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Resumo

Estudos epidemioldgicos sobre a relacdo entre os habitos alimentares e o risco de
desenvolvimento de doencas crénicas demonstram que a alimentacdo possui um impacte
direto sobre a salde. E geralmente aceite, que os alimentos de origem vegetal, como frutas,
legumes, especiarias, plantas arométicas entre outros, exercem efeitos benéficos na salde
humana Como exemplo dessa situacdo pode apontar-se a dieta MediterrAnea, uma dieta

caraterizada entre outros fatores por ser rica em plantas aromaticas.

Neste trabalho foram estudos extratos de trés plantas aromaticas utilizadas em Portugal:
Salvia, Poejo e Cebolinho com o objetivo de serem determinados o0 seu teor em compostos
fendlicos totais e em flavondides e também estudas as suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatérias e antimicrobianas. Quer a atividade antioxidante quer a atividade antimicrobiana
foram determinadas com recurso a ensaios in vitro. A atividade antioxidante foi determinada
através da capacidade redutora (FRAP e CUPRAC), capacidade de sequestro do radical
DPPH" e do radical anido superéxido. A atividade antimicrobiana, foi determinada contra
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus), gram-negativas (Escherichia coli) e contra
leveduras (Candida albicans). A atividade anti-inflamatéria foi determinada em modelos de
inflamacéo aguda (modelo de edema da pata induzido pela carragenina) e de inflamacédo

crénica (modelo da colite ulcerativa induzida pelo acido sulfénico trinitrobenzeno).

Os resultados mostraram que os extratos de todas as plantas aromaticas em estudo possuem
capacidade antioxidante, sendo que o extrato de salvia foi o que apresentou maior capacidade
antioxidante em comparacdo com 0s extratos de poejo e de cebolinho em todos os testes
realizados. Concordante com este resultado, pode acrescentar-se que o extrato de sélvia foi
também o que apresentou maior teor em compostos fendlicos totais e flavondides totais, o que
sugere o envolvimento destes compostos nas atividades antioxidantes detetadas. O extrato de
sélvia foi o Unico capaz de inibir o crescimento do S. aureus, o que também pode estar
relacionado com o seu teor mais elevado em compostos fendlicos. A avaliacdo da atividade
anti-inflamatoria, efetuada apenas para o extrato de salvia, revelou que este extrato exerceu
um efeito positivo quer para o modelo de inflamacgéo aguda quer para o modelo de inflamacédo

cronica.

Palavras-Chave: Plantas aromaticas, salvia, poejo, cebolinho, compostos fendlicos,

antioxidantes, anti-inflamatérios, antimicrobianos



Abstract

Epidemiological studies on the relationship between food habits and the risk of developing
chronic diseases showed that food habits have impact on Human’s health. It's usually accepted
that plant foods, as fruits, vegetables and herbs and spices have beneficial effects on Human
health. As an example, the Mediterranean diet can be pointed out. This diet is characterized

among other factors to be rich in the consumption of herbs.

In this work, three herb extracts commonly used in Portugal were studied: Sage, European
Pennyroyal and Chives, in order to determine their total phenolic compounds and flavonoids
content and also its antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial activities. Both antioxidant
and antimicrobial activities were determined using in vitro assays. The antioxidant activity was
determined by assessing the reducing capacity (FRAP and CUPRAC tests) and scavenge of
DPPH" and superoxide anion radical. The antimicrobial activity was determined against gram-
positive bacteria (Staphylococcus aureus), gram negative (Escherichia coli) and against yeasts
(Candida albicans). The anti-inflammatory activity was determined in acute models of
inflammation (paw edema model induced by carrageenin) and chronic inflammation (colitis

model induced by trinitrobenzene ulcerative sulfonic acid).

The results showed that all the herbs extracts processes antioxidant capacity, and that the sage
extract showed the highest antioxidant activity compared with the extract of European
pennyroyal and chives in all the assays. Concurring with this results, it was noticed that the
sage’s extracts also presented the highest content of total phenolic compounds and flavonoids,
which suggests that these compounds may be involved in the antioxidant activity. The sage
extract was the only one able to inhibit the growth of S. aureus, which can also be related to
their higher content of phenolics. Assessment of anti-inflammatory activity, performed only for
the sage extract, revealed that this has positive effects both for the acute inflammation and

chronic inflammation models

Key words: herbs, sage, pennyroyal, chives, phenolic compounds, antioxidant, anti-

inflammatory, antimicrobial
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1 Introducéo

Desde a antiguidade que a Natureza tem sido uma fonte de recursos para o tratamento e
melhoria da qualidade de vida do Homem. Muitos dos farmacos atualmente utilizados sdo
derivados de produtos naturais (Maver et al., 2015). Se antes as propriedades benéficas
atribuidas a estas plantas eram baseadas em crengas, nas Ultimas décadas tém sido criadas
linhas de investigacdo com o intuito de estabelecer as bases cientificas desses efeitos
benéficos para a salde humana, identificar os compostos responsaveis por esses efeitos e

conhecer em detalhe os seus mecanismos de acao.

Estudos epidemiologicos sobre a relacdo entre os habitos alimentares e o risco de
desenvolvimento de doengas cronicas demonstram que a alimentagdo possui um impacte
direto sobre a satde (Espin et al., 2007). E geralmente aceite, que os alimentos de origem
vegetal, como frutas, legumes, especiarias, plantas aromaticas entre outros, exercem efeitos
benéficos na saude humana, nomeadamente ao nivel de doengas cardiovasculares, diabetes
tipo I, doencas neurodegenerativas e doengas oncoldgicas. Como exemplo dessa situacao
pode apontar-se a dieta MediterrAnea. Com efeito, estudos epidemiolégicos demonstraram
uma associacdo positiva entre a adocdo desta dieta e a prevencdo de doencas
cardiovasculares e diabetes. Esta dieta caracteriza-se, entre outros fatores, pelo consumo
elevado de alimentos de origem vegetal (cereais pouco refinados, produtos horticolas, fruta,
leguminosas secas e frescas e frutos secos e oleoginosos); consumo frequente de pescado e
pouco frequente de carnes vermelhas; utilizacdo do azeite como principal gordura para
cozinhar ou temperar alimentos; baixo consumo de lacticinios; consumo de 4gua e de infusdes
como bebidas de eleicdo e baixo a moderado consumo de vinho a acompanhar as refeicdes
principais (Associacdo Portuguesa de Nutricionistas, 2014). Esta dieta caracteriza-se,
igualmente, por ser muito rica em plantas aromaticas, podendo pensar-se que as mesmas
possam contribuir de forma significativa para o aumento do consumo de antioxidantes por parte

das populag@es que pratiquem este tipo de alimentacao (Bower et al., 2015).

As plantas aroméaticas sao fornecedoras de proteinas, vitaminas (A, C e complexo B), minerais
(célcio, fésforo, sodio, potassio e ferro), fibras, componentes volateis (6leos essenciais) e

substancias fitoquimicas (Direc¢do Geral de Saude, 2015).

A capacidade de alguns alimentos, em particular das plantas aromaticas, para reduzir o risco
de desenvolvimento de doencas crénicas, tem em parte sido associada a ocorréncia de
metabolitos secundarios que ndo sao considerados nutrientes, mas que apresentam atividade
biolégica — os fitoquimicos (Bower et al., 2015). Os glucosinolatos, compostos sulfaricos
provenientes da familia Alliaceae, os terpendides e varios grupos de polifendis (antocianinas,
flavonas, flavonoides, isoflavonas, etc.), sdo exemplos de fitoquimicos que podem ser
disponibilizados através da dieta (Espin et al., 2007).

A producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) é um processo natural proveniente de
1



reacbes metabodlicas. Estas espécies sdo capazes de reagir com quase todo o tipo de
biomoléculas, e tendem a ser desativadas naturalmente por antioxidantes enddgenos ou
exégenos (fornecidos pela dieta). Contudo, quando estes antioxidantes ndo se encontram
presentes em quantidades suficientes, podem ndo ser capazes de exercer a sua funcéo
protetora contra as ROS conduzindo assim a condicdo de stress oxidativo, em que se verifica
uma acumulacdo de ROS com uma consequente acumulacdo de lesdes induzidas por estas,
gue podem levar a perdas de fungdes fisiolégicas, doencas e, potencialmente, a morte. Assim,
estudos cientificos recentes tém-se focado na procura e pesquisa de antioxidantes naturais,
como é o caso daqueles que se encontram presentes nas plantas aromaticas, que possam ser
veiculados pela alimentacdo como forma de tentar diminuir potenciais situa¢des de stress

oxidativo (Srinivasan, 2014)

Hoje em dia a utilizacdo de plantas aromaéticas tem vindo a registar um aumento consideravel,
podendo estas ser utilizadas na alimentacdo, como ingredientes na confecdo de diversos
pratos bem como de bebidas alcodlicas ou de infusBes, ou mesmo ao nivel da perfumaria e
cosmética. Na alimentagcdo o seu uso pode contribuir para enaltecer o sabor do prato,
permitindo a reducéo do consumo de sal, e ainda dar cor, contudo devido ao seu conteddo em
fitoquimicos, as suas fun¢des ndo passam apenas por melhorar 0 aspeto e sabor de um
alimento, podendo igualmente, passar por conferir propriedade benéficas para a saude
(Direccao Geral de Saude, 2013).

Tém sido reconhecidas muitas propriedades medicinais das plantas arométicas que podem
representar um impacte benéfico para a salde. Dentro destas propriedades podem destacar-
se, entre outras, a capacidade antioxidante, acdo de estimulagdo da digestdo, capacidade anti-
inflamatéria e antimicrobiana (Wojdyto et al., 2007). Tais propriedades tém sido estudadas
como modo de prevencdo de doencas cronicas como doencas cardiovasculares, obesidade,
artrite reumatdide, aterosclerose e mesmo doencas de cariz neurodegenerativo como a doenga
de Alzheimer (Soobrattee et al., 2005; Wojdyt et al., 2007; Mueller et al., 2010; Miroddi et al.,
2014; Srinivasan, 2014).

Para além do impacte direto que podem ter na salde, as propriedades antioxidantes e
antimicrobianas das plantas arométicas, podem fazer com que estas desempenhem um papel
importante ao nivel da conservacdo e retardamento da degradacdo de géneros alimenticios
(Peter et al.,, 2004; Ignat et al., 2011). Assim, a actividade antioxidante destas plantas,
principalmente devida ao seu conteddo em compostos fendlicos, pode retardar a oxidagao
lipidica dos alimentos, processo que gera a libertagdo de sabores e aromas indesejaveis,
aumentando o seu tempo de prateleira (Soares, 2002), constituindo uma alternativa mais bem
aceite pelos consumidores aos conservantes quimicos, como o butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT) e tetrabutilhidroquinona (TBHQ) (Hinneburg et al., 2006; Falowo et al.,
2014).

Para além das alteracBes de sabor, aroma e aspeto que sdo percetiveis aos consumidores, a

oxidacdo dos alimentos conduz a uma diminuicdo da sua qualidade nutricional e pode dar
2



origem a formacdo de compostos toxicos, que a longo ou curto prazo podem causar danos na
saude do Homem (Choe et al., 2009; Embuscado, 2015).

Considerando o aumento do consumo e 0s potenciais efeitos para a salude das plantas
aromaticas, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante e antibacteriana in
vitro, assim como a acdo anti-inflamatéria in vivo de trés plantas aromaticas disponiveis
comercialmente, nomeadamente sélvia (Salvia officinalis), poejo (Mentha pulegium) e cebolinho

(Allium schoenoprasum L.).
1.1 Caracterizacdo das plantas aromaticas estudadas
1.1.1 Salvia

A Salvia officinalis L., comummente conhecida como sélvia ou salva, pertencente a familia
Lamiaceae, é um arbusto de folhas verdes acinzentadas, recobertas por uma penugem e de
flores roxas (Figura 1.1) com origem na regido do Mediterrdneo. Conhecida desde a
antiguidade, a sélvia era considerada como uma planta milagrosa. Os antigos gregos
cultivavam a sélvia como planta medicinal e os Druidas para curar febres, tosse, bronquite e
reumatismo. Ao longo dos anos tém vindo a ser atribuidas a esta planta propriedade
espasmoliticas, antissépticas e cicatrizantes. Para além do seu consumo na forma de infuséo,
as folhas de séalvia ttm uma vasta aplicacdo culinaria gracas as suas qualidades aromaticas,
sendo também empregues como estimulante do apetite. O seu cultivo tem como objetivo a

obtencdo de folhas secas ou frescas para utilizacdo nas areas da medicina, perfumaria e

também em inddstrias alimentares (Santos-Gomes et al., 2002).

Figura 1.1.A- Folhas e flor de Salvia. B- Ramo de Sélvia (A- https://orienteocidente.wordpress.com/2011/07/23/salvia-
salvia-officinalis/; B- https://www.feiranetrj.com.br/salvia)


https://orienteocidente.wordpress.com/2011/07/23/salvia-salvia-officinalis/
https://orienteocidente.wordpress.com/2011/07/23/salvia-salvia-officinalis/

1.1.2 Poejo

O poejo (Figura 1.2), nome popular dado a espécie do género Mentha, Mentha pulegium, é

uma planta muito aromética pertencente a familia Lamiaceae. Esta planta teve origem na

América e prosperou para o oeste, sul e centro da Europa e Asia, entre outros locais. Em

Portugal o poejo pode ser encontrado em locais humidos e em linhas de agua (Teixeira et al.,
2012; Figueiredo et al., 2014).

Figura 1.2: A- Aspeto dos poejos no solo;j B- Folha de poejo ao pormenor (A-
http://calphotos.berkeley.edu/cgi/img_query?enlarge=0000+0000+0110+2253; B- http://www.semstress.com/poejo-na-
culinaria/)

Em Portugal, o poejo é principalmente utilizado na regido do Alentejo, como condimento na
confecdo de pratos tradicionais, conferido um sabor caracteristico aos pratos da regido. Para
além do seu uso culinério, as folhas do poejo tém vindo a despertar um crescente interesse no
gue diz respeito as suas propriedades medicinais, nomeadamente ao nivel de distUrbios
intestinais, gripes e constipagfes entre outras, indicando a possibilidade da existéncia de
compostos com atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antibacteriana (Teixeira et al., 2012,
Shahmohamadi et al., 2014).

De entre os compostos que estdo presentes nas folhas do poejo, tém sido descritos por varios
autores quatro principais compostos, responsaveis pelas atividades identificadas
anteriormente: a pulegona, mentona, piperitona e isometona (Teixeira et al., 2012)

1.1.3 Cebolinho

O Allium schoenoprasum L. (Figura 1.3), comummente conhecido por cebolinho é uma planta
da familia Liliaceae, e encontra-se amplamente distribuido nas regiées do Artico, Asia, Europa
e Norte da América, sendo as zonas de maior cultivo encontradas no hemisfério norte (Chen,
2006). Do ponto de visto do seu cultivo € uma planta interessante uma vez que apresenta
folhas com uma estrutura tubular, que funcionam como reservatérios de agua, fazendo com

que o cebolinho consiga adaptar-se quer a temperaturas frias quer quentes e a ambientes
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secos. Para além disso, como tem um crescimento rapido, o cebolinho pode ser cultivado e

apanhado varias vezes durante o ano (Vifia et al., 2009).

Figura 1.3 A- Plantacédo cebolinho; B- Molho de cebolinho cortado (A-
http://naturaldrug.tumblr.com/post/8997313577/allium-schoenoprasum; B-  http://receitas-culinaria.pt/22079/em-que-
pratos-utiliza-o-cebolinho)

As folhas de cebolinho sdo muito usadas ao nivel da culinaria como condimento, uma vez que
apresentam um sabor mais suave do que outras “plantas” do mesmo género. Tem sido descrita
a utilizacéo das folhas desta planta em diversas aplicagdes medicinais. Assim, estas folhas tém
sido utilizadas para baixar a pressao arterial, alivio das dores provocadas por queimaduras

pelo sol e de dores de garganta, assim como agentes antimicrobianos (Parvu et al., 2014).

As propriedades antioxidantes do cebolinho advém da sua composicdo em compostos
sulfurados, assim como em outros compostos bioativos como é o caso dos polifendis, que

também apresentam propriedades anti-inflamatérias (Rattanachaikunsopon et al., 2008).

