Muller-Hinton Agar) para bactérias
e SDA (Saboroud Dextrose Agar) para fungos filamentosos. Os meios foram esterilizados

em autoclave a 115 °C/15 min e armazenados a temperatura ambiente 3%,
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Posteriormente procedeu-se a liquefacdo dos meios e distribuicdo em placas de
Petri. As placas foram inoculadas por espalhamento, com 100 uL da suspensao contendo
108 UFC/mL. Colocaram-se trés discos equidistantes de papel Whatman estéril
(@ = 6 mm) em cada placa.

O dleo essencial (5 pL) foi aplicado nos discos, em triplicado, para cada cultura
microbiana 398310, Também se efetuaram controlos positivos de crescimento dos
microrganismos. Adicionalmente foram efetuados controlos padrdao com
antimicrobianos de sintese: antibacterianos especificos para cada estirpe bacteriana 3%,
e nistatina (33 ug, correspondendo a dose terapéutica 1000 Ul) e econazol (50 ug). Para
as testemunhas, prepararam-se placas contendo o indculo e aplicaram-se discos de
papel Whatman estéril 3°7311, De modo a evitar a volatilizacdo do dleo essencial
procedeu-se a pré-incubacdo das placas de Petri durante duas horas a 4 °C3%,
Posteriormente procedeu-se a incubacgdo das culturas em estufa a 37 °C/24 horas para
as bactérias e 28 °C/4-5 dias para os fungos filamentosos.

Os resultados obtidos para os o6leos essenciais foram interpretados e
classificados em trés categorias, de acordo com a classificacdo de Aboul Ela et al. 312
fortemente ativos (@ > 8 mm), moderadamente ativos (6 mm < @ < 8 mm) e inativos

(@ < 6 mm). Os resultados foram interpretados de acordo com as normas NCCLS 323,

4.2.5. Concentragcao minima inibitéria

A concentracdo minima inibitéria (CMI) dos éleos essenciais foi determinada em
meio liquido (microdiluicdo), de acordo com o método de referéncia para testar a
atividade dos agentes microbianos 3%, efetuando as alteracdes necessarias para o
estudo de dleos essenciais. As suspensdes de microrganismos (indéculos) foram
preparadas como descrito anteriormente. Em microplacas de 96 pogos estéreis,
adicionou-se 100 puL de indéculo a 100 pL de cada concentracdo de dleo essencial

(diluicdes seriadas de 31,25 a 2000 pg/mL) preparadas em meio de cultura
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suplementado com DMSO (6 %) e Tween 20 (2,5 %). Efetuaram-se ainda dois controlos
contendo 100 uL de meio suplementado com DMSO (6 %) e Tween 20 (2,5 %) e 100 pL
de inoculo (controlo de crescimento) ou de meio (controlo negativo). Adicionalmente,
determinou-se ainda a concentragdao minima inibitéria do hidroclorato de tetraciclina
(1-12000 pg/mL), para a nistatina (2 a 60 pg/mL) e para o econazol (0,1 a 4,0 ug/mL).
Todos os ensaios foram realizados em triplicado. As placas foram incubadas a 37 °/18
horas para as bactérias e 25 °C/3 dias para os fungos e, posteriormente, o crescimento
do microrganismo foi determinado pela leitura visual direta.

A concentragdao minima inibitdria é definida como a menor concentragdo do
agente antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento do microrganismo,

sendo a resposta evidenciada pela turvacdo do meio 34,

Adicionalmente, foi ainda determinado a concentracdo minima bactericida ou
fungicida, por avaliacdo do crescimento em meio sélido das solu¢des ide concentragdes
onde nao se verificou qualquer crescimento microbiano nos ensaios de microdilui¢ao.
Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura e tempo pré-definidos:
37 °C/24 horas para as bactérias e 28 °C/4-5 dias para os fungos filamentosos. Como
valor de concentracdo minima bactericida/fungicida considerou-se a concentracgdo para

a qual ndo se observou crescimento microbiano.
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4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Atividade antibacteriana

Os 6leos essenciais apresentaram um largo espectro de agao antibacteriano, com
capacidade inibicdo do crescimento das estirpes Gram-positivas (

Figura 4.4) e Gram-negativas (Figura 4.5).

Relativamente as estirpes Gram-positivas, observou-se que o éleo essencial com
maior potencial antimicrobiano foi o de O. virens que apresentou capacidade para inibir
totalmente o crescimento das estirpes E. faecalis ATCC 29219, S. aureus ATCC 29213 e
S. epidermidis ATCC 12228. Observou-se ainda que os 6leos essenciais de L. pedunculata
e M. pulegium inibiram totalmente o crescimento da estirpe S. epidermidis ATCC 12228,
enguanto o dleo essencial de C. nepeta (Primavera) inibiu totalmente o crescimento da
estirpe S. aureus ATCC 29213 e o 6leo essencial de M. spicata apresentou capacidade
para inibir totalmente o crescimento da estirpe S. aureus LFG 1007.

As estirpes bacterianas Gram-(+) estudadas apresentaram sensibilidade a todos
os OEs estudados (@ = 6 mm), a exce¢do da estirpe E. faecalis ATCC 29212 que
apresentou resisténcia ao 6leo essencial da parte aérea folha + espiga (Mix) de L. luisieri.
E ainda importante referir que as duas estirpes de E. faecalis e a estirpe S. epidermidis

ATCC 12228 apresentaram resisténcia a tetraciclina (@ < 14 mm).

Os valores de CMI para os dleos essenciais face as estirpes Gram-(+) e Gram-(-)
estao representados no Quadro 4.1 e Quadro 4.2, respetivamente, enquanto os valores
de CMI e CMB da tetraciclina encontram-se em anexo (Anexo Il - Quadro A.1). No ensaio
em meio liquido, os OEs que apresentaram melhor atividade antibacteriana face as
estirpes Gram-(+) foram os OEs das folhas de L. luisieri e de L. viridis, com valores de CMI
a variarem entre 0,1 e 0,5 uL/mL. Para os restantes OEs, os valores de CMI sdo

superiores a 0,8 uL/mL.
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Figura 4.4 — Atividade antibacteriana pelo ensaio de difusdo em meio sélido para as estirpes bacterianas

Gram-positivas.

92




Capitulo IV

Quadro 4.1 - Valores de CMI (uL/mL) dos dleos essenciais para as estirpes bacteriana

Gram-positivas

L. luisieri

L. pedunculata

L. viridis

C. nepeta

M. spicata
M. pulegium
O. virens

T. mastichina

F. vulgare

Mix
Mix
f
Mix
Mix
(P)
Mix
(0)
Mix
Mix
Mix
Mix
Mix

0,1
1,1
>2,1
>2,1
0,1
>2,1

2,2

>2,0

>2,2
>2,1
>2,2
>2,2
>2,2

0,5
0,5
>2,1
>2,1
n.d.
>2,1

1,1

>4,0

>4,0
1,1-2,1
>2,2
>2,2
>2,2

0,3
0,3
>2,1
>2,1
0,1-0,3
>2,1

0,5

>2,0

2,2
1,1-2,1
0,6-1,1

>2,2
>2,2

0,3
0,3
1,6
0,5-1,0
n.d.
>2,1

1,1

2,0

2,2
1,1-2,1
>2,2
>2,2
>2,2

0,1
0,3
>2,1
>2,1
0,1
>2,1

0,8

>2,0

>2,2
1,1-2,1
>2,2
>2,2
>2,2

Legenda: f —folha; e — espiga; Mix — parte aérea (folha + espiga), n. d. — ndo determinado, P — Primavera,

O —Outono
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Quadro 4.2 - Valores de Concentragdao Minima Inibitéria (CMI) dos 6leos essenciais
para as estirpes bacterianas Gram-negativas

f >1,1 0,5 0,5 0,3 >1,1 0,3 0,8-1,1 0,8-1,1
L. luisieri e >1,1 0,5 0,5 0,3 >1,1 0,3 0,8 1,1
Mix 1,1 >2,1 0,3 >2,1 1,1 0,3 >2,1 >2,1
L. pedunculata Mix 1,0-2,1 1,0-2,1 n. d. 0,3-0,5 >2,1 1,0-2,1 0,07-0,13 1,0-2,1
f 1,1 >2,2 0,8-1,1 0,8-1,1 1,1 0,5-8,8 0,5-0,8 0,8-1,1
L. viridis
Mix >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2
'}’I'D')X 0,9 1,9 0,9 0,9 n. d. 0,9 0,9 1,9
C. nepeta Mix
(0) 1,0 >2,0 0,7 1,0 1,0 1,0 0,7 >2,0
M. spicata Mix 1,1 2,2 0,8 2,2 1,1 1,1 0,8 >2,2
M. pulegium Mix 1,1-2,1 1,1-2,1 n. d. 0,3-0,5 1,1-2,1 1,1-2,1 0,5-1,1 1,1-2,1
0. virens Mix 1,1-2,2 1,1-2,2 n. d. 0,6-1,1 >2,2 1,1-2,2 >2,2 >2,2
T. mastichina Mix >2,2 1,1-2,2 n.d. 0,5-1,1 1,1-2,2 1,1-2,2 < 0,07 >2,2
F. vulgare Mix 2,2 1,1 0,8 1,1 1,1 1,1 1,1 >2,2
Legenda: f — folha; e — espiga; Mix — parte aérea folha + espiga, n. d. — ndo determinado, P — Primavera,
O —Outono

Os resultados sugerem que os 6leos essenciais apresentaram essencialmente um
efeito bacteriostdtico, nas concentracbes testadas. O cloridrato de tetraciclina
apresentou atividade bactericida para as estirpes de S. aureus LFG 1007, P. aeruginosa
LFG 1002, E. coli ATCC 25922 e P. mirabilis LFG 1004, com valores compreendidos entre
125 pg/mL e 500 pug/mL. O cloridrato de tetraciclina apresentou atividade bactericida
para as estirpes de S. aureus LFG 1007, P. aeruginosa LFG 1002, E. coli ATCC 25922 e P.

mirabilis LFG 1004, com valores compreendidos entre 125 pug/mL e 500 pg/mL.
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E importante referir que as estirpes utilizadas no estudo sdo isolados clinicos,
patogénicas e/ou patogénicas oportunistas, que apresentam, na sua maioria, resisténcia
aos antimicrobianos de sintese, sendo, portanto, necessario pesquisar novos compostos
aos quais estes microrganismos sejam sensiveis e que poderdao ser posteriormente
aplicados na terapéutica.

Neste estudo de atividade antibacteriana, observamos que as bactérias Gram-(-)
apresentaram maior resisténcia aos 6leos essenciais. Esta resisténcia pode dever-se ao
facto das estirpes bacterianas possuirem uma parede exterior, composta por
lipopolissacaridos, circundante da parede celular de peptidoglicano, que constitui uma
barreira aos 6leos essenciais 31°. A elevada atividade antibacteriana observada para o
6leo essencial de O. virens face a estirpes Gram-positivas e Gram-negativas pode estar
correlacionado com o elevado teor de compostos hidrocarbonetos monoterpénicos e
monoterpenos fendlicos, capazes de desintegrar a membrana externa de estirpes
Gram-negativas 316, Adicionalmente, alguns estudos indicam que os dleos essenciais
com elevados teores de 1,8-cineol tém apresentado elevada atividade antibacteriana

para estirpes Gram-negativas e Gram-positivas 317318,

4.3.2. Atividade antifungica

Os 6leos essenciais apresentaram um largo espectro de acdo antifungico (

Figura 4.6). A estirpe A. japonicus apresentou elevada sensibilidade aos 6leos
essenciais das folhas de L. luisieri e L. viridis, C. nepeta (Primavera), M. spicata, O. virens
e F. vulgare, observando-se inibicdo total do crescimento. A. niger apresentou inibicdo
total do crescimento na presenca dos 6leos essenciais de L. luisieri (folha), C. nepeta
(Primavera) e M. spicata e apresentou resisténcia ao 6leo essencial de C. nepeta
(Outono). A. flavus apresentou inibicdo total do crescimento na presenca dos OEs M.

spicata e O. virens.
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F. oxysporum apresentou inibi¢ao total do crescimento na presenga dos 6leos
essenciais de L. luisieri (folhas), L. viridis (folhas), M. spicata e O. virens.

As estirpes Penicillium spp. apresentaram inibicdo total do crescimento face aos
Oleos essenciais de L. luisieri (folhas), L. viridis (folhas), M. spicata, O. virens, e F. vulgare.
A estirpe Penicillium chrysogenum apresentou elevada sensibilidade ao dleo essencial
de C. nepeta (Outono), com inibicdo total do crescimento, enquanto a estirpe Penicillium
commune apresentou baixa sensibilidade, com um halo de inibigdo de 6 mm.

As estirpes de Rhizopus spp. apresentaram também elevada sensibilidade aos
oleos essenciais de C. nepeta (Outono) e O. virens, com inibicao total do crescimento.
Observou-se ainda inibicdo total do crescimento da estirpe R. oryzae na presenca do
6leo essencial de M. spicata enquanto para a estirpe R. stoloniffer observou-se elevada
sensibilidade, com um halo de inibicdo de 21 mm. A estirpe R. stoloniffer apresentou
resisténcia ao OE de C. nepeta (Primavera), enquanto que R. oryzae apresentou muito
baixa sensibilidade, com um halo de inibicdo de 6 mm.

Os 6leos essenciais que apresentaram maior atividade antifungica foram os éleos
essenciais de M. spicata e O. virens, que os seus halos de inibicdo eram equivalentes ou

superiores aos antifungicos de sintese nistatina e econazol.
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No Quadro 4.3 estdo representados os valores de CMI dos 6leos essenciais face
as estirpes fungicas. Os valores de CMI e CMF da nistatina e do econazol estdo no anexo

(Anexo Il - Quadro A.1).

Quadro 4.3 - Valores de CMI (uL/mL) dos dleos essenciais para as estirpes fungicas

f 0,3 0,3 >1,1 0,5 0,3 0,3 >2,1 >2,1
L. luisieri e 0,5 0,5 1,1 1,1 0,3 0,3 >2,1 >2,1
Mix 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1
L. pedunculata  Mix >2,1 >2,1 >2,1 >2,1 >2,1 >2,1 >2,1 >2,1
f 2,2 2,2 1,1-2,2 1,1-2,2 2,2 2,2 2,2 2,2
L. viridis
Mix 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1 1,6-2,1
';/:;( 0,7 0,7 0,5 0,5 0,5 0,5 0,9 1,9
C. nepeta Mix
0) >2,0 >2,0 >2,0 >2,0 >2,0 >2,0 >2,0 >2,0
M. spicata Mix 1,1-2,2 1,1-2,2 0,6-1,1 >2,2 0,6-1,1 1,1-2,2 1,1-2,2 1,1-2,2
M. pulegium Mix 1,1-2,1 >2,1 0,3-0,5 >2,1 1,1-2,1 1,1-2,1 >2,1 >2,1
0. virens Mix >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2
T. mastichina Mix >2,2 >2,2 >2,2 1,1-2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2
F. vulgare Mix 1,1 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2 >2,2

Legenda: f — folha; e — espiga; Mix — parte aérea (folha + espiga), P — Primavera, O — Outono

As estirpes fungicas em estudo apresentaram sensibilidade a nistatina, com
valores de CMI entre 1,9 ug/mL (A. japonicus) e 30 ug/mL (R. oryzae). Os valores de CMF
foram superiores a 3,9 pug/mL, sendo que a estirpe A. japonicus foi a mais sensivel a
nistatina.

O econazol também apresentou elevada capacidade para inibir o crescimento

das estirpes fungicas, com valores de CMI compreendidos entre 0,06 — 1 pug/mL e os
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valores de CMF variaram entre 0,1 pg/mL e 2,0 ug/mL, observando-se que as estirpes
Aspergillus foram as que apresentaram valores mais baixos.

Relativamente aos 6leos essenciais, observou-se que nas concentracoes testadas
apenas o OE de horteld na concentracdo de 2,2 uL/mL apresentou a¢do fungicida. Os
restantes dleos essenciais apresentaram acao fungiostdatica nas concentracdes testadas.

Os dleos essenciais em estudo apresentaram elevada atividade antifingica,
sugerindo o seu potencial como aditivos alimentares no controlo do crescimento de
fungos filamentosos. Esta propriedade é especialmente importante porque os fungos
filamentosos e os seus esporos podem representar uma ameaca a saide humana, uma
vez que sdao muitas vezes responsaveis por reacdes asmaticas e alérgicas. Além disso,
muitos dos fungos filamentosos sdo capazes de produzir moléculas tdxicas, as
micotoxinas, e algumas podem ser cancerigenas, nomeadamente as aflotoxinas, que

podem ser absorvidas por ingestdo de alimentos contaminados 3°,

A bibliografia refere que 6leos essenciais ricos em compostos terpénicos, como
o carvacrol, canfora e timol (como por exemplo os OEs de M. spicata, O. virens e L.
pedunculata) apresentaram atividade antimicrobiana, sugerindo que estes
componentes sdo responsaveis pela atividade antimicrobiana dos OEs, quer porque se
apresentam como compostos maioritarios quer pelo facto de desempenharem um
papel importante devido aos efeitos sinergéticos 272320321 Alguns estudos efetuados
com 6leos essenciais e 0s seus componentes maioritarios demonstraram que a mistura
da totalidade dos seus componentes apresentou maior atividade que a mistura dos seus
constituintes maioritarios 247321322 Adicionalmente, alguns estudos prévios tém
demonstrado que a atividade antimicrobiana de um composto aumenta na presenca de
grupos funcionais contendo oxigénio (por exemplo, linalol, acetato de linalilo e

geraniol), sugerindo uma correlacdo entre a estrutura dos terpenos e a sua atividade

303,323-325
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Estudos oleos essenciais de Lavandula spp. referem que estes apresentaram
atividade antibacteriana e antifungica. Um estudo refere que as estirpes E. coli, P.
aeruginosa e S. aureus foram sensiveis ao OE de Lavandula bipinnata 3%6. O éleo
essencial de Lavandula luisieri apresentou atividade antibacteriana para estirpes de
Staphylococcus e Streptococcus 32, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 327328 Estudos efetuados com éleos essenciais de Lavandula
spp. do Centro e sul de Portugal demonstraram que estes 6leos essenciais apresentaram
elevada atividade antifungica para estirpes Cryptococcus neoformans, Candida spp. e
Aspergillus spp. 3437329,

Na literatura é referido que o d6leo essencial de C. nepeta apresenta atividade
antimicrobiana para as estirpes E. coli, S. aureus, P. aeruginosa 1% e S. typhimurium 193,
Estudos prévios atribuiram o seu amplo espectro de acdo antimicrobiana ao elevado
teor em monoterpenos oxigenados. A atividade antifungica tem sido correlacionada
com o elevado teor em dlcoois, nomeadamente 1,8-cineol, isopulegol e
mentol 247,316,322,330.

Os resultados antimicrobianos observados para o OE de M. spicata estao de
acordo com a bibliografia que refere que o OE desta planta apresenta elevado espetro
de atividade antibacteriana. Na literatura, existem diversos estudos de atividade
antimicrobiana para este 6leo essencial (M. spicata), onde é evidenciado que possui
maior capacidade de inibicao do crescimento microbiano do que alguns antibacterianos
de sintese como a estreptomicina e penicilina. Alguns autores atribuem o potencial
antimicrobiano do OE de M. spicata aos constituintes carvona e cis-carveol 3%°,

O 6leo essencial de M. pulegium, apesar de ndo se revelar tdo eficaz quanto o OE
de M. spicata, também apresentou algum efeito inibitério do crescimento microbiano.
No entanto, quando é testada uma solugdo composta por estes dois 6leos essenciais, foi
observado um elevado potencial antibacteriano. Este facto deve-se ao efeito sinergético
entre a carvona, um composto maioritario do OE de M. spicata (56,6 %), e a pulegona,

um composto maioritario do OE de M. pulegium (79,7 %), quando se encontra em
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elevadas concentracdes 31°. Estudos realizados com OE de M. pulegium atribuem o seu
potencial antimicrobiano nao sé ao elevado teor em pulegona, mas também ao efeito
sinergético dos componentes minoritarios 33332,

Sao poucos os estudos efectuados com éleo essencial O. virens verde, no entanto
estudos prévios com éleo essencial de O. vulgare demonstraram o seu potencial
antimicrobiano face a fungos e micorganismos potencialmente patagénicos
relacionados com a alimentacdo 333334, atribuindo esta propriedade ao elevado teor de
carvacrol 33°, Lambert et al. °°, num estudo efetuado com dleo essencial de orégdo e os
seus principais constituintes timol e carvacrol, concluiram que a mistura adequada de
carvacrol e timol, tal como acontece no dleo essencial de orégdo, pode exercer a inibicao
total do crescimento devido a danos na integridade da membrana, afetando a
homesostase do pH e o equilibrio idnico da célula. No éleo essencial de O. virens em
estudo, n3ao se observou a presenca de carvacrol, podendo a sua atividade
antimicrobiana ser correlacionada com o elevador teor em timol 3%,

Em estudos efetuados com Thymus spp. incluindo T. mastichina, observou-se
que estes Oleos essenciais apresentaram acdo antibacteriana 33° e antifingica 3%,
correlacionando-a com os seus compostos maioritarios carvacrol, timol, p-cimeno e
borneol 33. Os nossos resultados estdo de acordo com os resultados prévios realizados
com espécies Thymus da regido Mediterranea 339341,

Estudos relacionados com o potencial antibacteriano do 6leo essencial de
F. vulgare revelaram que este OE é eficiente no combate a estirpes bacterianas
contaminantes de alimentos. Contudo, a eficacia de um éleo essencial na inibicdo de
patogénicos em produtos alimentares estd diretamente relacionada com o pH do
alimento. Uma solugdo para o pH do alimento nao interferir com a capacidade inibitéria

dos OEs parece ser a mistura de éleos essenciais 31°,

O largo espectro de acdo antimicrobiana dos d6leos essenciais observado neste

estudo pode ser relacionado com o seu alto conteddo em monoterpenos oxigenados e
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de compostos, que atuam simultaneamente, impedindo o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia. Além disso, podem apresentar intera¢des sinérgicas entre
os compostos dos OEs, potenciando o seu efeito antimicrobiano, o qual ndo pode ser
associado a um componente ou mecanismo de acdo 34343, Adicionalmente, devido ao
carater lipofilico dos OEs, o potencial antimicrobiano dos OEs pode estar correlacionado
com a alteracdo das estruturas e das propriedades da membrana celular e a
consequente alteracdo da permeabilidade 297:316:322,

Os resultados obtidos para os dois métodos podem diferir devido a diversos
fatores, nomeadamente as diferencas no crescimento microbiano, a exposicao de
microrganismos ao 6leo essencial, a solubilidade dos componentes do OE, e ao uso e
quantidade de emulsionante 34434, Estes e outros elementos podem ser responsaveis
pelas grandes diferencas observadas nos ensaios de difusdo em agar e em meio liquido
(CMI). In vivo, podem ser necessdrios estudos para confirmar a validade de alguns dos

resultados obtidos. 3.
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CapituloV

5.1. Introdugao

Muitos compostos resultantes do metabolismo secundario das plantas,
isolados em extratos de plantas medicinais sao utilizados como modelos para sintese de
compostos como agentes terapéuticos, e aditivos alimentares. A par dos produtos de
sintese industrial, os extratos e OEs de plantas aromdticas sdo cada vez mais aplicados
em Fitoterapia, sendo amplamente utilizadas nos paises em desenvolvimento como tra-
tamentos alternativos .

A Organizacdao Mundial da Saude estima que mais de 80 % da populacao
mundial recorre a produtos a base de extratos de plantas e/ou dos seus componentes
ativos para diversos fins, inclusive os cuidados de satde >°. Por serem de origem natural,
existe a percecdo de que a aplicacdo de extratos de plantas medicinais, no tratamento
de algumas patologias, é seguro e eficaz, sendo essas, muitas vezes, utilizadas no trata-
mento de doencas crdnicas associadas com medicamentos convencionais *#/. No en-
tanto, estudos recentes demonstraram que o uso de alguns medicamentos fitoterapicos
ndo estdo isentos de toxicidade, podendo ser acompanhados de efeitos adversos graves,
que incluem, entre outros, insuficiéncia renal e hepatotoxicidade 34834, Assim, é neces-
sario adotar medidas para promover o uso correto e seguro dos fdrmacos provenientes
da medicina tradicional, incluindo desenvolver estudos toxicoldgicos in vitro e in vivo
para avaliar a toxicidade destas substancias e definir um intervalo de referéncia em que
estes possam ser ingeridos sem induzir toxicidade 34830,

Os dleos essenciais tém ganho popularidade e interesse cientifico, podendo vir a
constituir uma alternativa aos farmacos de sintese 24182276 Avaliar a composicdo em
compostos ativos e respetivos mecanismos de acdo presentes nos 6leos essenciais é um
grande desafio devido grande diversidade de compostos que poderdo contribuir para a
mesma atividade. Por outro lado, a ampla utilizacao dos 6leos essenciais como farmacos
ativos ou como adjuvantes na preparacdao de medicamentos tem reforcado a

necessidade de uma maior sensibilizacdo sobre os potenciais efeitos adversos,
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incluindo toxicidade aguda e crdnica e interacdes com outros farmacos, visto que
algumas atividades bioldgicas dos éleos essenciais decorrem da sua interagdo com
funcdes e mecanismos da fisiologia humana ou animal 3°L. Assim, a selecdo de
bioensaios para determinar a toxicidade e o efeito especifico sdo etapas importantes.

Os teste de bioatividade devem ser simples, sensiveis e reprodutiveis 3233,

O ensaio de letalidade com Artémia salina é uma metodologia amplamente
utilizada na linha de pesquisa de produtos naturais para avaliar o potencial tdxico de
extratos e substancias isoladas por ser um pequeno crustaceo de facil manuteng¢dao em
condicOes laboratoriais de laboratério e porque é altamente sensivel a uma variedade
de substancias quimicas 3°43°°, Este ensaio, com determina¢do de valores da
concentracao letal (CLso), € um bioensaio simples, barato, seguro e de resposta répida e
permite avaliar a toxicidade em geral, sendo considerado um ensaio preliminar no
estudo da bioatividade de extratos vegetais, correlacionando-a com a sua citotoxicidade
355,357-359 Contudo, o principal objetivo dos ensaios toxicoldgicos é a predicdo dos
possiveis efeitos adversos manifestados por humanos quando expostos a substancia
guimica, seja ela um medicamento, um pesticida, um agente quimico industrial ou
outros, sendo os modelos animais os mais utilizados para este propdsito 3%°. A
toxicidade dos extratos de plantas, expressa como valores de Clso, é geralmente
comparada com o indice de toxicidade de Meyer ou Clarkson. De acordo com o indice
de toxicidade de Meyer, extratos com valores de CLsp < 1000 pug/mL sdo considerados
como toxicos, enquanto extratos com valores CLsg > 1000 pg/ml sdo considerados como
nao-toxicos. De acordo com o indice de toxicidade de Clarkson: valores de
ClLso > 1000 pg/mL sdo considerados ndo toxicos, valores de 500 < Clso < 1000 pg/mL
sdo indicadores de baixa toxicidade, valores de 100 < CLsg < 500 pug/mL sdo indicadores
de toxicidade e valores Clso< 100 pg/mL indicam elevada toxicidade. Assim, é
considerado que os OEs com valores de Clso inferiores a 500 pg/mL apresentam

toxicidade 187354358361 De acordo com o indice de toxicidade de Maria Lysete A Bastos

108



CapituloV

et al. 38, o dleos essenciais podem ser classificados em trés niveis de toxicidade: ndo
toxico (CLso> 1000 pg/mL), baixa toxicidade (500 < CLso £ 1000 pg/mL) e téxico (Clso <
500 pg/mL).

Um outro parametro que é possivel aferir é a concentragdo maxima tolerada
(CMT ou LCy). Este conceito deriva do conceito de dose maxima tolerada (DMT ou LDo),
desenvolvido por toxicologistas de mamiferos, que define a dose além da qual uma
toxicidade ou agao especifica ndo pode ser atribuida a uma substancia de teste devido
ao estado comprometido do organismo 3%, No caso do bioensaio com A. salina, a
concentracdo maxima tolerada corresponde a maior concentragdao de uma substancia
em um meio ambiental que n3o causa a morte de organismos ou espécies testadas 363,

Adicionalmente, alguns estudos demonstraram que existe uma boa correlagao
entre os resultados da Clso obtida com pelo ensaio de letalidade em A. salina e os

resultados da toxicidade oral aguda em ratinhos ¢4,

5.1.1. Experimentagao animal

A experimentacdao animal, parte integrante da pesquisa de novas terapias,
farmacos e organismos geneticamente modificados, é controversa e tem provocado
consideraveis e crescentes preocupacdes politicas e publicas, nomeadamente no que
concerne aos aspetos morais que envolvem o direito do homem sobre os animais e a
relacdo entre os riscos e beneficios 3°°.

A experimentagdao animal é uma pratica exclusiva a comunidade cientifica.
Neste contexto, o modelo animal possibilita a avaliagao farmacoldgica e toxicolégica no
organismo vivo, permitindo avaliar toda a dindmica metabdlica, desde a administracdo
e testar a recuperagdo dos animais apds interrupcao do tratamento. O modelo animal é
ainda vital para estudos de absorcdo, metabolismo, distribuicdo e excrecio (ADME) de
medicamentos. Estes estudos, embora ndo sejam estudos estritamente de toxicidade,

sdo usados para avaliar a quantidade de produto quimico ou farmacéutico que é
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absorvido no animal, onde é distribuido no corpo, como é alterado pelo metabolismo, o
tempo decorrido desses eventos e como e a que taxa o material é eliminado do corpo
366.