1.2 Sistema de defesa antioxidante e Stress oxidativo

Conforme ja anteriormente referido, no decorrer das rea¢gbes metabdlicas que ocorrem nos
organismos vivos sdo produzidas espécies reativas de oxigénio (ROS). Estas espécies podem
apresentar-se quer na forma radicalar, como € o caso do radical anido superoéxido, radical
hidroxilo, ou radical peroxilo, quer na forma nado radicalar como € o caso do per6xido de

hidrogénio, oxigénio singleto ou &cido hipocloroso (Pisoschi et al., 2015)

A denominacao de radicais livres é atribuida as espécies quimicas que possuem pelo menos
um eletrdo desemparelhado. A ocorréncia de um eletrdo desemparelhado na orbita externa
resulta numa elevada reatividade destas espécies, devido a sua capacidade para doar ou
receber eletrdes de forma a obter estabilidade quimica. Desta forma, a maioria dos radicais tem
um tempo de semi-vida curto, reagindo rapidamente com outras moléculas (Kohen & Nyska,
2002).


http://receitas-culinaria.pt/22079/em-que-pratos-utiliza-o-cebolinho
http://receitas-culinaria.pt/22079/em-que-pratos-utiliza-o-cebolinho

Os radicais originados a partir do oxigénio representam o grupo mais importante de radicais
produzidas em organismos vivos (Valko et al., 2007). O oxigénio funciona com aceitador de
eletrdes no processo transporte eletrénico que ocorre na mitocéndria e que é essencial para a
producéo de trifosfato de adenosina (ATP) nas células dos organismos vivos. Neste processo,
0 oxigénio é reduzido a agua através da aquisicdo de quatro eletrdes (Valko et al., 2007;

Buonocore et al., 2010).

A formacao de radicais pode, entdo, acontecer através dos seguintes passos:

0O?+1e +H* <> HO', €>H* + 0, " (radical anido superoxido)
HO*; + 1 e + H" +» H,0; (peroxido de hidrogénio)

H,O, + 1 e + H" +—»[H30,] *+>H,0 + OH’ (radical hidroxilo)

Assim, através da reducdo do oxigénio sdo geradas espécies reativas de oxigénio como o
radical anido superéxido (02%), o perdxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxilo (OH")

(Buonocore et al., 2010).

O radical anido superoxido resulta da reducao do oxigénio molecular seja através de processos
metabolicos ou por processos de irradiagdo. No que se refere aos processos bioldgicos, a sua
producéo ocorre maioritariamente através da cadeia respiratéria mitocondrial, podendo também
ser originada por oxidacdo do ferro do grupo heme. A dismutacdo deste radical produz o

peréxido de hidrogénio, que por sua vez pode ser reduzido a 4gua e Oo.

O radical hidroxilo tem uma reatividade muito elevada, sendo considerada a ROS mais
perigosa. Este radical é maioritariamente produzido quando ocorre um excesso de producdo do
anido superéxido e perdxido de hidrogénio pela reacdo de Haber — Weiss. Devido a sua
elevada reatividade, quando produzido in vivo este reage perto do seu local de formacao,
interagindo com a maior parte das moléculas organicas como o acido desoxirribonucleico

(DNA), proteinas, lipidos, aminoacidos ou agucares.

Apesar de ndo se considerado um radical livre, o oxigénio singleto é considerado uma espécie
oxigenada bastante reativa. Tal reatividade deve-se a inversédo de spin de um dos seus dois

eletr6es desemparelhados, aumentando o seu poder oxidativo.

Para além da cadeia respiratéria mitocondrial, que tal como foi mencionado anteriormente,
constitui a principal fonte de producao enddgena de ROS, existem outras formas de producéo
destas espécies, que incluem o sistema de citocromos P450 e enzimas oxidativas como a
xantina oxigenase ou as lipoxigenases. Contudo as ROS podem também ser produzidas a
partir de substancias exogenas. Entre as fontes exdgenas encontram-se a exposicdo a
radiacdo ionizante e ndo ionizante; exposicao a poluentes do ar; farmacos e xenobidticos, ou

mesmo a infecdo por agentes patogénicos, como bactérias e virus que pode levar a producédo
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de ROS, seja por libertacdo direta pelo patogénico seja como resposta enddgena induzida

pelos fagdcitos e neutréfilos (Kohen et al., 2002; Juranek et al., 2013).

A producdo de ROS em baixa quantidade é benéfica para os organismos vivos, estando
envolvidas, por exemplo, na resposta celulares de defesa contra agentes infecciosos ou em
sistemas de sinalizacdo celular (Valko et al., 2007). Contudo, as ROS, quando em excesso
acabam por ser prejudiciais para o organismo se ndo forem atempadamente neutralizadas por
um sistema eficiente de antioxidantes. Surge assim 0 conceito de stress oxidativo, que se
define como um desequilibrio entre a producdo de espécies oxidativas e a capacidade do
organismo para as neutralizar pela acdo do seu sistema de protecéo antioxidante (Valko et al.,
2007; Srinivasan, 2014; Pisoschi et al., 2015). Tal desequilibrio pode conduzir a uma
acumulacdo de danos oxidativos em componentes celulares essenciais, nomeadamente
lipidos, proteinas ou mesmo DNA, podendo estar na base de algumas doencgas cronicas (Valko
et al., 2007). Com efeito, varios sdo os estudos que associam a superproducédo de ROS com o
desenvolvimento de patologias como cancro, doencas cardiovasculares, aterosclerose,

doencas neurodegenerativas, diabetes ou doenca isquémica (Kohen & Nyska, 2002).

As membranas celulares devido a sua elevada composicdo em &cidos gordos insaturados, sao
estruturas muito suscetiveis a oxidacdo — peroxidagdo lipidica. A reagdo das ROS com o0s
acidos gordos poli-insaturados das membranas desencadeia uma oxidagdo em cadeia que
pode levar & perda de integridade da membrana, a diminuicdo da sua fluidez e a inibicdo da
atividade das proteinas transportadoras e assim alterar as suas funcdes de barreira e

transporte (Castro et al., 2001; Kohen et al., 2002).

Para além dos acidos gordos, também as proteinas, em particular as cadeias laterais dos
aminoacidos que as constituem, em particular a cisteina e metionina, podem ser alvo de
oxidacdo pelas ROS. Como consequéncia pode haver alteracdo das estruturas destas
biomoléculas, perda da atividade enzimética e alteragédo das fungdes celulares como producao

de energia e interferéncia nos potenciais de membrana (Kohen et al., 2002; Valko et al., 2007).

As interacdes das ROS, e maioritariamente do radical hidroxilo, com o DNA pode levar a varios
tipo de danos, como, por exemplo, alteracdo das bases do DNA, quebras das cadeias duplas e
simples da sua estrutura ou cross-links entre o DNA e outras moléculas. Uma vez que estas
alteracdes podem n&o ser reversiveis, tais danos oxidativos podem representar o primeiro
passo nos processos de mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (Castro et al., 2001;
Kohen et al., 2002; Valko et al., 2007).

1.2.1 Antioxidantes

As consequéncias prejudiciais, anteriormente descritas, associadas a condigcdo de stress
oxidativo, fazem com que seja absolutamente fundamental a existéncia de um sistema de
defesa antioxidante eficaz que permita aos organismos a remocéao direta de pré-oxidantes. Um

antioxidante pode ser definido como uma substancia que quando presente numa concentragédo
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mais baixa do que o substrato oxidavel consegue retardar ou mesmo inibir a oxidacdo desse
mesmo substrato (Pisoschi et al., 2015).

O mecanismo de defesa antioxidante pode ser realizado por antioxidantes enzimaticos, como a
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) ou glutationa-peroxidase (GPx), ou antioxidantes
ndo enzimaticos, onde estdo incluidos os compostos fenolicos como os acidos fendlicos ou os

flavonéides, compostos organossulfurados, vitaminas e compostos azotados néo proteicos.

Os antioxidantes podem ter uma origem endogena, como é o0 caso dos antioxidantes
enzimaticos e de alguns ndo enziméticos como a glutationa e &cido Urico. Contudo, muitos dos
antioxidantes ndo enzimaticos, tais como as vitaminas, os carotendides ou os polifendis, sédo

obtidos a partir de fontes alimentares (Ratnam et al., 2006; Bouayed et al., 2010).