Em Portugal, os estudos com animais sao regulamentados pelo Decreto-Lei
n.2 113/2013 de 7 de agosto que transp&e a Diretiva n.2 2010/63/UE, do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 22 de setembro de 2010, relativa a protecdo dos animais
utilizados para fins cientificos. Através destas diretivas, é reconhecido que os animais
tém um valor intrinseco, que deve ser respeitado, devendo ser tratados como criaturas
sencientes, tendo em conta os fatores que influenciam o seu bem-estar, bem como a
sua capacidade para sentir e manifestar dor, sofrimento, angustia e dano duradouro.
Assim sendo, foi determinado que a utilizagcdo de animais em procedimentos deve ser
limitada aos dominios em que essa utilizacdo proporcione beneficios para a saude
humana ou animal, ou para o ambiente, sendo necessario promover o desenvolvimento
de abordagens alternativas e garantir um elevado nivel de protecdo dos animais 367,38,

Os cuidados a prestar aos animais e a sua utilizacdo para fins cientificos regem-se
pelo Principios dos 3Rs: Replace (Substituir), Reduction (Reduzir), Refinement (Refinar),
nomeadamente no tocante a escolha dos métodos que deverdao ser aplicados,
conferindo preferéncia a utilizacdo de métodos alternativos 3%%. De modo sucinto, o
principio dos 3Rs preconiza a redugao do numero de animais utilizados nos
procedimentos cientificos, a melhoria na orientacdo dos estudos, a redugdo do
sofrimento ao minimo possivel, e a busca de novos métodos para substituirem os

métodos in vivo 3.
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5.1.2. Biomarcadores na avaliagdo de toxicidade

Varios sdao os parametros biolégicos que podem estar alterados como
consequéncia da exposicdo a um agente toxico, importando, mais do que determinar a
dose letal, avaliar de que modo e quais vias metabdlica afetadas. Assim, toda substancia
ou seu produto de biotransformacdo, assim como qualquer alteracdo bioquimica
passivel de ser determinada nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar exalado e avalie a
intensidade da exposicdo e o risco a saude pode ser um indicador
bioldgico — biomarcador 369370,

A quantificacdo dos biomarcadores, por permitirem inferir acerca de modo de
acdo dos téxicos sobre as vias bioquimicas e enzimaticas especificas, podem avaliar
alteragdes subtis na organizacdao e funcionalidade dos organismos expostos,
manifestagdes precoces de lesdo celular induzida quimicamente e morte celular, antes
da ocorréncia e estabelecimento dos danos, permitindo estabelecer rela¢gdes de
causalidade entre a agressao tdxica e o comprometimento de multiplos mecanismos de

regulacdo no organismo 371373,

5.1.1.1. Biomarcadores de hepatotoxicidade

O figado desempenha uma fungao central na biotransformacao e disposicao dos
xenobidticos (ADME). Sendo um 6rgdo vital nos processos de desintoxicacao, o figado
pode sofrer lesdes, mesmo que assintomaticas, em casos de toxicidade. O figado
metaboliza substancias enddgenas e exdgenas pelo processo de biotransformacao,
permitindo a sua eliminacdo 374, estando constantemente exposto a uma grande
numero de substdncia exdgena e seus metabolitos. O metabolismo de compostos
exdgenos pode modular as propriedades do xenobidtico, aumentando sua toxicidade

(toxicidade ou ativacdo metabdlica) ou diminuindo sua toxicidade (desintoxica¢do) 37°.
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A avaliacdo da funcdo hepatica nos ensaios de toxicidade aguda é fundamental
para um melhor conhecimento dos efeitos téxicos de uma substancia/mistura 376378, A
avaliacdo da funcdo hepatica pode ser avaliada por estudos histopatoldgicos e/ou
complementada com a quantifica¢cdo de biomarcadores hepatotoxicidade 375,

A alteragao da permeabilidade membrana hepatocelular, causada por lesdao ou
disturbio metabdlico, resulta na libertacdo de enzimas citosélicos soltveis, provocando
a sua elevagdo no sangue 378, Enzimas séricos como aspartato aminotransferase (AST),
alanina transaminase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP) sao biomarcadores uteis de lesdo
hepética 374,379—382.

As aminotransferases ALT e AST encontram-se principalmente no figado, mas
estdo presentes nos globulos vermelhos, células cardiacas, tecidos musculares e outros
drgdos, como o pancreas e rins. A atividade da ALT é o biomarcador de hepatotoxicidade
mais frequentemente utilizado, sendo o parametro mais especifico para detetar
anormalidades hepaticas, apesar de atividades enzimaticas mais baixas também serem
encontradas nos musculos esqueléticos e no tecido cardiaco. Este enzima hepatico
desempenha um importante papel no metabolismo dos aminodcidos e na
gliconeogénese, catalisando a transferéncia redutiva de um grupo amina da alanina para
o a-cetoglutarato para produzir glutamato e piruvato. Esta enzima permite detetar
necrose hepatocelular 37437>, O enzima AST, catalisa a reacdo de transaminacdo
convertendo a alanina em piruvato e glutamato. Além do figado, também é encontrado
em outros drgdos, como coracao, musculo, cérebro e rim. Portanto, lesées em qualquer
um desses tecidos podem causar um nivel sanguineo elevado. Niveis elevados de AST
geralmente predominam em pacientes com cirrose e até mesmo em doencas hepaticas
que normalmente apresentam um aumento da ALT 37437,

A fosfatase alcalina, responsavel pela hidrélise em meio alcalino de pirofosfatos
inorganicos de um vasto e variado conjunto de substratos, estd presente nos epitélios
da mucosa do intestino delgado, tubulo proximal do rim, osso, figado e placenta. A

atividade da ALP, em conjunto com a atividade das aminotransferases, pode ser muito
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util na avaliacdo da toxicidade hepatica pode ser medida em qualquer tecido, mas para

fins de diagndstico é normalmente medida no soro 374375380383,

5.1.1.2. Biomarcadores de nefrotoxicidade

Os rins e os seus canais de drenagem compdem o sistema urinario; um conjunto
de érgaos que tem como principal fun¢do a extracao dos metabolitos sollveis do sangue
e posterior excrec¢do, regulando o equilibrio dos fluidos corporais 384, Assim, a
semelhanca do figado, com importantes funcbes de desintoxicacdo, os rins podem
sofrer lesdes em casos de toxicidade 37838238

O nefronio é considerado a unidade funcional do rim. Cada rim possui cerca de
um milh3do de nefrénios. No processo de formacgdo de urina as estruturas intervenientes
do nefrénio sdo o crepusculo renal e a capsula de Bawman, o tubo contornado proximal,
a ansa de Henle, o tubo contornado distal e o tubo coletor 384,

A urina resulta de trés processos: filtracdo, reabsorcdo e secre¢do. Na filtracao
ocorre a passagem nao seletiva de moléculas de pequenas dimensdes dos capilares
glomerulares para os tubulos renais. Na reabsor¢ao, pequenas moléculas sao devolvidas
seletivamente ao fluido intersticial. Na secrecdo, as moléculas sdo adicionadas ao
filtrado para serem excretadas 37438238 Em condi¢des normais, a urina apresenta uma
coloracdo amarelo-palida, pH acido e um odor caracteristico. A nivel microscépico, o
sedimento urindrio podera conter fragmentos celulares, compostos dissolvidos e cristais
e pode dar um contributo importante no despiste de alteracdes da funcdo renal 373

A analise sumaria da urina é um método rdpido que permite caracterizar a urina
e avaliar a presenca de possivel lesdo renal pela presenca proteinas, bilirrubina, corpos
cetdnicos e glucose, bem como pela presenca de eritrdcitos e leucdcitos (indicando
lesdo do nefrénio) 3%¢ . Além a andlise sumdria da urina, o doseamento da creatinina e
a ureia séricas, e calculo da clearance da creatinina sdo outros parametros que

permitem avaliar a fungdo renal 378387,
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A creatinina, sintetizada em diversos 6rgaos, resulta da degradacdo creatina e
constitui apenas uma pequena fragdo dos componentes presentes na urina ou no
plasma. A creatinina é produzida a uma velocidade relativamente constante e é quase
toda excretada pelos rins. A alteragdo nos niveis de creatinina é um importante
indicador do comprometimento da func3o renal 378,

A ureia é proveniente do catabolismo de proteinas e aminoacidos e cerca de
90 % é excretada pelos rins. A sua concentragao encontra-se aumentada quando ha de
disfuncdo renal, observando-se frequentemente aumento dos niveis séricos 374, Este
marcador é menos especifico que a creatinina, uma vez que fatores externos (aumento
do catabolismo de proteinas e estados de desidratacdo, por exemplo) podem alterar a

sua concentragdo 38,
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5.2. Metodologia

5.2.1. Amostras

Nos estudos de toxicidade foram utlizados os 6leos essenciais extraidos da parte
aérea florida de L. luisieri, L. pedunculata, L. viridis, C. nepeta, M. spicata, M. pulegium,

0. virens, T. mastichina e F. vulgare.

5.2.2. Avaliacgao da toxicidade em Artemia salina

A letalidade dos 6leos essenciais foi avaliada em A. salina. O ensaio foi preparado
de acordo com as recomendacdes do fabricante (Artoxkit M™, Microbiotest), com
algumas alteragdes. Numa placa de 24 pogos, em cada pogo, adicionaram-se 100 uL da
solucdo a testar a 900 uL de dgua do mar sintética. As concentracdes dos éleos essenciais
(0.05-10 mg/mL) foram preparadas por diluicdo do 6leo essencial em DMSO (10 %)
389390 Seguidamente, adicionaram-se 10 nduplios (I/Il estado larval, previamente
eclodidos) a cada poco e procedeu-se a incubagdo da placa na auséncia da luz (25 °C, 24
h). Realizou-se um branco contendo 100 pL de uma solucdo de Tween 20 (1 %) em DMSO
(10 %) e um controlo negativo com dgua do mar sintética. Utilizou-se o dicromato de
potassio (K2Cr,07) como controlo positivo (10 - 100 mg/L). O ensaio foi realizando em
triplicado. A avaliacdo da letalidade dos OEs em A. salina foi avaliada apds contagem do
numero de microcrustaceos imobilizados em cada um dos pocos , e determinacdo da
percentagem da mortalidade, para elaboracdo da curva dose-resposta O modelo ndo
linear da curva dose-resposta foi ajustado utilizando o software Origin Pro 9.0
(OriginLab® Corporation, 2013) utilizando a equacdo de Boltzman, para determinagao
da concentracdo letal 50 (ClLso) e da concentracdo maxima tolerada (CMT ou Clo).. A

classificacdo toxicologica dos OEs face a A. salina foi efetuada de acordo com Maria
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Lysete A Bastos et al. 3°8, com atribuic3o de trés niveis de toxicidade: n3o téxico (CLso>

1000 pg/mL), baixa toxicidade (500 < CLsp £ 1000 pg/mL) e téxico (Clso < 500 pg/mL).

5.2.3. Avaliac¢ao da toxicidade aguda in vivo

5.2.3.1. Animais

Os estudos de toxicidade aguda in vivo foram efetuados em grupos de animais
provenientes de um Biotério certificado e foram sujeitos a um periodo de adaptacao,
sendo colocados nas gaiolas cerca de 5 dias antes do inicio do ensaio para permitir a
aclimatacdo dos mesmos as condi¢des do no Biotério do Departamento de Quimica da
Universidade de Evora, para os ensaios. Os animais foram mantidos em ambiente
controlado (ciclos de luz 12 h claro/escuro, 23 + 1°C), alimentados com dieta padrio
e agua ad libitum. A racdo foi suspensa 16 h dos procedimentos experimentais. Os
procedimentos de experimentacdo, previamente aprovados pela Comissdo de Etica,
Org3o Responsavel pelo Bem-estar dos Animais da Universidade de Evora (ORBEA-UE),
foram conduzidos de acordo com as linhas gerais para o uso responsavel de animais
em experiéncias (Diretiva Europeia e Legislacdo Nacional Portaria 1005/92 de 23 de
Outubro). Os procedimentos de experimentacdo em animais de laboratério foram
supervisionados pela Dr.2 Maria de Fatima Candeias, investigadora acreditada como
pessoa competente (investigadora coordenadora) pela Direcdo Geral de Veterinaria

(Portaria 1005/92 de 23 de outubro) e pela FELASA (n2 020/08).

5.2.3.2. Avalia¢do da toxicidade aguda em ratinhos Swiss: determinacao

da dose letal 50 (DLso)

A avaliacdo da toxicidade aguda utilizando ratinhos Swiss como modelo animal,

permitiu efetuar um screening da toxicidade de alguns compostos, com a determinacgao
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dos valores da DLso (dose letal para 50 % dos animais teste). O ensaio foi realizado de
acordo com a Diretriz 423 da OCDE, seguindo também as exigéncias da Dire¢ao Geral de
Veterindria e da FELASA, de modo a minimizar o niUmero de animais no ensaio e a reduzir
o seu sofrimento 3°1. Para o estudo da toxicidade aguda usando o método de classes.
Selecionaram-se como doses iniciais as doses de 1000 mg/kg e 2000 mg/kg, per os.
Ocorrendo a morte de 1 animal até o 142 dia, repete-se a administracdo da dose em
outros trés animais. Morrendo mais de um animal, seriam administradas doses
sequenciais menores até estimar a Dyso 3.

Adicionalmente, foi efetuada, em todos as etapas, a triagem farmacoldgica
(atividade motora, reflexos pineal e de postura, catalepsia, teste de tracao, sensibilidade
da cauda (teste de Haffner), piloerecao, e condutas passiva, agressiva ou de temor)
392393 avaliando a evolu¢do do comportamento animal durante 14 dias consecutivos,
registando a laténcia quando ndo se observou morte ou qualquer outro sinal de
toxicidade 394397, Apds o término do ensaio, a occisdo dos animais foi realizada por
método fisico, com guilhotina, recomendado para roedores e indicado quando se
pretende anadlise bioquimica e histoldgica dos 6rgaos, sem interferéncia de anestésicos,
aplicando-se as normas para minimizar o sofrimento e proceder a occisao dos animais.
Ap0ds a ocisdo, recolheu-se o soro (centrifugacdo do sangue 3000 g, 15 min - conservar
a -42C) e os drgdos, figado e rins, para analise histoldgica. O calculo do valor de DLso foi

efetuado recorrendo ao programa “AO0T425StatPgm.” 391,

5.2.3.2.1  Andlise histoldgica

A andlise histoldgica, como método complementar de avaliacdo toxicolégica,
permite inferir acerca da toxicidade dos éleos essenciais ao nivel dos érgdos e das
células. Estes métodos permitem a avaliagdo estrutural e funcional dos tecidos e a

avaliacdo da atividade e dos mecanismos da fisiologia celular. Os cortes histolégicos
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foram realizados no Laboratdrio de Biologia, sob supervisdo da Eng2 Mdnica Lima e do
Prof. Doutor Orlando Lopes, do Departamento de Biologia da Universidade de Evora.
Os 6rgdos foram limpos e pesados e procedeu-se a fixacdo do material, inclusao,
desidratagdo, microtomia, coloragao dos cortes histoldgicos e microscopia 6tica foram
realizados de acordo com o protocolo interno laboratdrio de biologia. Cortes seriados
de 5 um de espessura distanciados 30 um foram corados com hematoxilina-eosina
(H&E) e observados ao microscépio. Os cortes histoldgicos foram fotografados com uma

camara digital Leica DC acoplado a um microscopio Dialux Leitz 20.

5.2.3.3. Avaliacdo da toxicidade aguda em Wistar: avaliacdo bioquimica

das fungbes hepatica e renal

A avaliacdo da toxicidade apds administracao per os dos dleos essenciais de
L. luisieri (250, 500, 1000 e 2000 mg/kg), L. viridis (250, 500, 1000 e 2000 mg/kg), C.
nepeta (250,500 e 1000 mg/kg) e de F. vulgare (500, 1000 e 2000 mg/kg) foi avaliada em
ratos Wistar (OECD,2001), com o intuito de proceder a analise dos biomarcadores das
fungdes hepatica e renal. Para o efeito, os animais foram divididos em grupos, um para
cada dose e respetivo grupo controlo. Os animais (150 — 200 g) foram administrados
com 6leo essencial ou com veiculo (solucdo 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 foi efetuado por um investigador credenciado pela Dire¢ao
Geral de Veterinaria e pela FELASA, seguindo as recomendacdes do comité de Etica 3%.

Foram observados e registados, diariamente, dados fisiolégicos (peso, consumo
de agua, consumo de racdo, producdo de fezes e producdo de urina) e alteragdes
comportamentais anormais durante todo o estudo. 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 (5.2.3.3.1) e quantificacdo de ureia e creatinina
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séricas para monitorizacdo da funcdo renal (5.2.3.3.2), com determinacdo do valor de
clearence da creatinina no final do ensaio (142 dia). Para despiste de alteragbes da
funcdo renal procedeu-se também a andlise sumdria da urina (Combur test ®) e
procedeu-se a quantificacdo da ureia e da creatinina na urina dos diferentes dias de
ensaio.

Apds a eutandsia, foi feito a avaliagdo macroscopica a vista desarmada dos
orgaos, além da pesagem de figado e rim para determinar os pesos relativos. Foram
colhidas amostras de figado e rim dos animais para exame histoldgico, de acordo com o

descrito no ponto 5.2.3.2.1.

5.2.3.3.1 Avaliacdo da func¢io hepatica

Para a avaliacdo da toxicidade hepdtica, 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 através
de kits comerciais da Sentinel diagnostics, de acordo com as instru¢des do fabricante.
Para cada um dos testes, procedeu-se previamente a construcdo de uma curva de
calibracdo com diferentes diluicdes de um padrao comercial (Calibrador, Sentinel). Os
valores de atividade enzimatica das amostras foram determinados por interpolacao
grafica nas respetivas curvas de calibracdo. Na validacdo dos resultados, utilizaram-se
dois controlos comerciais, C1 e C2 (Sentinel Diagnostics) com intervalos de referéncia

tabelados.

5.2.3.3.2  Avalia¢do da func¢do renal

Para a monitoriza¢do da funcao renal procedeu-se a andlise sumaria da urina dos

animais por Combur Test® que permite uma rapida determinacdo de varios parametros
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na urina, tais como, densidade, pH, glucose, leucdcitos, nitritos, proteinas, corpos
cetdnicos, urobilinogénio, bilirrubina e sangue. Procedeu-se também a determinagao
das concentracdes de ureia e creatinina nos soros e na urina dos animais administrados
com os OEs e dos grupos controlo. As quantificagdes foram efetuadas através de kits
comerciais da Sentinel diagnostics, utilizando um padrao comercial de concentracdo
conhecida (Calibrador, Sentinel). e dois controlos comerciais, C1 e C2 (Sentinel

Diagnostics) com intervalos de referéncia tabelados.

Para avaliacdo da funcdo glomerular procedeu-se a determinacdo da taxa de
filtracdo glomerular através da clearance da creatinina (mg/mL). Este parametro foi

determinado de acordo com a equagao 4.

[Creatinina] urina (mg/dL) Volume urina 24h (mL)
[Creatininalsoro (mg/dL) 1440 minutos

Clearence da creatinina(mL/min) = equagao 4
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5.3.

Resultados e discussao

5.3.1. Bioensaio em A. salina

O teste de letalidade em A. salina permitiu calcular o valor de Clso,

observando-se uma correlagdo direta entre taxa de mortalidade e a concentragao. As

curvas de dose-resposta das amostras e do padrado estdo apresentadas na Figura 5.1.
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Figura 5.1 — Curvas dose-resposta para a determinagao da ClLso no bioensaio em A. salina

A - Dicromato de potdssio; B — dleo essencial de L. luisieri; C— dleo essencial de L. pedunculata; D — dleo
essencial de L. viridis; E — 6leo essencial de C. nepeta; F — 6leo essencial de M. spicata; G — 6leo essencial de M.
puegium; H = éleo essencial de O. virens; | — 6leo essencial de T. mastichina; J — dleo essencial de F. vulgare.
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Os valores da concentracdo maxima tolerada (CLo) e de CLso foram determinados
por interpolacdo grafica e comparados com o padrao dicromato de potdssio (Quadro

5.1).

Quadro 5.1 - Valores de CLo CLso

Amostra CLo(mg/L) CLso (mg/L)
L. luisieri 15,5 75,6 +4,8
L. pedunculata 15,5 163,4+9,8
L. viridis 7,8 78,3+13,9
C. nepeta 50,0 128,4+7,33%
S M. spicata 25,0 55,7 +0,9
M. pulegium 0,3 1,6+0,1
O. virens 2,0 31,8 £3,53%
T. mastichina 15,6 74,1+13,83%
F. vulgare 100,0 200,4 + 2,0
K2Cr207 <10,0 50,0 +1,03%

Os 6leos essenciais apresentaram para A. salina com valores de Clsg inferiores a
500 mg/L 187354358361 ( @Gleo essencial de M. pulegium foi o que revelou maior
toxicidade, seguido do dleo essencial de O. virens, sendo ambos mais téxicos que o
dicromato de potassio (CLso 50 mg/L), utilizado como controlo. Os restantes dleos
essenciais apresentaram menor toxicidade que o dicromato de potdssio. O OE de
F. vulgare foi o OE que apresentou menor toxicidade para A. salina (CLso 200 mg/L). Os
valores da concentracdo maxima tolerada dos d6leos essenciais variaram entre 0,3 e
100 mg/L. Estes dados fornecem-nos a indicacdo dos intervalos de concentra¢des que
gue se observa efeito, correspondendo a concentragdo minima a DLo e a concentragao
maxima a DLsp. Os OEs que apresentem um maior intervalo sdo os éleos essenciais de
L. pedunculata e de F. vulgare, sugerindo um maior intervalo de concentracdes de uso
deste OEs sem efeitos toxicos.

A toxicidade dos dleos essenciais em A. salina é pouco descrita na bibliografia.

Em estudos prévios realizados com dleo essencial da folha de L. luisieri e de L. viridis
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mostraram que estes OEs apresentaram toxicidade para A. salina, com valores de ClLso
superiores ao do dicromato de potéssio (109,8 + 4,2 e 85,4 + 4,1 mg/L) 400401,

Alguns estudos tém demonstrado que o ensaio de citotoxicidade com Artemia
salina ¢ um bom método para a avaliagdo preliminar de toxicidade, permitindo avaliar
plantas medicinais utilizadas popularmente para varios fins e monitorizar o isolamento
de uma grande variedade de compostos biologicamente ativos 187,:357,358,361,364,402

Alguns investigadores tém relacionado os valores de toxicidade dos extratos de
plantas e dleos essenciais em A. salina com a sua capacidade para atuarem como
agentes antimicrobianos, antioxidantes e potencial antimutagénico, permitindo inferir
sobre a genotoxicidade e citotoxicidade dos compostos 187:356,364,403

Atoxicidade dos dleos essenciais pode estar relacionada com o sinergismos entre
0s monoterpenos e os sesquiterpenos, flavonoides, taninos e polifendis presentes e a
auséncia de alcaloides, que poderado sugerir atividade antitumoral dos éleos essenciais,
no entanto, esta terd que ser confirmada em linhas celulares especificas verificando-se
uma correlagdo positiva, em pesquisas com plantas medicinais, entre o teste de

letalidade em A. salina e o teste de letalidade em ratinhos 187,364,389,404-406

5.3.2. Screening farmacologico e determinagao dos valores de DLso

O teste de toxicidade oral aguda permitiu determinar os valores da DLsg para os
6leos essenciais em estudo (Quadro 5.2). De acordo com as normas OCDE 3%, os éleos
essenciais apresentaram baixa toxicidade, sendo classificados, pelo critério de
classificacdo GHS Hazard Classification (sistema globalmente harmonizado de
classificacdo e rotulagem de produtos quimicos, do inglés Globally Harmonized System
of Classification and Labelling of Chemicals GHS), nas categorias 4 e 5, sendo a categoria

5 a de menor toxicidade, atribuida a valores de DLso superiores a 750 mg/kg.
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Quadro 5.2 - Valores de DLso dos OEs

Categoria de

OE DLso (mg/kg) toxicidade* 4%7
L. luisieri > 2000 Categoria 5
L. pedunculata 1500 Categoria 4
L. viridis > 2000 Categoria 5
C. nepeta 1500 3% Categoria 4
M. spicata 1000 Categoria 4
M. pulegium 750 Categoria 4
0. virens >2000 3% Categoria 5
T. mastichina 2000 3% Categoria 4
F. vulgare > 2000 Categoria 5

Legenda: * Critérios de classificacdo do GHS para toxicidade aguda (per os)

Os testes de triagem farmacoldgica revelaram um comportamento normal,
comparativamente como grupo controlo. De modo geral, ndo se observarao altera¢des
percetiveis no padrdo de sono, salivacdo, diarreia, reflexos posturais e pineais, teste de
sensibilidade da cauda, catalepsia e atividade motora. Durante o ensaio, os ratos Swiss
administrados com oleo essencial de L. luisieri apresentaram alteracOes
comportamentais durante as primeiras 24h, nomeadamente ao nivel da sensibilidade
aos estimulos aplicados nas orelhas e na base da cauda. Observou-se ainda, no grupo da
dose de dleo essencial mais elevada, 2000 mg/Kg, uma conduta passiva nos primeiros
30 min, sugerindo uma acdo calmante. Este comportamento passivo observado pode
ser corroborado com outros estudos que se referem aos efeitos analgésico, depressor
central e anti-inflamatdrio em ratos Wistar administrados com OE de algumas Lavandula
spp. 274%_ Nos animais administrados com 6leo essencial de C. nepeta, L. pedunculata e
T. mastichina observou-se um comportamento passivo nas primeiras 6 h apds
administracdo. Apds este periodo, os animais apresentaram comportamento normal. Os
resultados obtidos sugerem que estes OEs possuem atividade analgésica e sedativa.
Alguns estudos atribuem aos OE propriedades relaxantes, sedativas e anti-inflamatérias,

destacando o seu uso na aromaterapia devido aos seus efeitos benéficos 4%°.
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S3o poucos os estudos do efeito toxicolégico dos dleos essenciais para as
espécies condimentares utilizadas. Monforte et al. #2%, num estudo efetuado com OE de
Calamintha officinalis Moench, refere que o seu dleo essencial apresentou baixa
toxicidade, quando administrado por via intraperitoneal, com valores de DLsp de
100 mg/kg. Os dleos essenciais de M. spicata e M. pulegium apresentaram os valores de
DLso mais baixos, estando em conformidade com os estudos que reconhecem a
toxicidade das plantas arométicas e medicinais do género Mentha #1144 No que diz
respeito ao dleo essencial de O. virens, Llana-Ruiz-Cabello et al. #* relataram que o dleo
essencial de O.virens ndo apresentou efeitos adversos em ratos Wistar apds
administrac3o oral de 200 mg/kg durante 90 dias. Dires et al. #¢ realizaram ensaios de
toxicidade para o 6leo essencial de Thymus schimperi, apresentando valores
semelhantes aos que obtivemos para o éleo essencial de Thymus mastichina. Os animais
administrados com o éleo essencial de F. vulgare apresentaram comportamento normal
durante os 14 dias do ensaio, comparativamente ao grupo controlo. O valor da DLsg estd
de acordo com a literatura nos ensaios efetuados por administragdo oral, apresentando
baixa toxicidade, com valores de DLso superiores a 2000 mg/kg #4!’. Alguns estudos
demonstraram, ainda, que animais administrados com extratos de F. vulgare nao
apresentam sinais clinicos de toxicidade nem lesdo hepdtica 42%42°, No final do ensaio
(14 dias), os tecidos ndo apresentaram diferencas nos 6rgaos observados

macroscopicamente, sem altera¢des induzidas por téxicos.

Para complementar o estudo de avaliacdao da toxicidade oral, procedeu-se a
analise histoldgica do figado e rim dos animais administrados com éleo essencial e grupo
controlo, com vista a avaliar eventuais altera¢des estruturais causados nos érgaos mais
envolvidos no processo de metabolizacdo. Nas Figuras 5.1 a 5.6 estdo apresentados os
cortes histolégicos do figado (Figuras 5.1 a 5.3) e rim (Figuras 5.4 a 5.6) de duas doses

para os 6leos essenciais de L. pedunculata, M. spicata, M. pulegium, O.virens e T.
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mastichina. Os cortes hitolégicos dos OEs de L. luisieri, L. viridis, C. nepeta e F. vulgare
foram efetuados em ratos Wistar e sao apresentados na sec¢do 5.3.3.