Sem os antioxidantes provenientes da dieta, 0 sistema de defesa antioxidante humano seria
insuficiente para combater o constante processo oxidativo a que este esta sujeito (Ratham et
al., 2006). A evolucdo do Homem levou também a uma evolucdo do tipo de dieta, tendo
hanvido uma tendéncia para a diminuicdo do consumo de alimentos ricos em compostos com
acdo antioxidante (Benzie, 2003). De um modo geral tém sido descritos dois tipos de padréo
alimentar, o padrdo saudavel e o padrdo ocidental (Western). Este Ultimo, ao contrario do
padrdo saudavel, que esta associado ao maior consumo de frutas, legumes, vegetais, graos,
peixe e carnes brancas, caracteriza-se pelo consumo elevado de carnes vermelhas, gorduras e
produtos processados (Nobbs et al., 2016). A ado¢éo do regime alimentar ocidental tem vindo
a ser associado a doencas cronicas como inflamacdo do tecido intestinal, cancro, doenca
cardiovascular, entre outras (Lee et al., 2015; Nobbs et al., 2016). Contudo tem-se vindo a

notar uma tentativa de alteracéo destes habitos.

Os antioxidantes ndo enziméticos podem exercer a sua atividade através de diferentes

mecanismos, tais como, (Magalhdes et al., 2008; Oroian et al., 2015):

e Inibicdo de producdo ou remoc¢ao das espécies reativas capazes de iniciar as reacdes
de oxidagéo;

e Atividade redutora

e Capacidade de quelacdo de metais, em especial Fe2* e Cu*, prevenindo a formacéo de
radicais hidroxilo;

¢ Inducéo de enzimas antioxidantes;

e Inibicdo de enzimas oxidantes.

1.2.1.1 Compostos fenolicos como antioxidantes

Os compostos fendlicos constituem um dos maiores grupos de metabolitos secundarios
sintetizados pelas plantas como forma de defesa contra patogénicos, parasitas e predadores,
8



sendo que muitos deles também conferem cor as suas flores (Soobrattee et al., 2005; Huang et
al., 2010; Martins et al.,, 2015). Estes compostos sdo constituidos por um ou mais anéis
aromaticos com um ou mais grupos hidroxilo, sendo a variagcdo desta estrutura que permite
classificar os compostos fendélicos em varios sub-grupos: acidos fendlicos, flavondides, taninos,
estilbenos e cumarinas (Figura 1.4.). Os compostos fendélicos podem encontrar-se sob a forma
livre ou sob a forma de ésteres, glicosideos ou polimeros (Robards et al., 1999; Huang et al.,
2010).

A atividade antioxidante dos polifendis esta relacionada com o ndmero e posi¢do dos grupos
hidroxilo ou outros substituintes e deve-se principalmente a sua capacidade de agirem como
agentes redutores, doadores de hidrogénio ou também devido a sua capacidade de quelagdo

de ibes metalicos (Embuscado, 2015).

Acidos
fenodlicos

Compostos fendlicos

Flavonoides

Figura 1.4: Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com a sua estrutura (Ferreira & Abreu, 2007).

De entre os compostos fendlicos com capacidades antioxidantes podem destacar-se os acidos
fendlicos e os flavondides (Martins et al., 2015). Os flavondides sdo compostos amplamente
encontrados em plantas sob a forma de glicosideos. Estes sdo metabolitos de baixo peso
molecular constituidos por quinze (15) atomos de carbono organizados na configuracdo Ce—Cs—
Cs. A estrutura quimica dos flavondides consiste em dois anéis arométicos (anéis A e B),
unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico (anel C) (Figura 1.5). Das
alterag6es que possam ocorrer no anel C resultam as varias classes de flavonéides (flavonas,
flavanonas, flavandis, isoflavonéides e antocianidinas) (Rice-Evans et al., 1997; Heim et al.,
2002; Prochazkova et al., 2011; Embuscado, 2015).
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Figura 1.5: Estrutura nuclear de flavonéides (Heim et al., 2002)

Os acidos fendlicos sdo compostos que apresentam um anel benzénico, um grupo carboxilo e
um ou mais grupos hidroxilo e/ou metoxilo. Estes podem ser divididos em dois grupos: acidos
fendlicos derivados do acido benzodico, constituido por sete atomos de carbono (Ce-C1), € 0s
derivados do acido cindmico, que apresenta nove atomos de carbono (Cs-C3) (Angelo et al.,
2007; Bernal et al., 2011; Heleno et al., 2015).

1.3 Inflamacao

A inflamagéo, ou resposta inflamatéria, € um mecanismo de defesa e de reparacdo do sistema
imune inato, a danos celulares e tecidulares num determinado local. Esta pode assim surgir
como uma resposta a traumas, queimaduras por temperaturas excessivas (agentes fisicos); a
substancias quimicas (agentes quimicos); a microrganismos patogénicos (agentes biolégicos)
(Mattson, 2003; Ward, 2010; Mueller et al., 2010; Jungbauer et al., 2012; Wang et al., 2013). Se
este processo for controlado é um mecanismo benéfico para os seres vivos protegendo-os
contra os agentes agressores. Contudo, se a regulacao da inflamacao for disfuncional, ha uma
exacerbacao do processo inflamatorio o que poderd levar a uma perda de fungdo (Wang et al.,

2013). A inflamacéo pode apresentar-se na forma aguda ou crénica.

A inflamacdo é caracterizada por vasodilatacdo e consequentemente por um aumento do
volume de sangue na zona onde esta ocorre; aumento da permeabilidade dos capilares,
permitindo uma fuga de grandes quantidades de liquido para o espaco intersticial; migragéo de
um grande ndmero de granulécitos e mondcitos para o tecido afetado; e inchaco dos tecidos
(Guyton & Hall, 2006).

1.3.1 Inflamacgéo aguda

Pode definir-se a inflamacgdo aguda como uma resposta rapida e inicial ao agente agressor,
sendo percetivel logo nas primeiras horas na inflamacéo e que vai regredindo gradualmente a
medida que o agente agressor vai sendo eliminado (Pinto et al., 2007, Ward, 2010). Os

primeiros sinais séo o rubor (vermelhiddo), calor, inchaco e dor (Yoon et al., 2005).

Nesta fase da resposta inflamatoria ha uma ativacdo das células endoteliais, interacdes de
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adesdo entre leucdcitos e endotélio, recrutamento de leucécitos, ativagcdo de macréfagos
tecidulares, ativacdo e agregacdo plaquetaria, ativacdo do complemento, da coagulacdo e
sistema fibrinolitico e libertacdo de proteases e oxidantes pelas células fagociticas (Ward,
2010).

A primeira linha de defesa contra as infegbes sdo os macréfagos existentes nos tecidos
afetados, que quando ativados aumentam e tamanho e iniciam a fagocitose. De seguida um
grande numero de neutrdfilos, provenientes da corrente sanguinea, penetram a parede celular
e infiltram-se na area lesada. Como estas células ja se encontram no seu estado maduro, séo
capazes de comecar de imediato o processo de fagocitose promovendo a eliminacdo do
agente infecioso. Em simultaneo com a migracao dos neutréfilos, os mondécitos presentes no
sangue entram também no tecido lesado, onde ficam a maturar, aumentado de tamanho e
transformando-se em macréfagos com as mesmas capacidades dos macréfagos tecidulares
para fagocitar (Guyton et al., 2006).

As alteracdes que ocorrem ao nivel do local da inflamagdo sdo mediadas por mediadores
inflamatérios: oxido nitrico (NO), histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas,
leucotrienos, fator de ativacdo plaquetéria e substancia P. A extravasagdo de neutréfilos é
coordenada por moléculas de adesao intracelular, nomeadamente a ICAM-1, e moléculas de
adesdo vascular, nomeadamente a VCAM-1, quimiocinas, como a IL-8 e metabolitos gerados
pela via do acido araquidénico (AA) (Miguel, 2010; Gosslau et al., 2011).

O AA é um percursor de eucosandides (mediadores inflamatérios), e € um é&cido gordo poli-
insaturado, aparecendo no organismo apenas na forma esterificada como componente dos
fosfolipidos de membrana. A enzima responsavel pela sua libertacdo é a fosfolipase A2,
guando estimulada por diversos fatores associados a inflamacgéo (Pinto et al., 2007; Miguel,
2010). Este acido gordo tem um papel fundamental na inflamacéo, pois serve de substrato a
enzimas como a cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX), que por sua vez originam
diferentes eucosanoides. Existem duas formas de COX conhecidas, denominadas COX-1, a
isoforma responséavel pela producéo de prostaglandinas (PGs) e que controla 0s processos

fisiolégicos normais; e a COX-2, a isoforma cuja expressdo é ativada nos processos

inflamatérios (Gosslau et al., 2011).
1.3.2 Inflamacéo crénica

O objetivo da inflamacdo é a eliminacdo total do agente agressor e regeneracdo do tecido
lesado. Contudo, se este mecanismo falhar, o processo inflamatério persiste, evoluindo para
um estado inflamatorio crénico. Esta inflamacao € causada por infe¢Bes persistentes, doencas
inflamatérias imuno-mediadas ou exposi¢cdo prolongada a agentes toxicos, que pode durar
semanas, meses ou uma vida inteira. Caracteriza-se pela presenca de linfocitos e macrofagos,
gue possuem um tempo de vida de meses a anos e sdo responsaveis pela destruicdo dos
tecidos. Neste tipo de inflamacdo ha a formacdo de granuloma, juntamente com fibrose e/ou

necrose, que originam danos irreversiveis (Ward, 2010, Gosslau et al., 2011)
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A inflamacédo cronica do intestino esta relacionada com o aparecimento da colite ulcerativa
(CU). Aincidéncia e prevaléncia desta doenca inflamatéria, imunologicamente mediada, podem
variar consoante a localizacdo geografica, sendo a América do Norte e o Norte da Europa as
regides como maior incidéncia. Na Europa a incidéncia varia entre o 1,5 a 20,3 por 100,000
habitantes e prevaléncia os 21 a 43 por 100,000 habitantes. (Sartor, 2006; Santos, 2011).
Apesar de a sua etiologia ndo ser ainda bem conhecida, os estudos realizados até ao presente
demonstram que existe uma anomalia genética que conduz a uma resposta excessiva por
parte das células T a um conjunto de bactérias entéricas comensais. Este mecanismo pode ser
desencadeado por fatores ambientais que quebram a barreira da mucosa, estimulando a
resposta imunitaria (Sartor, 2006; Wang et al., 2013). Desta forma pensa-se que a interagao
dos varios fatores (bactérias comensais do intestino, fatores ambientais, suscetibilidade

genética e a resposta imunitaria) leva ao desenvolvimento desta inflamacé&o crénica.

No que diz respeito aos fatores ambientais, a dieta, o uso de antibidticos e de medicamentos
anti-inflamatorios ndo esterdides, stress ou infe¢bes tém sido apontados como principais
fatores patogénicos. De uma maneira geral pensa-se que estes fatores possam alterar a
integridade da mucosa, a resposta imunitaria ou o limen, refletindo-se na suscetibilidade a

inflamacéo.

O stress oxidativo representa também um importante papel na patogénese desta patologia.
Embora os antioxidantes endégenos, como a superdxido dismutase, glutationa e catalase,
sejam normalmente capazes de neutralizar o stress oxidativo na mucosa intestinal, a
inflamacéo provoca um aumento da necessidade destes antioxidantes, causando um
desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes com consequente dano da mucosa
(Impellizzeri et al., 2014)

Na CU quer a resposta imune inata (macréfagos e neutréfilos) quer a resposta imune adquirida
(células T e B) estdo ativadas e ha uma perda de tolerancia as bactérias comensais entéricas
(Sartor, 2006).

Estas bactérias podem ativar o sistema imunitario funcionando quer como adjuvantes, quer
como antigénios. Como adjuvantes had uma ativacdo da resposta imune inata, incluindo
macrofagos e as células dendriticas. A ativac@o dos macréfagos estimula a producéo de IL-1(,
TNF, IL-6, IL-8, citocinas fundamentais para o desenvolvimento da reacdo inflamatéria. Como
antigénios estimula a expansédo clonal de células T. Alguns autores tém sugerido que a CU
apresenta uma resposta Th2 atipica, mediada por células T NK que segregam IL-13. Estas
células T NK sédo ativadas por células apresentadoras de antigénios (APC) que expressam a
molécula CD1d do complexo major de histocompatibilidade (CMH). As subpopulacdes das
células T séo estimuladas por APC, nomeadamente pelas células dendriticas, presentes no
intestino, que tém a capacidade de ativar as células T nativas. As APCs interagem entdo com
as células T quer pela apresentacéo do antigénio na superficie do CMH, ou pela secrecao de
citocinas como IL-6, IL-12, IL-23 e IL-10. Cada um destes sinais contribui para o estado ativado

das célulasT (Sartor, 2006).
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Para além da CU, os estados de inflamacéo crénica tém sido associados ao aparecimento de
outras patologias, pelo que a presenca na dieta de compostos com atividade anti-inflamatéria

pode representar uma importante mais valia na prevencao de todas essas doencas.

1.4 Atividade antimicrobiana

As bactérias patogénicas, em particular as passiveis de serem transmitidas por via alimentar,
representam um grande problema de salde publica a nivel mundial, causando doencas quer
em seres humanos quer em animais. De forma a combater o desenvolvimento e proliferacédo
destes agentes patogénicos tém vindo a ser usados, pela inddstria alimentar, conservantes
quimicos e antimicrobianos artificiais, os quais podem ser toxicos para o Homem e mesmo
causar resisténcia dos microrganismos a esses compostos. Tem havido assim um interesse,
tanto por parte do consumido como da indUstria, na aplicacdo de compostos antimicrobianos
naturais (Tajkarimi et al., 2010; Mendez et al., 2012).

A resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos constitui um problema cada vez mais actual.
Por exemplo, o Staphylococcus aureus (S. aureus) é considerado uma das maiores causas de
infecBes relacionadas com o consumo de alimentos, estando as carnes, leite e queijos entre os
principais alimentos envolvidos. Esta bactéria as fossas nasais de uma grande parte da
populagdo, podendo o Homem ser um dos veiculos da sua transmissao (O’Hanlon et al., 2009;
Crago et al., 2012; Gutiérrez-Larrainzar et al., 2012; Gustafson et al., 2015). Com a introducao
e uso excessivo de antibidticos, como a meticilina, no tratamento das infe¢Bes por S. auerus,
estas bactérias foram capazes de adquirir mecanismos de resisténcia, tendo ja sido identificado
um elevado nimero de estirpes desta bactéria que apresenta resisténcia o a esta classe de
antibiéticos — MRSA (O’Hanlon et al., 2009; Crago et al., 2012). Torna-se assim importante
encontrar novos componentes que sejam capazes de ultrapassar esta resisténcia e prevenir a

proliferagéo destes microrganismos nos alimentos.

Neste contexto, os compostos fendlicos podem uma vez mais desempenhar um papel
importante, surgindo assim o interesse por avaliar o potencial antimicrobiano de plantas ricas
nesta classe de compostos, como é o caso das plantas aromaticas (Shan et al., 2007;

Gutiérrez-Larrainzar et al., 2012; Makwana et al., 2015).

A acgdo antimicrobiana dos compostos fendlicos pode dever-se aos seguintes mecanismos:
dano e/ou desintegracdo da membrana citoplasmatica; dano das proteinas membranares;
esvaziamento do conteldo celular; coagulagéo do citoplasma; e inibicdo de sintese enziméatica.
Tal como descrito nas propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos, as propriedades
antimicrobianas dos mesmos pode variar consoante o tipo e posicdo dos anéis aromaticos,
assim como o comprimento das suas cadeias laterais. Para além disso as diferencas
estruturais entre a parede celular de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, influenciam
as propriedades antimicrobianas, sendo geralmente as bactérias Gram-positivas as mais

suscetiveis (Aleksic et al., 2014; Cetin-Karaca et al., 2015).
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1.5 Objetivo do trabalho

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o potencial antioxidante, anti-inflamatério e
antimicrobiano de trés plantas aromaticas comummente utilizadas em Portugal: a sélvia, o

poejo e o cebolinho. Esta avaliacdo foi efetuada em diversas etapas:
1. Preparacdo de extratos das plantas tal como sao consumidas (plantas frescas);
2. Caracterizacdo dos extratos em termos de compostos fendlicos totais e flavonodides totais;

3. Avaliagédo in vitro do potencial antioxidante dos varios extratos através de ensaios que
detetem diferentes mecanismos de atividade antioxidante, nomeadamente atividade redutora e

sequestro de radicais.