A analise histolégica do figado dos individuos controlo e administrados com
Oleos essenciais apresentaram arquitetura hepatolobular normal, independentemente
da dose de OE administrada, assim como nos individuos do grupo controlo (Figuras
5.1—A a 5.3-A). Comparando com o grupo controlo, os hepatécitos dos animais de
teste exibiram uma forma normal, limites bem definidos, citoplasma acidofilico e
nucleos centrais redondos. Nao se observaram anormalidades, degradacdo celular ou
defeitos desfavordveis nos grupos controle e nas duas doses de OE de L. pedunculata
(500 mg/kg e 1500 mg/kg — Figura 5.2 A e B, respetivamente), M. spicata (500 mg/kg e
1000 mg/kg - Figura 5.3 B e D, respetivamente, O. virens (500 mg/kg e 2000
mg/kg - Figura 5.4 B e D, respetivamente) e T. mastichina (1000 mg/kg e
2000 mg/kg - Figura 5.4 C e E, respetivamente e na dose mais baixa de M. pulegium
(500 mg/kg e 750 mg/kg - Figura 5.3 C e E, respetivamente). No entanto, na dose de
750 mg/kg de M. pulegium foi possivel observar uma maior vacuolizagdo e um ligeiro

aumento dos sinusoides (Figura 5.3 E).
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A —grupo controlo; B — dose 500 mg/kg; C — dose 1500 mg/kg.
Ampliacdo 100X
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Figura5.3-C
M. pulegium

A —grupo controlo; Be D- M. spicata 500 mg/kg e 1000 mg/kg, respetivamente; C e E— M. pulegium
500 mg/kg e 750 mg/kg, respetivamente.
Ampliagdo 100X
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Figura 5.4 - Cortes histoldgicos de hepatécitos dos animais administrados com OE de O. virens e
T. mastichina

A—grupo controlo; Be D—-0. virens 500 mg/kg e 2000 mg/kg, respetivamente; C e E—T. mastichina
1000 mg/kg e 2000 mg/kg, repetivamente.
Ampliagdao 100X
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A — grupo controlo; B - 500 mg/kg; C - 500 mg/kg e 750 mg/kg.
Ampliagdo 100X
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Figura 5.6 - Cortes histoldgicos de rim dos animais administrados com OE de M. spicata e M. pulegium

A —grupo controlo; Be D— M. spicata 500 mg/kg e 1000 mg/kg, respetivamente; C e E— M. pulegium
500 mg/kg e 750 mg/kg, respetivamente.
Ampliagdao 100X
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YA 2 Vi S R AR S

Figura 5.7 - Cortes histoldgicos de rim dos animais administrados com OE de

-y : <
i - 3

0. virens e T. mastichina

A —grupo controlo; Be D— 0. virens 500 mg/kg e 2000 mg/kg, respetivamente; C e E—T. mastichina
1000 mg/kg e 2000 mg/kg, respetivamente.
Ampliagdo 100X
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A anadlise histolégica do rim dos individuos controlo e dos individuos
administrados com éleos essenciais de L. pedunculata (500 mg/kg e 1500 mg/kg - Figura
5.5 B e C, respetivamente), M. spicata (500 mg/kg e 1000 mg/kg - Figura 5.6 B e D,
respetivamente, M. pulegium (500 mg/kg e 750 mg/kg-Figura 5.6 C e E,
respetivamente), O. virens (500 mg/kg e 2000 mg/kg - Figura 5.7 B e D, respetivamente)
e T. mastichina (1000 mg/kg e 2000 mg/kg - Figura 5.7 C e E, respetivamente)
apresentaram histoarquitetura normal. Comparando os cortes dos animais
administrados com as diferentes doses de OEs como o os cortes dos animais controlo,

ndo foram observadas alteracdes indicativas de toxicidade 397,

5.3.3. Screening farmacoldgico e avaliagao da toxicidade hepatica e

renal

Os estudos de toxicidade dos dleos essenciais de L. luisieri, L. viridis, C. nepeta e
F. vulgare foram efetuados em ratos Wistar, de modo a avaliar as fung¢bes hepatica e
renal. As atividades dos enzimas hepaticos ALT, AST e ALP foram determinados nos soros
dos animais dos grupos de teste e dos grupos controlo, recolhido no 142 dia apds
administracdao oral dos OEs. Foi também efetuada andlise histoldgica dos animais

administrados com OEs e grupos controlo.

Os dleos essenciais testados apresentaram valores de AST (Figura 5.8 A) dentro
do intervalo de valores de referéncia (81-180 U/L) #?. Comparativamente com o grupo
controlo, os dleos essenciais de L. luisieri, L. viridis e F. vulgare apresentaram algumas
alteragdes nos valores de AST com uma ligeira elevacao dos seus valores, no entanto na
dose mais elevada (2000 mg/kg) os valores de AST sdo mais baixos dos que os

observados para a dose de 250 mg/kg. Nos animais administrados com OE de C. nepeta
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observou-se uma ligeira diminuicdo dos valores de AST. Estas altera¢bes poderdo

dever-se a variabilidade intraespecifica.
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Figura 5.8 - Valores de atividade enzimatica biomarcadores de fungdo hepatica
A — AST; B—ALT; C— ALP. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados * desvio padrdo.
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Os valores normais do intervalo de referéncia para a atividade enzimatica da
alanina aminotransferase em ratos Wistar é de 36-58 U/L #*!. Nos animais
administrados com dleo essencial de L. luisieri os valores de ALT observados foram
inferiores aos valores de referéncia, observando-se um ligeiro aumento da atividade de
ALT na dose mais elevada de 2000 mg/kg em relacdo aos valores do grupo controlo
(Figura 5.8 B). Nos animais administrados com OE de L. viridis, C. nepeta e F. vulgare os
valores da atividade ALT do grupo controlo estavam dentro do intervalo de referéncia,
enquanto os grupos de teste apresentaram valores aos apresentados pelo respetivo
grupo controlo (Figura 5.8 B). Nos animais administrados com a dose mais elevada de
OE de F. vulgare (2000 mg/kg) observaram-se valores de atividade ALT dentro do
intervalo de referéncia e com valores préoximos dos valores do grupo controlo. ALT é um
biomarcador especifico de toxicidade hepatica, evidenciando que ndo houve
hepatotoxicidade nos animais administrados com os dleos essenciais de L. luisieri,

L. viridis, C. nepeta e F vulgare.

A atividade enzimatica da fosfatase alcalina (Figura 5.8 C) foi determinada com
vista a complementar o estudo de toxicidade hepdtica. Os animais administrados com
OE de L. luisieri e F. vulgare apresentaram valores de atividade dentro do intervalo de
referéncia (65-193) 2! e préximos dos valores de atividade enzimética dos animais do
grupo controlo respetivo. Os valores de atividade enzimatica dos animais administrados
com OE de L. viridis nas doses de 250 e 500 mg/kg estdo acima do intervalo de referéncia
e foram superiores aos valores observados para o grupo controlo, enquanto nas doses
de 1000 e 2000 mg/kg os valores de atividade ALP sdo semelhantes aos observados no
grupo controlo. Os valores de atividade enzimatica ALP nos animais administrados com
OE de C. nepeta nas doses de 250 e 500 mg/kg foram superiores aos valores de
referéncia com valores superiores aos do grupo controlo, enquanto na dose de
1000 mg/kg o valor de atividade ALP estd dentro do intervalo de referéncia e é

semelhante ao valor observado no grupo controlo. Como os valores elevados da
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atividade ALP podem estar correlacionados com a idade e crescimento do animal ou

com patologias hepaticas ou do tecido ésseo 378

, estes valores de atividade ALP nao
parecem estar relacionados com o potencial hepatotéxico. Os valores de atividade ALP
independentes da dose e os valores normais de AST e ALT despistam a possibilidade de
patologias hepaticas.

A auséncia de hepatotoxicidade observada pelos ensaios enzimdticos foi
confirmada pela andlise histoldgica do figado dos individuos administrados com OE de
L. luisieri (250, 500, 1000 e 2000 mg/kg - Figura 5.9), L. viridis (250, 500, 1000 e
2000 mg/kg - Figura 5.10), C. nepeta (250, 500 e 1000 mg/kg - Figura 5.11) e F. vulgare
(500, 1000 e 2000 mg/kg - Figura 5.12), por comparagdo com o grupo controlo. A analise
histolégica, por comparagdo com os grupos controlo, mostrou uma arquitetura
hepatolobular normal com hepatdcitos de contornos bem definidos e nucleos centrais
redondos, independentemente da dose de OE administrada, ndo se observando
anormalidades, degradacdo celular ou defeitos desfavoraveis.

Zarybnicky et al. 42 descreve a hepatotoxicidade dos monoterpenos presentes
nos 6leos essenciais, entre os quais a pulegona, composto maioritario do OE de M.
pulegium e de C. nepeta; canfora, composto maioritario dos OE L. pedunculata e de
L. viridis; e limoneno; presente em nos OEs em estudo. A bibliografia refere estudos de
hepatoxicidade realizados com alguns OEs e extratos de funcho mostraram que estes

apresentam propriedades hepatoprotetoras, promovendo a recuperagado do hepatécito

423,424

136



Capitulo V

A — grupo controlo; B — dose 250 mg/kg; C — dose 500 mg/kg; D — dose 1000 mg/kg; E — dose 2000 mg/kg.
Ampliagdo 100X
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.” > 2 ’. t.
R

Figura 5.10 - Co

A — grupo controlo; B — dose 250 mg/kg; C — dose 500 mg/kg; D — dose 1000 mg/kg; E — dose 2000 mg/kg.
Ampliagdo 100X
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Fiéura 5.11 - Cortes histoldgicos de hepatdcitos dos animais administrados com OE de C. nepeta

— dose 500 mg/kg; D — dose 1000 mg/kg.

C

A — grupo controlo; B — dose 250 mg/kg;

Ampliagdo 100X
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A — grupo controlo; B — dose 500 mg/kg; C — dose 1000 mg/kg; D — dose 2000 mg/kg.
Ampliagdo 100X

A avaliacdo da funcdo renal foi avaliada nos grupos controlo e nos grupos
administrados com OE de L. luisieri (250, 500, 1000 e 2000 mg/kg), L. viridis (250, 500,
1000 e 2000 mg/kg), C. nepeta (250, 500 e 1000) e F. vulgare (500, 1000 e 2000 mg/kg),
recorrendo a testes de analise sumaria da urina, e a quantificagdo da ureia e da
creatinina, de modo monitorizar a fungao glomerular, com determinagao da clearance

da creatinina. (Figura 5.13).
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Figura 5.13 - Valores de atividade enzimatica biomarcadores de fungdo renal

A —Ureia; B-Creatinina; C—Clearance da creatinina. Cada coluna representa o valor médio de 3
replicados + desvio padrao.

141



Avaliagdo toxicoldgica

A andlise sumaria da urina (densidade, pH, leucdcitos, corpos cetdnicos,
bilirrubina, urobilinogénio,sangue) nao revelou alteragdes quando comparamos os
resultados dos grupos de teste com os resultados do grupo controlo. Ao longo do ensaio
foi possivel observar a presenga de nitritos e corpos ceténico nas urinas, mas foram
observados tanto nos grupos de teste como nos grupos controlo, sugerindo ndo haver
correlagdo como o 6leo essencial e dose em analise. A presenca de nitritos esta
relacionada com a presenca de bactérias que sao capazes de reduzir o nitrato a nitrito.
Por outro lado, a presenca de corpos ceténicos na urina, estad relacionado com o
metabolismo dos acidos gordos e a elevada ingestdo ou absorcdo de hidratos de
carbono, sendo este excesso metabolizado em gordos com consequente formacao de
corpos cetdnicos posteriormente excretados na urina 3%, Adicionalmente, foi possivel
observar que os animais administrados com 6leo essencial de F. vulgare apresentaram
um maior volume de urina, acompanhado de uma maior ingestdo de dgua, nas primeiras
24 h em relacdo ao grupo controlo, sugerindo um efeito diurético. No que diz respeitos
aos outros parametros (ingestdo de comida, excrecdo de fezes e variagao de peso) os
animais apresentaram valores semelhantes aos dos grupo controlo. Os animais
administrados com os o6leos essenciais de L. luisieri, L. viridis e C. nepeta nao
apresentaram alteracdos comportamentais nos paramentros avaliados (ingestdo de
agua e comida, excrecdo de urina e fezes e varia¢do de peso).

Os resultados obtidos para a quantificacdo de ureia (Figura 5.13 A) dos animais
do grupo controlo e dos grupos de teste apresentaram valores inferiores ao intervalo de
referéncia (45-105 mg/dL) #?!. Nos animais administrados com dleo essencial de
L. luisieri observou-se um amento da ureia nos animais administrados com as doses de
1000 e 2000 mg/kg em relacdo ao grupo controlo, enquanto nos grupos de animais
administrados com os 6leos essenciais de L. viridis e C. nepeta observou-se uma
diminuicdo dos valores da ureia, mesmo nas doses mais elevadas. Os animais
administrados com OE de F. vulgare, nas trés doses, apresentaram valores de ureia

proximos aos valores apresentados pelo grupo controlo.
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No que diz repeito a quantificacdo da creatinina (Figura 5.13 B), os grupos
controlo apresentaram valores dentro do intervalo de referéncia (0,44-0,64 mg/dL) 4?1,
Os grupos administrados com 6leos essenciais apresentaram perfis de quantificacdo de
ureia independentes da dose. Os grupos administrados com OE de L. luisieri
apresentaram valores no intervalo de referéncia e mais elevados no grupo administrado
com a dose mais baixa (250 mg/mL). Os grupos de animais administrados com OE de
L. viridis apresentaram valores dentro do intervalo de referéncia, inferiores aos
observados no grupo controlo, sendo o valor mais baixo observado no grupo
administrado com a dose mais elevada (2000 mg/kg). Os animais administrados com OE
de C. nepeta apresentaram valores de creatinina inferiores ao grupo controlo e fora do
intervalo de referéncia, observando-se uma diminui¢do da concentracdao em creatinina
com o aumento da dose administrada. Os animais administrados com 6leo essencial de
F. vulgare apresentaram valores de creatinina similares para as trés doses testadas,
dentro do intervalo de referéncia e inferiores aos valores observados no grupo controlo.

A ureia e a creatinina sdo parametros que dependem de diversos fatores
externos, tais como a massa muscular e o tipo de dieta proteica presente.

A clearance da creatinina é um parametro muito vital na avaliacdo da funcao
renal, permitindo determinar a taxa de filtracdo glomerular e o despiste de disfuncao
renal quando os valores de ureia e creatinina sdo normais 4?1, Os valores de clearance
da creatinina (Figura 5.13 C) dos grupos controlos estdo dentro dos valores de referéncia
para os grupos controlo usados para os OEs de L. luisieri e L. viridis, enquanto os valores
dos grupos controlos dos OEs de C. nepeta e F. vulgare sao bastante inferiores aos
descritos na bibliografia como valores de referéncia. Os animais administrados com OE
de L. luisieri nas doses mais baixas (250 e 500 mg/kg) apresentaram um valor de
clearance da creatinina inferior ao valor apresentado pelo respetivo grupo controlo, no
entanto nas doses mais elevadas (1000 e 2000 mg/kg) o valor da clearance da creatinina
estd proximo do valor observado no grupo controlo, sugerindo auséncia de disfuncao

renal. Os valores de clearance da creatinina observados nos animais administrados com
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OE de L. viridis apresentaram valores superiores aos observados no controlo, sendo

421 QOs volores de clearance da creatinina

superiores aos valores de referéncia
observados para os grupos administrados com OEs de C. nepeta e F.vulgare sdo
superiores aos observados pelos respetivos grupos controlo. Os valores de clearance da
creatinina observados sugerem que os OEs de L. viridis, C. nepeta e F. vulgare nao

apresentam nefrotoxicidade.

A funcdo renal foi avaliada histologicamente nos grupos controlo e nos grupos
administrados com OE de L. luisieri (250, 500, 1000 e 2000 mg/kg - Figura 5.14), L. viridis
(250, 500, 1000 e 2000 mg/kg - Figura 5.15), C. nepeta (250, 500 e 1000 - Figura 5.16) e
F. vulgare (500, 1000 e 2000 mg/kg - Figura 5.17) apresentaram histoarquitetura
normal, independentemente da dose de OE administrada, assim como nos individuos
do grupo controlo. A analise histolégica estd em conformidade com os dados obtidos

para os marcadores de nefrotoxicidade, sugerindo a auséncia de toxicidade renal.
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A — grupo controlo; B — dose 250 mg/kg; C — dose 500 mg/kg; D — dose 1000 mg/kg; E — dose 2000 mg/kg.
Ampliagdo 10 x
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Figura 5.15 - Cortes histoldgicos do rim de animais administrados com OE de L. viridis

A — grupo controlo; B — dose 250 mg/kg; C — dose 500 mg/kg; D — dose 1000 mg/kg; E — dose 2000 mg/kg.
Ampliagdo 100X
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A — grupo controlo; B — dose 250 mg/kg; C — dose 500 mg/kg; D — dose 1000 mg/kg.
Ampliagdo 100X
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Figura 5.17 - Cortes histoldgicos do rim de animais administrados com OE de F. vulgare

A — grupo controlo; B — dose 500 mg/kg; C — dose 1000 mg/kg; D — dose 2000 mg/kg.
Ampliagdo 100X

Concluindo, os dleos essenciais em estudo apresentaram DLlsp superior a
750 mg/kg, podendo ser classificados na categoria dos compostos de menor toxicidade
(categorias 4 e 5) de acordo com o critério de classificagdo GSH (Global Hazard Health).
A andlise histolégica dos tecidos hepatico e renal, em conjunto com a andlise dos
biomarcadores permitiram monitorizar as funcdes destes 6rgdos e despistar possiveis
efeitos téxicos. Nao se observaram as alteragGes histoldgicas significativas ao nivel do

figado e do rim apds a administracdo dos 6leos essenciais comparativamente aos grupos
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controlo, e algumas das pequenas alteragdes estruturais transitérias poderdo estar
relacionadas com a necessidade de eliminagao dos compostos administrados, dada a
importancia funcional destes 6rgdos no processo de desintoxicacao.

A baixa toxicidade observada para os Oleos essenciais de Lavandula luisieri,
Lavandula pedunculata, Lavandula viridis, Calamintha nepeta, Mentha spicata, Mentha
pulegium, Origanum vulgare, Thymus mastichina e F. vulgare, nas doses testadas,
sugere a sua possivel utilizagdo como nutracéuticos ou agentes terapéuticos, no entanto
serdo necessdrios mais estudos, designadamente de toxicidade subaguda, com
administracdo repetida dos OEs, com vista a definir a posologia mais eficaz e segura a

aplicar.
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Ensaios de atividade farmacoldgica in vivo
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6.1. Introdugao

Tradicionalmente, os produtos a base de extratos de plantas e/ou dleos
essenciais (OEs) tém desempenhado um importante papel na saide e bem-estar 142>
427 As plantas aromaticas, condimentares e medicinais integram a Dieta Mediterranea,
apresentando um crescente interesse na industria alimentar e sdo cada vez mais usadas
em terapéuticas alternativas/complementares a medicina convencional %%, Pela eficacia
e, principalmente, pelo menor nimero de efeitos adversos, quando comparados aos
farmacos sintéticos, a utilizacdo de extratos de plantas aromaticas como alimentos
funcionais poderd ser importante na prevengao de patologias, de elevada mortalidade
e morbilidade, como cancro, aterosclerose, doencas neurodegenerativas, infecdes,
doencas inflamatdrias crénicas, diabetes e doencas autoimunes 21922149,152,156

A resposta inflamatéria é um fendmeno dinamico que envolve uma complexa
cascata de eventos bioquimicos e celulares e constitui um dos mais importantes
mecanismos de defesa do organismo, ocorrendo como uma resposta nao especifica das
células ou dos tecidos a injuria celular por qualquer agente lesivo, seja fisico
(queimadura, radiacdo, trauma), biolégico (microrganismo, reacdes imunoldgicas) ou
quimico (substancia caustica), envolvendo, nos seus processos, células imunes do
sistema hematopoiético e apresentando como sintomas caracteristicos dor, calor,
vermelhid3o, inchaco e perda de fung¢des 429432 ,

O processo inflamatério pode ser classificado em agudo ou crénico. A resposta
inflamatdria aguda caracteriza-se por um inicio rapido e curta duracdao, sendo
responsavel pela defesa do organismo, ajudando a eliminar bactérias, virus e parasitas
e ainda auxilia na reparacdo de feridas. Uma resolucdo inadequada e/ou a persisténcia
do estimulo inflamatdrio promove a progressdao da inflamacdo aguda a inflamacdo
crénica. Assim, se por um lado a resposta inflamatéria controlada é benéfica para o
organismo uma resposta inflamatéria disfuncional, cronicamente prolongada, afetara

nefastamente o organismo, promovendo o desenvolvimento de patologias
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degenerativas, como a artrite reumatoide, aterosclerose, doenca cardiaca, asma,
cancro, Alzheimer, entre outras, sendo necessario compreender os mecanismos
moleculares envolvidos no processo inflamatério, permitindo desenvolver novos
protocolos de tratamento e prevengao. A inflamagao crénica é um fator agravante para
danos nos tecidos, caracterizando-se histologicamente pela presenca de linfdcitos e

macrofagos, resultando em fibrose e necrose tecidular 433434,

Os mediadores da resposta inflamatdria sdo os leucotrienos (Leuc) e as
prostaglandinas (PG), resultantes da conversao do acido araquiddnico. A via metabdlica
do &acido araquidénico (Figura 6.1) é responsavel pela formacdo de uma grande
variedade de metabolitos bioativos, denominados de eicosanoides, que estao
envolvidos em vdrias patologias, incluindo a inflamagdo 43>43,

O acido araquidonico, sob acao das lipoxigenases (LOX) é convertido em acidos
hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETEs), acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETE) e
leucotrienos (Leuc). As cicloxigenases (COX) sdo os enzimas centrais responsaveis pela
conversao do acido araquidénico em prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) e outros
eicosanoides e desempenham um papel importante na mediacdo da resposta
inflamatdria do organismo 429437438,

A COX-1, expressa constitutivamente, é responsavel pela mediacdo de funcdes
fisioldgicas, controlando processos como a secre¢ao da mucosa gastrica e a homeostasia
vascular. A COX-3 tem sido reportada, recentemente, como duas pequenas proteinas
derivadas da COX-1, sendo totalmente expressas no cérebro, medula espinhal e
coracdo, cuja principal funcdo é regular as respostas a dor e febre 4. Outra isoforma,
COX-2, expressa de uma maneira constitutiva em vdrios drgaos, incluindo o sistema
nervoso central, os rins e das génadas, ndo é detetavel na maioria dos tecidos normais
e tem sido amplamente identificada como um enzima induzivel quando estimulado por
citoquinas, fatores de crescimento, lesao subita, inflamagdo, oncogenes e promotores

tumorais, contribuindo para a sintese de PGs. As citocinas libertadas nos processos de
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resposta anti-inflamatoria, (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e TNF-a ou fator de necrose tumoral)
estdo também associadas a outos processos de resposta do organismo, incluindo

resposta imunoldgica e antitumoral, nomeadamente de apoptose 440443,

Membrana Y
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{ j ) \
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| \ \
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Acidos COX \ HPETEs
epoxieicosatrienoicos (COX-1/ COX-2 | COX-3) HETE
(EETS) Leuc
PGG2 Sintese de PG
PGH2

Sintese de TX

Figura 6.1 — Esquema da via metabdlica do acido araquiddnico.
COX — cicloxigenases; PGG2 - prostaglandina E2; PGH2 - Prostaglandina H2, PG — prostaglandinas;
TX —tromboxanos; Leu — leucotrienos; HPETEs - acidos hidroperoxieicosatetraenoicos;

HETE - &cidos hidroxieicosatetraenoicos
Adaptado de Cathcart et al. 4°

Os processos inflamatérios sdo, geralmente, acompanhados de dor. A dor é um
campo complexo definida por uma sensacdo de mal-estar associada a atual ou potencial
dano tecidular. Esta sensacdo é muitas vezes descrita como uma experiéncia
multidimensional, envolvendo varios componentes: motivacional, emocional,
discriminacdo sensorial, e aspetos afetivos e cognitivos, podendo compreender, na dor
nociceptiva, os processos de transducdo, conducdo, transmissdo e percecdo 444447,

Estima-se que um grande numero da populacdo mundial seja afetado por algum tipo de
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dor, levando a diminuicdo da qualidade de vida, e em muitos, casos representa o Unico
sintoma para o diagndstico de varias doencgas 444/,

Os analgésicos apresentam um papel central no tratamento da dor e, com a
exploragdo de novos sistemas e abordagens, tem-se descoberto novos alvos de agao
para os compostos que possuem propriedades analgésicas. Um dos grupos com acao
analgésica sdo os opiaceos. Estes sdo os principais agentes com acdo analgésica e atuam
ao nivel do sistema nervoso central (SNC), exercendo os seus efeitos nos recetores
opioides e sdo especialmente importantes no tratamento da dor crénica. No entanto,
estes compostos apresentam propriedades viciantes e efeitos secunddrios que incluem
depressdo respiratéria, sonoléncia, diminuicdo da motilidade gastrointestinal, nduseas
e varias altera¢des do sistema enddcrino e do sistema nervoso auténomo %4, Uma outra
classe de agentes analgésicos sdo os anti-inflamatdrios ndo-esteroides (NSAIDs). O uso
de anti-inflamatdrios ndo-esteroides é a principal abordagem terapéutica para a reagao
anti-inflamatodria, estimulando a busca por novas moléculas potencialmente uteis no

tratamento da inflamag&o 440443,

Sdo varias as metodologias descritas para avaliar, in vitro e in vivo, as acoes
analgésicas e anti-inflamatdria, permitindo avaliar processos inflamatérios agudos,
subagudos e crénicos. No entanto, no que toca a avaliacdo da capacidade analgésica, os
testes in vitro apenas podem substituir parcialmente os testes com animais. Além disso,
a dor é um fendmeno inerente aos animais, e os efeitos analgésicos observados nos
animais podem ser comparados aos efeitos terapéuticos no Homem 397, Para se estudar
a capacidade analgésica de um farmaco é necessario primeiro provocar a dor fisica. A
inducdo desta dor pode produzir-se por meios fisicos ou por meios quimicos. Neste
estudo, os testes selecionados para avaliar a atividade analgésica dos OEs foram a prova
do acido acético, o teste da placa aquecida e a prova de Amour-Smith, enquanto a a¢do

anti-inflamatodria foi avaliada pelo método de inducdo de edema pela carragenina.
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A prova do dacido acético tem sido usada para avaliar a atividade analgésica
desde que se demonstrou que tanto os analgésicos centrais como os antipiréticos sao
capazes de reduzir de uma maneira dose-dependente as contor¢bes abdominais
induzidas em ratos por administragao intra-peritoneal de diversos agentes irritantes,
sendo a inibicao destes movimentos considerada como indice de analgesia. Este teste
permite avaliar a acdo analgésica central e periférica, existindo uma boa correlagao
entre a a¢do analgésica no ensaio e na pratica clinica. No entanto, alguns agentes
psicoativos também apresentam capacidade para inibir as contorcdes induzidas neste
ensaio 3.

O teste da placa aquecida permite avaliar a acdo analgésica sobre o sistema
nervoso central (SNC), em animais que a pata seja muito sensivel ao calor a
temperaturas que nao provoquem danos na pele. Nas condigdes normais, o animal
lambera as patas dianteiras e a seguir acaba por saltar. O tempo que decorre até estas
respostas ocorrerem é prolongado pela administrac3do de analgésicos centrais 3%7.

A prova de Amour-Smith (método do calor radiante) tem sido utilizada por
muitos autores para avaliar a atividade analgésica em experiéncias com animais
(roedores), medindo a alteragdes, induzida por farmacos, na sensibilidade ao stress
térmico aplicado nas suas caudas. Este teste permite avaliar se o farmaco apresenta uma
acdo analgésica central semelhante a morfina ou se semelhante aos analgésicos
ndo-opioides 3.

O teste de inducgdo, pela carragenina, de edema na pata permite avaliar a acado
anti-inflamatadria. Este método baseia-se na capacidade de um composto inibir o edema
produzido na pata posterior do rato apds a injecdao de um agente inflamatdrio, neste

caso, a carragenina 273%,

Apesar do grande numero de analgésicos e anti-inflamatérios disponiveis,
muitos tém-se revelada baixa eficacia, no tratamento da dor. Na busca por farmacos

com maior especificidade e baixa toxicidade promoveu-se a exploracdo de novos
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sistemas e abordagens, descobrindo-se novos alvos de acdo para os compostos que
possuem propriedades analgésicas 44/, Muitas tém sido as terapias para o alivio da dor,
entre elas, as plantas medicinais sao destacadas devido a sua ampla utilizagao popular
448,449.

A investigacdo farmacolégica de produtos naturais que apresentam atividade
sobre o sistema nervoso central (SNC) tem auxiliado a compreensdo das bases
neuroquimicas de muitas patologias 4°°. Alguns estudos demonstraram que os extratos
vegetais de diversas plantas possuem atividade anti-inflamatdria devido a presenca de
compostos bioativos como os terpenos e os flavonoides, descrevendo a agdo destes
compostos como intervenientes na captacao de radicais livres gerados por neutréfilos e
macréfagos e serem capazes de inibirem a via das ciclo-oxigenases, sugerindo o seu
importante papel na regulacdo dos mediadores inflamatdrios 43>4°1452,

As propriedades farmacoldgicas das plantas aromdticas sdo parcialmente
atribuidas aos 6leos essenciais. Muitas sdo as evidencias que associam a inflamacao
cronica e o stress oxidativo ao processo de envelhecimento, indicando que uma resposta
inflamatdria crénica subclinica e a presenca de espécies reativas nos processos
inflamatdrios estdo presentes na etiologia de vérias patologias, incluindo as resultantes
de disfuncdes metabdlicas, demonstrando o papel central da interacao reciproca entre
stress oxidativo e inflamac3o #°34°8, A atividade anti-inflamatdria dos éleos essenciais
pode ser atribuida ndo apenas as suas propriedades antioxidantes, mas também as
interacGes com cascatas de sinalizacdo que envolvem citocinas e fatores reguladores de
transcricdo e na expressdo de genes pro-inflamatdrios 22649 | Estudos efetuados em
modelos animais com terpenos presentes nos OEs, como linalol, limoneno, mirceno,

1,8-cineol, demonstraram que este compostos apresentaram atividade analgésica 44

447,460-466
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6.2. Metodologia

6.2.1. Animais

Para os ensaios, os animais foram separados em grupos de 6 ratos (n=6). Todos
os animais sdo provenientes do Biotério do Departamento de Quimica da Universidade
de Evora e foram usados de acordo com as linhas gerais para o uso responsavel de
animais em experimentacgdes (Diretiva Europeia e legislacdo nacional Portaria 1005/92
de 23 de Outubro) #¢’. Os procedimentos de experimentacdo animal, previamente
aprovados pela Comissdo de Etica, Orgdo Responsavel pelo Bem-estar dos Animais da
Universidade de Evora (ORBEA-UE), foram supervisionados por uma investigadora
acreditada como pessoa competente (investigadora coordenadora) pela Direcdo Geral

de Veterinaria (Portaria 1005/92 de 23 de Outubro) e pela FELASA (n2 020/08).