4. Avaliacé@o do potencial anti-inflamatério in vivo em modelos de inflamacéo aguda (edema da
pata induzido pela carragenina) e de inflamacédo cronica (colite ulcerativa induzida pelo acido

sulfénico trinitrobenzeno)

5. Avaliacdo do potencial dos varios extratos contra bactérias gram-positivas (S. aureus),

bactérias gram-negativas (Escherichia coli) e leveduras (Candida albicans).
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2 Materiais e métodos

2.1 Plantas aromaticas

Neste trabalho analisaram-se s os extratos hidroalcodlicos de trés plantas aromaticas: salvia
(Salvia officinalis L.), poejo (Mentha pulegium) e cebolinho (Allium schoenoprasum L.). As
amostras utilizadas foram adquiridas em superficies comerciais. Os extractos foram preparados

imediatamente apds a compra das plantas.
2.2 Reagentes e meios de cultura

Na realizacdo do presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes e meios de cultura:
acetato de amonio (Riedel-de Haén, 98%), acetato de sddio trihidratado (Panreac, 99%), acido
acético (Panreac, 99%), acido ascoérbico (Panreac, 99%), acido cloridrico (Panreac, 37%),
acido galico (Merck, 99,5%), acido sulfénico trinitrobenzeno (TNBS), alcool etilico (Riedel-de
Haén, 99% e Merck, 50%), ampicilina (Sigma-Aldrich), azul de nitrotetrazélio (NBT?2*) (Sigma),
carbonato de sddio (Panreac, 99%), carragenina-A (Sigma-Aldrich), (+)-catequina
monohidratada (Sigma > 96%), cetamina (Bio2 Produtos Veterinérios), cloreto de cobre (II)
bihidratado (Riedel-de Haén, 99%), cloreto de sédio (Panreac, 99%), cloreto de aluminio
(Fluka, 99%), cloreto férrico hexahidratado (Merck, 99%), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH",
fluka), dihidrogenofosfato de potassio (Merck, 99,5%), dinucleétido de nicotinamida e adenina
na forma reduzida (NADH) (Sigma, 97%), formol (Merck), hidrogenofosfato de dipotassio (BDH
Chemicals Lda, 97,5%), hidréxido de sédio (Merck, 99%), meio de cultura Mueller-Hinton Agar
(MHA — Becton Dickinson), indometacina (Sigma-Aldrich), meticilina (Sigma-Aldrich),
metossulfato de fenazina (PMS) (Sigma,90%), neocuproina (Sigma), nitrito de sodio (Merck,
99%), reagente de Folin-Ciocalteau (Merck), solucdo de cloreto de sddio 0,1% (Merck), solugéo
fisiolégica estéril (B.Braun), sulfato ferroso heptahidratado (Riedel-de Haén, 99%), tempol
(Sigma-Aldrich), tetraciclina (Sigma-Aldrich), tripiriditriazina (TPTZ) (Fluka, 99%), triton X-100,
trolox (Sigma-Aldrich), vancomicina (Sigma-Aldrich) e xilazina (Bio2 Produtos Veterinarios). Na
preparacdo de todas as solugfes, diluicdes e meios de cultura utilizou-se sempre agua

ultrapura, captada a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Molsheim, Franca).

2.3 Preparacéao dos extratos de plantas aromaticas

Para a preparacao dos extratos das plantas aromaticas em estudo utilizou-se a metodologia
descrita por Mauricio (2014), com algumas alteragdes. As plantas adquiridas em superficies
comercias foram lavadas com agua corrente e foram deixadas a secar ao abrigo da luz a

temperatura ambiente, sendo posteriormente cortadas finamente. Para a preparacdo dos
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extratos de poejo e cebolinho foram adicionados 100 mL de etanol 70% a cada 20 g da planta
aromatica. Para a preparacao do extrato de sdlvia, foram adicionados 100 mL de etanol a 70%
a cada 15 g de salvia. Todos os extratos foram preparados sob agitacdo magnética, ao abrigo
da luz durante 24 horas. Findo este tempo, os extratos foram filtrados a vacuo, através de
papel de filtro, e o filtrado foi lavado com etanol 70 % numa propor¢cédo de 30 mL deste para
cada 100 mL de extrato. O etanol presente nos extratos foi evaporado em rotavapor (Heidolph
LABOROTA 4001) a 40 °C, sendo as amostras posteriormente centrifugadas durante 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi entdo recolhido e separado em aliquotas de 1 mL que

foram congeladas a -50 °C até utilizacdo nas determinacdes seguintes.
2.4 Determinacdo dos fenais totais pelo Método Folin-Ciocalteau

O ensaio Folin-Ciocalteu baseia-se na redu¢cdo a pH alcalino do heteropolianido
molibdotungnesteniofosférico do reagente de Folin-Ciocalteu, efectuada pelos compostos
fendlicos da amostra, na forma de ido fenolato, e que origina o aparecimento de uma coloracgao
azul com um méximo de absor¢do a 765 nm, sendo a intensidade da coloragdo desenvolvida
proporcional ao teor em compostos fendlicos (Singleton et al., 1999; Huang et al., 2005). Este
meétodo é simples, sensivel e preciso mas pode sofrer interferéncias de outros componentes da
amostra que possam, igualmente, reagir com o reagente de Folin-Ciocalteu como, por
exemplo, adenina, adenosina, alanina, acido aminobenzoico, acido ascorbico, benzaldeido,
cisteina, creatinina, histamina, histidina, indole, frutose, sacarose, sulfito de sddio, sulfato de

ferro e outros (Prior et al., 2005).

A determinacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada tendo como referéncia o método
descrito por Kosar et al. (2008) com algumas modificagbes. Em tubos de ensaio, colocou-se 3
mL de &gua ultrapura, um determinado volume das amostras ou suas diluicdes, 250 pyL de
reagente Folin-Ciocaulteau, e aguardou-se um minuto a temperatura ambiente. De seguida,
adicionou-se 750 L de solugéo de carbonato de sédio a 20% (p/v), perfazendo-se o volume a
5 mL com &gua ultrapura. As amostras foram incubadas durante 2 horas, a 25 °C e no escuro.
Terminado o tempo de incubacgéo, procedeu-se entdo a medicao da absorvancia das amostras
num espectrofotometro (SPEKOL 1500) a 765 nm, contra um branco preparado da mesma

forma mas substituindo a amostra por agua ultrapura.

Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo a concentracdo em fendis sido
determinada por interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada de forma igual as
amostras, mas substituindo-as por solu¢des de acido galico de modo a obter concentracfes
finais entre 0 0,5 e 0s 5 mg/L. Os resultados obtidos foram expressos em mg de equivalentes

de &cido galico (EAG) por litro de extrato e por grama de planta seca.
2.4.1 Quantificacdo dos Flavonoides Totais

Esta determinacao baseia-se no facto de, em meio alcoolico, ocorrer a formacéo de complexos
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estaveis entre o aluminio e os flavonéides, que levam a um desvio para comprimentos mais
elevados do maximo de absorcdo destes compostos. Dessa forma, é possivel determinar a
quantidade de flavonoides evitando-se a interferéncia de outras substancias fendlicas,
principalmente os acidos fendlicos, que invariavelmente acompanham os flavondides nos
tecidos vegetais. Os acidos fendlicos, apesar de formarem complexos com cloreto de aluminio,

absorvem em comprimentos de onda menores (Lianda & Castro, 2008).

A quantificacéo dos flavondides totais foi realizada de acordo com o método descrito por Barros
et al. (2010), com pequenas adaptacdes. Assim, em tubos de ensaio colocou-se 1 mL de agua
ultrapura, 250 pL de amostra ou suas diluicdes e 75 pL de solugéo de nitrito de sédio 5% (p/v),
aguardando-se 6 minutos. Em seguida adicionaram-se 75 L de solugdo de cloreto de aluminio
10% (p/v), aguardando-se novamente 6 minutos. Por fim, adicionou-se 1 mL de solugéo de
hidroxido de sédio 4% (p/v) e 100 uL de agua ultrapura. Apds uma incubagéo de 15 minutos, a
temperatura ambiente e no escuro, procedeu-se a leitura das absorvancias a 510 nm
(espectrofotometro SPEKOL 1500) de todas as amostras contra o respetivo branco. Todas as
amostras foram analisadas em triplicado, tendo a concentragdo em flavondides sido
determinada por interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada da forma ja descrita para
as amostras mas substituindo as amostras por solu¢des de catequina com concentragdes finais
entre os finais entre os 15,6 e os 750 uM, tendo os resultados sido expressos em pmol

equivalentes de catequina (EC) por mililitro de extracto e por grama de planta.
2.4.2 Determinagdo da humidade das plantas aromaticas

A determinag&o da humidade foi efectuada utilizando a metodologia descrita em AOAC (1990).
Assim, a percentagem de humidade para cada uma das amostras em analise foi efectuada por
gravimetria, apds secagem em estufa (WTC Binder) a 103 £ 2 °C, até se atingir peso constante.

Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

2.4.3 Determinacgéo da atividade antioxidante dos diferentes extratos de plantas

aromaticas
2.4.3.1 Determinacéo da capacidade de sequestro do radical DPPH

O radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH?) é um dos poucos radicais de azoto organico
estaveis e disponiveis comercialmente (Prior et al., 2005; Kedare et al., 2011). A determinacéo
baseia-se na medicdo da capacidade de desativacdo do DPPH" por parte dos antioxidantes
existentes na amostra, esta reagdo faz com que o radical de cor purpura va dando lugar a
hidrazina correspondente, passado a cor de plrpura para amarelo (Figura 2.1). Assim a
atividade antioxidante pode ser determinada através da avaliagdo da diminui¢cdo da absorcao
do DPPH' a 517 nm. A percentagem final de DPPH® é inversamente proporcional a
concentracdo de compostos antioxidantes (Prior et al., 2005; Huang et al., 2005; Kedare et al.,
2011).
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Figura 2.1: Desativacéo do DPPH pelos antioxidantes

Este é um método rapido, simples, pouco dispendioso e amplamente usado na medi¢cdo da
capacidade de compostos que atuem como captadores de radicais livres ou doadores de

hidrogénio, e para avaliar a atividade antioxidante de alimentos (Kedare et al., 2011).

Este ensaio foi efectuado de acordo com o método descrito por Miceli et al. (2009). Assim, 500
pL de diversas diluicdes dos extratos foram misturados com 3 mL de uma solugdo de DPPH"
(24 mg/L em etanol 96%). As misturas foram agitadas no vortex e incubadas durante 30
minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, procedendo-se, posteriormente, a
medicdo da absorvancia a 517 nm. Todas as amostras foram analisadas em triplicado, no
espectrofotometro (SPEKOL 1500).

A percentagem de inibicdo da reducdo do DPPH® de cada uma das concentracbes das

amostras foi calculada utilizando a seguinte expressao:
[(Astem amostra - ADScom amostra /ADSsem amostra)] x 100

A capacidade de sequestro do radical DPPH" das amostras foi expressa mg equivalentes de
acido ascorbico (EAA) por mL de extracto e por grama de planta seca, apds interpolacdo de
uma reta de calibragdo, preparada da forma j& descrita mas substituindo as amostras por

solucdes de acido ascorbico com concentracdes entre os 4,4 e 35,0 mg acido ascorbico/L.

2.4.3.2 Determinacéo da capacidade de sequestro do radical anido

superoxido detetada pela diminuicdo da formacao de formazano

O azul de nitrotetrazoélio (NBT?*) reage com o radical anido superéxido (O2*) dando origem a
um diformazano que possui um maximo de absorgdo a 560 nm (Figura 2.2). Desta forma se a
mistura de reagdo a adicdo de compostos com capacidade para captar o Oz* traduz-se por
uma diminuicdo da extensao da reducao do NBT?*, com uma consequente diminui¢cdo da taxa

de aumento da absorvancia a 560 nm (Nakamura et al., 1992; Valentdo et al., 2001)
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Figura 2.2: — Reag&do do NBT?* com o radical anido superoxido (O,*) dando origem a um diformazano

Neste ensaio, o radical anido superdxido foi gerado pelo sistema metossulfato de fenazina
(PMS) e NADH, em que, o PMS apés ser reduzido pelo NADH reage com o0 oxigénio
produzindo o radical anido superdxido (Nakamura et al., 1992). Tendo em conta que o radical
anido superéxido resulta da reducdo do oxigénio molecular e pode surgir no decurso de
diversos processos metabdlicos, uma das vantagens deste ensaio € a de se utilizar um

oxidante com relevéncia fisiol6gica (Magalhaes et al., 2008).

A capacidade das amostras para sequestrar o radical anido superodxido foi avaliada de acordo
com o método descrito por Valentdo et al. (2001). Numa cuvete adicionaram-se diferentes
volumes de amostras ou suas diluicbes, de forma a testar diferentes concentragbes, e
completou-se com agua até um volume de 200 pL. Em seguida adicionaram-se 300 yL de
NADH 1,66 mM em tampéo fosfato (19 mM, pH 7,4), 300 uL de NBT?* 430 uM em tampao
fosfato (19 mM, pH 7,4) e por ultimo tampéao fosfato (19 mM, pH 7,4) para completar a 2 950
uL. A reagédo iniciou-se com a adi¢édo de 50 yL de PMS 162 yM em tampéo fosfato (19 mM, pH
7,4) tendo-se acompanhado a absorvancia da amostra a 560 nm, com recurso ao programa
WInASPECT, durante dois minutos a temperatura ambiente e determinado a variacdo desse
valor. Realizou-se, igualmente, um ensaio controlo substituindo a amostra por igual volume de
solvente da amostra (dgua). As determinacdes foram realizadas em triplicado, no
espectrofotometro (SPEKOL 1500).

A percentagem de inibicdo da reducdo do NBT?* de cada uma das concentragfes das

amostras foi calculada em relagéo ao controlo utilizando a seguinte expressao:
%Inlblgéo = [(DeC"VG mMédiocontrolo — Declive médiOamostra)/(DeC"VG médiOControIo)] x 100

A capacidade de sequestro do radical anido superoxido das amostras foi expressa em umol
equivalentes de acido galico por mililitro de extracto e por grama de planta seca, apés
interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada da forma ja descrita mas substituindo as
amostras por solucdes de acido galico de modo a obter concentragdes finais entre os 3,9 e os
78,9 uM.
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2.4.3.3 Determinacgéo da atividade de reducéao do Fe(lll) a Fe(ll) pelo ensaio
FRAP

Este método consiste na determinacdo da capacidade da amostra para reduzir o Fe3* a Fe?*,
Quando o Fe3®* do complexo de Fe3*-tripiriditriazina (Fe3*-TPTZ) é reduzido a Fe?* forma-se, em
meio &cido, uma intensa coloracdo azul (Figura 2.3) passivel de ser quantificada
espectrofotometricamente a 593 nm e que é proporcional a quantidade de espécies redutoras
presentes na amostra (Benzie & Strain, 1996).

Antioxidante R
(e) Complexo Fe” TPTZ de

3+ .
Complexo Fe” -TPTZ intensa coloragio azul

Figura 2.3: - Formac&o do complexo (Fe**-TPTZ) apds reducéo do Fe** por um antioxidante
O ensaio FRAP realizou-se de acordo com o método descrito por Benzie (1996) com as
modificacdes de Ramful (2010). Assim, num tubo de ensaio adicionaram-se 100 yL de cada

uma das amostras ou suas diluigdes, 300 uyL de agua ultrapura e 3 mL de reagente FRAP

(Tabela 2.1) preparado de fresco e pré-aquecido a 37 °C.

Tabela 2.1: Composicao do reagente FRAP

Reagentes Quantidade
Tampéo acetato 0.25 M pH 3,6 25 mL
TPTZ 10 MM em HCI 40 mM 2,5mL
FeCls.6H20 20 mM 2,5mL

Os tubos foram incubados 4 minutos em banho de 4gua a 37 °C. Apés a incubacgdo a coloragéo
azul desenvolvida foi quantificada por leitura da absorvancia a 593 nm num espectrofotometro

(SPEKOL 1500) utilizando como branco a absorvancia do reagente FRAP.

As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a atividade antioxidante sido determinada
por interpolacdo de uma reta de calibragao, preparada da forma ja descrita mas substituindo as

amostras por solucdes de sulfato ferroso com concentracdes entre os 0 e os 1,25 mM. Os
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resultados foram expressos em pmol de Fe?* por mililitro de extrato e por grama de planta

seca.