O potencial farmacolégico dos éleos essenciais foi avaliado por quatro métodos.
O potencial farmacolégico dos OEs de L. luisieri, L. pedunculata, L. viridis e T. mastichina
foi avaliado utilizando o teste da placa aquecida e teste de contorcao induzido pelo acido
acético. Pelos métodos prova de Amour-Smith e teste de edema de pata induzido pela
carragenina foi avaliado o potencial analgésico e anti-inflamatdrio dos OEs L. luisieri, L.
viridis, C. nepeta, M. spicata e F. vulgare. As soluces de OEs (100 e 200 mg/kg) foram

preparadas por diluigdo numa solugdo aquosa contendo tween 20 (1 %).

6.2.2. Prova da placa aquecida

Este ensaio foi realizado de acordo com Suseem et al. %68 , com algumas
modificacOes. Este teste foi avaliado em grupos de 6 animais Swiss, para determinar o

tempo de resposta. A temperatura da placa foi ajustada para 50 + 1 °C, e fixou-se como
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tempo maximo 60 s para evitar queimaduras nas patas dos animais. Os animais foram
colocados na placa aquecida para avaliar o tempo de resposta antes da administragao.
Avaliou-se o tempo de reacdo (ti) do animal ao estimulo térmico 30, 60 e 90 minutos
apo6s a administracdo dos OEs. A atividade analgésica foi calculada com base na equagao

5:

ti—t0)testemunha— (ti—t0)amostra
(t-t0) (ti-t0) x 100

0, = ~
AAn (%) (ti—t0)testemunha equacdo 5

6.1.1. Teste de contor¢ao induzido pelo acido acético

O teste do acido acético foi efetuado em ratos Swiss, de acordo com Quintans-
Junior et al. %°, com algumas modificacdes. Para o efeito, os animais foram divididos em
grupos de 6 animais/dose. Como controlos utilizou-se a solu¢do veiculo (grupo
testemunha) e uma solugdo de diclofenac (40 mg/kg). Os animais foram administrados
per os, 30 minutos antes da injecdo do acido acético. As contor¢des abdominais foram
induzidas por administragao intra-peritoneal de 0,1 ml de acido acético 2 %. O numero
total de contorg¢des de cada animal foi contado por um periodo de 10 min, iniciando a
contagem 5 min apds a administracao do acido acético.

A atividade analgésica foi calculada com base na equacgao 6:

equacao 6

(n2 contor¢cdes)amostra
AAn (%) = 100 — x 100

(n? contorc¢oes)testemunha
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6.2.3. Prova de Amour-Smith

Este ensaio foi efetuado em grupos de 6 ratos machos Wistar (200 - 300 g).
Como controlos utilizou-se a solugao veiculo (grupo testemunha) e uma solugdo de
morfina (10 mg/kg) como padrdo. Apds um periodo de jejum de 16 h, os animais foram
imobilizados em gaiolas individuais adequadas de maneira que a cauda repouse na calha
do aparelho provida de uma célula fotoelétrica. Ligou-se a lampada (fonte de calor) e
mediu-se o tempo de reagdo (t0) do animal ao estimulo térmico, caracterizado pelo
comportamento de levantar a cauda. Assumiu-se com tempo de exposicado maxima
10 segundos para evitar lesdo tecidual. Procedeu-se a administragdo por via oral dos
6leos essenciais (100 e 200 mg/kg - grupos teste) e testemunha e a administracido
subcutanea da morfina. Avaliou-se o tempo de reacao (ti) do animal ao estimulo térmico
apo6s 30, 60 e 90 minutos. Os extratos e éleos essenciais foram diluidos numa solugado
de tween 20 (1 %).

A atividade analgésica foi calculada com base na equacgao 7:

ti—t0)testemunha— (ti—t0)amostra
(t-t0) (ti~t0) x 100

0 — ~
AAn (%) (ti—t0)testemunha equacao 7

6.2.4. Teste de edema de pata induzido pela carragenina

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada de acordo com Hajhashemi et al. %/,
com algumas modificacdes. Este ensaio foi efetuado em grupos de 6 ratos machos
Wistar (200 - 300 g). Como controlos utilizou-se a solucdo veiculo (grupo testemunha)
e uma solucdo de dexametasona (1 mg/kg) como padrdo. Apds um periodo de jejum de
16 h, mediu-se o volume (VO) da pata posterior esquerda, com o auxilio de um

pleitismometro, e procedeu-se a administracdo dos extratos por via oral. Apds 60
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minutos da administracdo oral, injetou-se 0,1 ml da solucdo de carragenina 1%
(NaCl 0,9 %), subcutaneamente, na regido plantar da mesma pata do animal. O volume
da pata foi medido 4 horas apds a producdo da inflamacgao (Vt).

A atividade anti-inflamatdria foi calculada com base na equacgao 8:

(Vt—=Vo0)testemunha— (Vt—V0)amostra
(Vt—VO0)testemunha

AAlL (%) = 100 equacdo 8
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6.3. Resultados e discussao

6.3.1. Prova da placa aquecida

Os oleos essenciais de L. luisieri, L. pedunculata, L. viridis e T. mastichina
apresentaram acdo analgésica pela prova da placa aquecida (Figura 6.2), sendo possivel

observar que a atividade inibitéria, variando com a dose e o tempo de laténcia.

100 -

3 90 - L. luisieri 100 mg/kg
% 80 - I L. luisieri 200 mg/kg
:§ 70 - I I I I L. pedunculata 100 mg/kg
f;“f 60 I I L. pedunculata 200 mg/kg
S 50 - I I I L. viridis 100 mg/kg
g :g I ) 1 ] T . W L. viridis 200 mg/kg
S 59 Lz T T. mastichina 100 mg/kg
g 10 - - m T. mastichina 200 mg/kg

0 B Morfina 7,5 mg/kg

30 60 90
t (min)

Figura 6.2 — Atividade analgésica dos OEs de L. luisieri, L. pedunculata, L. viridis e T. mastichina pela
prova da placa aquecida

Comparativamente com a morfina (7,5 mg/kg), os OEs de L. luisieri, L. viridis e T.
mastichina, na dose de 200 mg/kg, apresentou valores de atividade analgésica muito
proximos ou superiores, com valores de inibicao analgésica superiores a 30 % e 60 %
ap6s 30 e 60 min, respetivamente. Na dose de 100 mg/kg, a atividade dos OEs variou

entre 11-39%, 28-49%, e 41-78% para os tempos de 30, 60 e 90 min
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respetivamente. De salientar, ainda, que os OEs de L. luisieri (100 mg/kg), L. viridis (100
e 200 mg/kg) e T. mastichina (200 mg/kg) foram os que apresentaram um efeito
analgésico mais rapido e com maior atividade nos primeiros 30 min.

O método da placa aquecida reflete um processo de analgesia mais complexo e
integrado centralmente, sendo considerado seletivo para screening de compostos que
atuam no recetor opoidide, com a vantagem de poder ser repetido vdrias vezes sem
provocar inflamacgdo %2, Adicionalmente, tem sido observada uma boa correspondéncia
entre os medicamentos que produzem antinocicepgao neste teste e os medicamentos

usados clinicamente para tratar a dor 462,

6.3.2. Teste de contorcao induzido pelo acido acético

Os Oleos essenciais de L. luisieri, L. pedunculata, L. viridis e T. mastichina

apresentaram capacidade para reduzir o nimero de contor¢des (Figura 6.3).

100 -
&\— 80 L
S
[7,] . . .
3’0 60 - W L. luisieri
g m L. pedunculata
3 40 - L. viridis
E 20 - W T. mastichina
< - M Diclofenac

0
40 100 200
dose (mg/kg)

Figura 6.3 — Atividade analgésica dos OEs de L. luisieri, L. pedunculata, L. viridis e T. mastichina pelo
teste de contorgdo induzido pelo acido acético
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O OE de L. luisieri foi o que apresentou melhor capacidade para inibir as
contorgdes, apresentando valores de inibicao de 58 e 62 % para as doses de 100 e
200 mg/kg, respetivamente. O OE de L. pedunculata apresentou capacidade para inibir
23 e 38 % das contorgGes na dose de 100 e 200 mg/kg, respetivamente. O OE de L. viridis
foi o que apresentou menor atividade com valores inferiores a 20 % mesmo na dose
200 mg/kg. Na dose de 200 mg/kg, o OE de T. mastichina apresentou capacidade para
inibir 45 % das contor¢des. No entanto, todos os OEs apresentaram valores de atividade
inferiores ao observados pelo padrdo diclofenac (40 mg/kg) com 78 % de atividade.

O teste do acido acético € um modelo que permite testar a dor visceral, causada
por substancias enddgenas e outros mediadores da dor. Este mecanismo &, também,
considerado um modelo tipico de estudo da dor inflamatdria, devido a sua semelhanca
com os sinais de disturbios viscerais humanos 42470471 Embora seja um teste mais
usado para avaliar a atividade analgésica, também permite inferir acerca da acao
anti-inflamatdria porque o acido acético induz uma resposta inflamatéria na cavidade
abdominal, com subsequente ativa¢ao de nociceptores, surgindo uma reac¢ao dolorosa
e uma inflamacgdo aguda na area peritoneal. A constricao induzida pelo acido acético é
considerada um modelo antinociceptivo ndo seletivo, uma vez que o acido acético atua
indiretamente induzindo a liberacdo de mediadores enddgenos que estimulam os
neurdnios nociceptivos sensiveis a drogas anti-inflamatérias nao-esteroides, a

narcoticos e a outras drogas ativadas centralmente 472,

6.3.3. Prova de Amour-Smith

Os oleos essenciais de L. luisieri, L. viridis, C. nepeta, M. spicata e F. vulgare

apresentaram atividade analgésica pela prova de Amour-Smith (Figura 6.4).
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Figura 6.4 — Atividade analgésica dos OEs de L. luisieri, L. viridis, C. nepeta, M.spicata e F. vulgare pela
prova de Amour-Smith

Podemos observar que os OEs apresentaram uma atividade analgésica
dependente da dose e do tempo de laténcia. Tanto para os OEs como para o padrao
morfina (10 mg/kg), observou-se um aumento da atividade analgésica com o aumento
do tempo de laténcia.

Podemos observar que o OE que apresentou valores mais baixos de atividade
analgésica pela prova de Amour-Smith foi o OE de L. luisieri (100 mg/kg), com valores de
15 %, 33 % e 39 % ao tempo 30, 60 e 90 min, respetivamente. Na dose de 200 mg/, os
OEs de L. luisieri e L. viridis apresentaram valores de analgesia préximos ao observado
para o padrdo, no entanto, para tempos de laténcia superiores, a atividade analgésica
foi inferior a observada para a morfina. Ja o OE de F.vulgare (200 mg/kg) foi o que
apresentou maior atividade, apresentando valores de analgesia (> 85 %) superiores ao
da morfina nos trés tempos de laténcia.

Apds os 90 min de laténcia, todos os OEs a excec¢do do OE de L. luisieri 100 mg/Kg
apresentaram valores de analgesia superiores a 60 %, sendo que os OEs de C. nepeta e

F. vulgare apresentaram valores de analgesia superiores ao da morfina.
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A prova de Amour-Smith, ou método do calor radiante, é uma variacdao do
método do movimento da cauda. O método do movimento da cauda é um reflexo da
coluna vertebral, altamente sensivel aos medicamentos opidceos, que, embora sujeito
a influéncias que afetam o reflexo supraespinhal, apresenta um modelo de dor

altamente correlacionada com o alivio da dor humana #5462,

6.3.4. Teste de edema de pata induzido pela carragenina

Os odleos essenciais de L. luisieri, L. viridis, C. nepeta, M. spicata e F. vulgare

apresentaram capacidade para inibir o edema da pata induzido pela carragenina (Figura

6.5).
100
:\'o‘ L. luisieri 100 mg/kg
© 80 | I WL luisieri 200 mg/kg
o L. viridis 100 mg/kg
E I L. viridis 200 mg/kg
:—3 0 1 I C. nepeta 100 mg/kg
$ C. nepeta 200 mg/kg
E 40 + I I M. spicata 100 mg/kg
% mM. spicata 200 mg/kg
3 F. vulgare 100 mg/kg
g 20 WF. vulgare 200 mg/kg
< W Dexametazona (1 mg/kg)
0
4
tempo (h)

Figura 6.5 — Atividade anti-inflamatdria dos OEs de L. luisieri, L. viridis, C. nepeta, M.spicata e F. vulgare
pelo teste do edema da pata induzido pela carragenina
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A atividade anti-inflamatdria dos OEs variou entre 37 —59 % para a dose de
100 mg/kg de OE de L. luisieri e C. nepeta, respetivamente. Na dose de 100 mg/kg, o OE
de M. spicata ndo apresentou atividade anti-inflamatoéria.

Na dose de 200 mg/kg, a atividade anti-inflamatdria variou entre 43 — 85 % para
os OEs de M. spicata e L. luisieri, respetivamente. Comparativamente com padrao
dexametasona (1 mg/kg—87 %), os OEs de L. luisieri e de F. vulgare na dose de
200 mg/kg apresentaram valores de atividade com 85 % e 77 % de atividade,

respetivamente.

De acordo com a bibliografia, a acdo analgésica e anti-inflamatéria dos OEs é
preferencialmente atribuida ao elevado conteddo em compostos terpénicos
25,445,446,461,473-475 @ g0 efeito combinado dos compostos maioritdrios e minoritarios dos
OEs que possuem ou ndo agao farmacoldgica, uma vez que os esses compostos podem
influenciar a farmacocinética e a biodisponibilidade dos compostos com a¢do analgésica
476.

A bibliografia nao refere estudos de atividade analgésica com OEs de L. luisieri,
L. pedunculata e L. viridis. No entanto, a planta deste género mais estudada é L.
angustifolia Mill., cujo OE é bastante conhecido e amplamente comercializado pelas
industrias cosmética, alimentar e farmacéutica. Na medicina tradicional, OE de L.
angustifélia é utilizado para o tratamento da depressdo, ansiedade e stress 477. Um
estudo com OE e extratos das folhas de L. angustifolia refere que o OE apresentou
atividade analgésica superior a 50 % (entre 83 e 90 % ) e atividade anti-inflamatdria de
48 % para a dose de 200 mg/Kg ?7. Recentemente, Sanna et al. 7, demonstrou que o
OE de L. angustifolia possui uma importante atividade analgésica na dose de 100 mg/kg,
pelo método da placa aquecida, com cerca de 30 % de analgesia, sugerindo que a

administracdo oral deste pode representar uma abordagem terapéutica no tratamento
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dos estados de dor neuropatica. Cardia et al. 4’ demonstrou que o OE de L. angustifélia
possui atividade anti-inflamatdria, incluindo pelo método do edema da pata induzido
pela carragenina, sendo capaz de inibir, na dose de 100 mg/kg, por este método, a
inflamagdo em 54 %, 56 % e 45 % apds 30, 60 e 120 min, respetivamente. ponde na dose
de 100 mg/kg. Adicionalmente, os efeitos analgésico e anti-inflamatério observados
para os OEs das espécies de Lavandula podem ser atribuidos aos seus teores em
monoterpenos, nomeadamente 1,8-cineol, fenchona, linalol 445-447,460-462

Mogosan et al. 4, num estudo efetuado com OEs de trés espécies de Mentha
cultivadas na Roménia, incluindo a M. spicata, observaram que o OE de M. spicata
apresentou atividade analgésica pelos métodos da placa aquecida e pelo teste de
contorg¢do induzido pelo 4cido acético, com valores de analgesia superiores a 24 % e a
39 %, respetivamente. Mogosan et al. ?, observaram ainda que o OE de M. spicata
apresentou atividade anti-inflamatdéria pelo método do edema da pata induzido por
carragenina, com valores atividade anti-inflamatdria (4 h) de 14 %, 34 % e 62 % para as
doses de 125, 250 e 500 mg/kg, respetivamente. O efeito analgésico observado para o
OE de M. spicata tem sido atribuido aos seus componentes principais, como carvona,
limoneno e mentol, tendo sido observado um efeito na reducdo da dor observado em
pacientes com osteoartrite 40,

Relativamente as espécies do género Thymus, a espécie mais estudada é Thymus
vulgaris, sendo reconhecida a capacidade dos seus OEs e componentes maioritarios
como analgésicos e anti-inflamatérios 444481482 Adicionalmente, a bibliografia refere
gue os monoterpenos anetol e fenchona, componentes maioritarios do OE de F. vulgare
(45 % e 20 %, respetivamente), 1,8-cineol e a-terpineol, presentes nos OEs de C. nepeta
e T. mastichina apresentam atividade analgésica, podendo ser os responsaveis pelos

efeitos analgésico e anti-inflamatdrios observados #44°-447,460-466
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Neste trabalho pretendeu-se caracterizar quimicamente os OEs de plantas
aromaticas e condimentares, a maioria autéctones da regido Alentejo e Algarve e avaliar
as propriedades bioldgicas, toxicolégicas e farmacolégicas dos OEs selecionados, com
vista a sua valorizagdo como nutracéuticos e/ou posterior aplicagdo na terapéutica.
Neste estudo pretendeu-se correlacionar a composicdo quimica com as propriedades
farmacoldgicas dos OEs, validar a sua aplicacdo e possibilitar a transferéncia de
conhecimento sobre o potencial nutracéutico e fitoterapéutico destes EOs para o sector
da producdo de PAMs e contribuir para a valorizacdo desta fileira, de reconhecido valor

cultural e cientifico.

Com base nos estudos descritos nos capitulos anteriores, foi possivel inferir
algumas conclusdes gerais, que a seguir se descrevem.

A analise da composicdo quimica dos oito dleos estudados, revelou diferencgas
na composicao quimica, quanto a diversidade e a proporcdo dos seus constituintes
presentes. Os 6leos essenciais de L. luisieri apresentaram um perfil quimico rico em
monoterpenos oxigenados (> 50 %) e hidrocarbonetos sesquiterpénicos (5-11 %),
apresentando como compostos maioritdrios o 1,8-cineol (9-19 %), acetato de
trans-a-necrodilo (9 - 24 %), a-trans-necrodol (8 - 10 %). O éleo essencial L. pedunculata
é rico em monoterpenos oxigenados (> 75 %), apresentando como constituintes
maioritarios a canfora (23 — 39 %) e a fenchona (28 — 42 %). O d6leo essencial de L. viridis
revelou elevado teor de monoterpenos oxigenados (< 66 %), nomeadamente, 1,8-cineol
(3-49 %), canfora (12 - 43 %), linalol (7 - 21 %) e borneol (2 - 5 %).

O dleo essencial de C. nepeta na fase vegetativa (Primavera) e na fase de floracao
(Outono) apresentou variabilidade sazonal na composi¢do quimica dos seus OEs, com
um elevado conteudo em monoterpenos oxigenados (85 % e 91 %), hidrocarbonetos
monoterpénicos (10 % e 7 %) e hidrocarbonetos sesquiterpénicos (1,7 % e 1 %), para os
OEs da Primavera e Outono respetivamente. O éleo essencial das plantas colhidas na

Primavera apresentou como componentes maioritarios o 1,8-cineol (23 %), o limoneno
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(8 %), a isomentona (13 %), a mentona (13 %), a isopulegona (15 %), o mentol (9 %) e a
pulegona (6 %), enquanto o 6leo essencial obtido no Outono apresentou como
componentes maioritarios o mentona (22 %), o mentol (16 %), o 1,8-cineol (28 %) e
pulegona (5 %).

Os Oleos essenciais de M. spicata apresentaram uma composi¢ao rica em
monoterpenos oxigenados (> 70 %) e hidrocarbonetos monoterpénicos (> 17 %),
apresentando como componentes maioritarios o limoneno (14 % e 18 %) e a carvona
(65 % e 63 %) para os 6leos do Outono e da Primavera, respetivamente. O éleo essencial
de M. pulegium apresentou como componentes maioritdrios a pulegona (79 %) e a
isomentona (10 %), expressando o quimidétipo pulegona e um perfil quimico
maioritariamente constituido por monoterpenos oxigenados (> 90 %).

O OE de O. virens apresentou um perfil quimico com uma elevada composicao
em hidrocarbonetos monoterpénicos (50 %) e monoterpenos oxigenados (46 %),
apresentando como constituintes maioritdrios o timol (19 %), Y-terpineno (20 %), o éter
metilico de timol (13 %) e 0 m-cimeno (12 %).

O OE de T. mastichina apresentou como constituintes maioritarios o 1,8-cineol
(72 %), o a-terpineol (9 %), com um perfil quimico rico em monoterpenos oxigenados
(86 %) e hidrocarbonetos monoterpénicos (7 %), expressando o quimitipo do 1,8-cineol.

O OE do F. vulgare verde (Primavera), com um perfil quimico rico em
fenilpropandides (53 %), monoterpenos oxigenados (24 %) e hidrocarbonetos
monoterpénicos (21 %), apresentando elevados teores em anetol (> 46 %) e fenchona
(> 20 %), pertencendo ao quimidtipo anetol/fenchona.

Os 6leos essenciais testados apresentaram atividade antioxidante pelos trés
métodos estudados, observando-se maior atividade pelo método do B-caroteno/4acido
linoleico. Os OEs que apresentaram maior atividade foras os OEs de L. viridis (radical
DPPH), L. luisieri (reducdo do Fe3*) e O. virens (protecdo do substrato lipidico). Tendo em
conta os resultados obtidos, podemos concluir que OEs com maiores teores

monoterpenos oxigenados apresentaram boa capacidade para capturar radicais livres e
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OEs com elevados teores de monoterpenos oxigenados possuem elevada capacidade
para inibirem a peroxidagao lipidica.

Os estudos de avaliacdo do potencial neuroprotetor dos OEs revelou que os OEs
em estudo possuem capacidade para inibir a a¢do de colinesterases AChE e BChE,
designadamente os OEs de L. luisieri, L. pedunculata, C. nepeta, M.spicata, T. mastichina
e F. vulgare. Os OEs de M. spicata e T. mastichina apresentaram elevada capacidade
inibidora de AChE, com valores de ICsp inferioes a 80 mg/L. Os OEs de C. nepeta e L.
luisieri apresentaram elevada capacidade inibitéria de BChE.

Nos estudos de atividade antitumoral, os OEs de L. luisieri, L.pedunculata, L.
viridis, C. nepeta, O. virens e T. mastichina, apresentaram capacidade para inibir o
crescimento e induzir a morte celular das células MDA-MB-231. Foi ainda possivel
observar que os OEs testados apresentaram melhores resultados antitumorais para as
células MDA-MB-231 do que a doxorrubicina (DOX), apresentando valores de ECso
bastante inferiores ao valor descrito para a DOX.

Nos estudos de avaliagcdo do potencial antimicrobiano observamos que os OEs
apresentaram um largo espetro de a¢do, com capacidade para inibir o crescimento de
estirpes bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas e de fungos filamentosos. No
entanto, no que diz respeito as estirpes bacterianas observou-se que as bactérias
Gram-(-) apresentaram maior resisténcia aos dleos essenciais do que as Gram-(+). Foi
ainda possivel observar que o OE que apresentou o maior largo de espetro
antimicrobiano foi o OE de O. virens. Os resultados sugerem o seu potencial uso como
agentes antimicrobianos naturais com potencial aplicagdo na industria alimentar e
farmacéutica.

Nos estudos da avaliacdo toxicoldgica, os OEs apresentaram elevada toxicidade
para A. salina e baixa toxicidade em ratinhos Swiss e ratos Wistar, sendo classificados
na categoria 4 e 5 de acordo com as categorias de perigo GHS. Os ensaios dos

biomarcadores da funcdo hepatica e renal corroboraram os resultados, ndo tendo sido
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detetados sinais de toxicidade nos animais administrados com OEs de L. luisieri, L.
viridis, C. nepeta e F. vulgare.

Nos estudos de atividade farmacoldgica in vivo foi possivel observar que os OEs
de L. luisieri, L. pedunculata, L. viridis, C. nepeta, M. spicata, T. mastichina e F. vulgare
possuem capacidades analgésica e anti-inflamatéria, tendo sido os OEs de
Lavandula spp. e T. mastichina os mais efetivos para o teste da placa aquecida,
enquanto para o teste do acido acético o OE que apresentou melhores resultados foi OE
de L. luisieri. Os OEs de C. nepeta e F. vulgares foram os mais efetivos no teste de
Amour-Smith. Os OEs de L. luisieri, C.nepeta e F. vulgare foram os que apresentaram

maior efeito anti-inflamatorio.

No sentido de aprofundar os estudos efetuados, seria relevante realizar mais
alguns estudos, designadamente:

e Desenvolver modelos computacionais, baseados em inteligéncia
artificial, de modo a correlacionar a composicdo e proporgdo dos
constituintes presentes nos OEs com os géneros e espécies de PAM e inferir
sobre a sua potencial atividade farmacoldgica e toxicoldgica, tendo também
em conta outras varidveis como a época do ano e as condi¢des ambientais;

e Avaliar as atividades os OEs na atividade de enzimas envolvidos na
mediacdo da resposta antioxidante em extratos hepaticos, nomeadamente,
glutationo transferase, glutationo redutase, superdxido dismutase e
catalase;

e Avaliar a atividade dos OEs como inibidores das atividades
acetilcolinesterase (AChE), butirilcolinesterase (BChE) lipoxigenase (5-LOX),
envolvidos na mediacdo de patologias neurodegenerativas utilizando
plantas da mesma espécie, mas colhidas em diferentes regides e épocas do

ano;
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e Avaliar do efeito sinergético dos OEs e o uso potencial de misturas
de OEs para inibir o crescimento de microrganismos multirresistentes a
farmacos;

e Avaliar o efeito dos OEs na produgdo de dxido nitrico, bem como
a avaliagdo da capacidade de inibicao das isoformas COX-1 e COX-2 e de
prostaglandinas (PGE2).

e Quantificar as citocinas pro-inflamatdrias séricas (IL-1, e TNF-a)
por métodos enzimaticos e imunoensaios e avaliar os alvos moleculares
envolvidos na resposta anti-inflamatdria por quantificacdo da expressdo de
proteinas especificas (iNOS e COX-1 e 2) por métodos imunoenzimaticos
(Western blot) em tecidos inflamados, na presenca e auséncia de OEs.

e Avaliar os mecanismos de sinalizacdo envolvidos no processo de
carcinogénese, designadamente, regulacdo da producdo de citocinas
pré-inflamatdrias, inducdo de apoptose, diferenciacdo, proliferacio e
viabilidade celular, para o desenvolvimento de novas terapias;

e Avaliar o efeito antitumoral dos OEs ensaios de viabilidade celular
utilizando linhas celulares derivadas de outros tipos de tumores, como por
exemplo, figado (HepG2), mama (MCF-7), célon (Caco-2), préstata (LNCaP),
glioblastoma (A-172) e leucemias (K562).
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Figura A.1 — Curvas de calibragdo do acido ascérbico para o radical DPPH (A); poder redutor (B) e
sistema B-caroteno/acido linoleico (C)
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Figura A.2 — Efeito antiproliferativo dos OEs de L. luisieri, L.pedunculata, L. viridis, C. nepeta, O. virens e
T. mastichina nas células de cancro da mama MDA-MB-231
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Anexo |l

Quadro A.1 - Valores de CMI (pug/ml) e CMB/CMF (ug/ml) dos antimicrobianos de
sintese

E E. coli ATCC 25922 62.5 500 - - . -
:.§ E. coli LFG 1003 500 1000 - - - -
3 M. morganii LFG 1008 250 1000 = = = =
% P. mirabilis LFG 1004 250 500 - - - -
g P. aeruginosa ATCC 27853 125 1000 - - - -
P. aeruginosa LFG 1002 15.6 250 - - - -
S. enteritidis LFG 1005 7.8 >1000 - - - -
S. typhimurium LFG 1006 500 >1000 - - - -
A. japonicus = - 1,9 3,8 0,06-0,1 0,1
A. niger - o 7,5 >30,0 0,1-0,3 0,3
A. flavus o = 7,5 30,0 0,06-0,1 0,1
g, F. oxysporum - - 75 30,0 1,0-2,0 2,0
2 Penicillium commune - = 3,8 7,5 >2,0 n.d.
Penicillium chrysogenum - - 15,0 30,0 0,5-1,0 1,0
R. oryzae = - 30,0 n.d. 1,0-2,0 2,0
R. stoloniffer = = 15,0 >30,0 1,0-2,0 2,0

Legenda: n. d. — ndo determinado.
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