2434 Determinacéo dareducéo do Cu(ll) pelo ensaio CUPRAC

O método CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) consiste na reducdo do Cu?* a
Cu* por acdo de redutores (antioxidantes) presentes numa amostra. A forma reduzida do
complexo Cu-neocuproina (Cu*-neocuproina) apresenta uma coloracdo intensa com um
maximo de absorcdo a 450 nm. Desta forma, a reducdo da forma oxidada deste complexo
(Cu?*-neocuproina) pelos compostos da  amostra pode ser determinada
espectrofotometricamente através da leitura da absorvéncia a 450 nm (Figura 2.4) (Apak, et al.,
2004).

anfioxidant

oxidant

Figura 2.4: Reducgéo do Cu(ll) para Cu(l) por agédo de antioxidantes

A realizag&o do ensaio CUPRAC foi efetuada de acordo com o método descrito por Apak et al.
(2004) com algumas adapta¢Bes. Num tubo de ensaio juntou-se 1 mL de cada uma das
seguintes solucdes: cloreto de cobre (Il) bihidratado 10 mM, acetato de aménio 1 M e
neocuproina 7,5 mM em etanol. Em seguida, adicionou-se a amostra, ou suas diluicGes, e
completou-se a 4100 yL com agua. Os tubos foram incubados durante 1 hora a temperatura
ambiente procedendo-se entdo a leitura da absorvancia (espectrofotometro SPEKOL 1500) a

450 nm, utilizando como branco a mesma mistura com 1,1 mL de 4gua em vez da amostra.

As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a actividade antioxidante sido determinada
por interpolacdo de uma reta de calibragao, preparada da forma ja descrita mas substituindo as
amostras por 1,1 mL de solu¢bes padrdo de acido ascorbico com concentracdes entre 12,5 e
250 uM. Os resultados foram expressos em pmol equivalentes de acido ascérbico (EAA) por

mililitro de extracto e por grama de planta seca.
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2.4.4 Determinacéo da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos de

plantas aromaticas

A actividade antimicrobiana foi estudada testando a sensibilidade aos extractos dos seguintes
microrganismos: Staphylococcus aureus (ATCC6538); Escherichia coli (ATCC8739) e Candida
albicans (ATCC10231). O procedimento seguido foi adaptado de Cavalieri et al. (2005)

A suspensdo dos microrganismos para 0s ensaios foi preparada transferindo-se diversas
colénias, com crescimento entre 18-24 horas, bem isoladas, do meio Muller Hinton Agar para
um tubo contendo 10 mL de meio salino (0,85% NacCl), de modo a obter uma turbidez éptica
comparavel a da solugao padrédo 0,5 na escala McFarland. Esta suspenséao inicial foi diluida 10
vezes, tendo-se entdo plaqueado 1000 pL desta suspensédo por incorporacdo em meio Muller
Hinton Agar. ApGs completa solidificacdo do meio, efectuaram-se poc¢os equidistantes de 6 mm
de didmetro com o auxilio de um tubo de vidro estéril, tendo as diversas amostras sido
introduzidas nesses pogos. As placas foram depois colocadas durante 2 horas a 4 °C para
difusdo completa dos extractos e, em seguida, foram a incubar em estufa a 37 °C durante 24
horas, no caso das bactérias, ou a 30 °C durante 48 horas, no caso da levedura. Foram
realizados triplicados de todas as amostras. A atividade antimicrobiana foi estimada a partir do

didmetro dos halos de inibicao obtidos.

Em simultaneo, foram também determinadas as atividades antimicrobianas de antibidticos
conhecidos, de modo servirem como controlos positivos. Para tal, a suspensdo dos
microrganismos foi preparada de forma idéntica a descrita anteriormente, tendo posteriormente
sido distribuida uniformemente pela superficie de uma placa MHA com recurso a uma
zaragatoa estéril. Com o auxilio de uma pinga estéril colocaram-se na superficie da placa
discos esterilizados de papel de filtro com 6 mm de didmetro (Roth), nos quais foram
posteriormente aplicados 10 microlitros das respetivas solugBes de antibidtico preparadas em
agua estéril (ampicilina 1 pg/pL; meticilina 1 pg/pL; tetraciclina 3 pg/uL e vancomicina 3 pg/pL).
As placas foram colocadas durante 2 horas a 4 °C para difusédo completa dos antibiéticos e, em
seguida, foram a incubar em estufa (Memmert B 50) a 37°C durante 24 horas. A atividade
antimicrobiana foi avaliada a partir da medicdo do di@metro dos halos de inibicdo de

crescimento para cada um dos antibiéticos.
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2.4.5 Ensaios in-vivo
2.45.1 Animais

No ensaio do edema da pata foram utilizados 30 ratos machos da estirpe Wistar de peso
compreendido entre 100 e 150 g. No ensaio de modelo de colite ulcerativa foram utilizados 24
ratinhos machos da estirpe CD-1 de peso compreendido entre 25 e 30 g. Todos os animais
foram sujeitos a um periodo de aclimatacdo no Biotério de Manutencdo da Faculdade de
Farmécia da Universidade de Lisboa, a temperatura de 25 °C e com ciclos de luz diarios de 14
horas, com uma dieta de manutencédo de IPM-R20 (Letica) e agua ad libitum. Todos os animais
foram manuseados de acordo com a Guidance in the Operation of Animals (Scientific
Procedures) Act 1986, Reino Unido e com as regulamentacdes da Unido Europeia (Jornal
Oficial da Comunidade Europeia L 358/1 de 18/12/1986)

2.4.5.2 Determinacado da acdo anti-inflamat6dria do extrato de sélvia — ensaios in

Vivo
145.2.1 Modelo de edema da pata induzido pela carragenina

A carragenina é um polissacarideo extraido de algas marinhas vermelhas (Hui, 2006) e sua
administragdo desencadeia um estimulo quimiotactico que culmina na infiltracdo de neutréfilos
e macrofagos no local da inflamag&o consequentemente desencadeia um processo inflamatério
local. Os neutréfilos e macréfagos activados produzem anido superédxido através da reacao
catalisada pela NADPH oxidase. A producéo deste radical livre entdo aumenta a expressao da
enzima superdxido dismutase (SOD), que desta forma é ativada e catalisa a sua dismutagéo
em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Através da reacdo de Fenton, o peroxido de
hidrogénio formado pode originar o radical hidroxilo. Segue-se entdo uma amplificagdo desta
resposta, com libertagdo de outras moléculas como IL-6, o TNF-q, IL-18, o NO, peroxinitrito e

variadas prostaglandinas (Rocha, 2009).

Este modelo permite assim testar o efeito de farmacos nas fases aguda e subaguda do
processo inflamatério, dado o edema ser precisamente um dos sinais cardinais da inflamagédo
(Freitas, 2011).

Os animais (n=30) foram identificados, pesados e distribuidos aleatoriamente em seis grupos
(Tabela.2.2):
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Tabela 2.2: Caracterizag&o dos grupos em estudo no modelo de edema da pata

N° de animais  Administracdo

Grupo Tratamento oral
(n) subplantar
SF (controlo negativo) 5 Soro fisiolégico  Agua desionizada
Carragenina (controlo positivo) 5 Carragenina-A  Agua desionizada
Salvia 5 Carragenina-A Extrato de salvia
Indometacina 5 Carragenina-A Indometacina
Trolox 5 Carragenina-A Trolox
Tempol 5 Carragenina-A Tempol

A cada um dos grupos foi administrado com sonda intra-gastrica extrato de salvia (15 mg de
fendis/kg de peso corporal), indometacina, trolox, tempol e agua desionizada respetivamente.
As patas dos animais foram marcadas, e ap6s 30 min da administragdo do farmaco, foi feita
injecdo subplantar de 100 yL de uma solugdo de 1% de carragenina-A em soro fisiolégico, de
modo a induzir-se o edema na pata nos grupos carragenina e salvia. Em cada animal marcou-
se com tinta (resistente a agua) a articulacdo da pata esquerda (ao nivel do maléolo, eminéncia
Ossea do tornozelo) procedendo-se em seguida a medi¢do do volume da pata. Ao momento de
administracdo de carragenina atribuiu-se o tempo zero (t=0h), procedendo-se imediatamente a
medicdo do volume da pata esquerda, repetindo-se esta medicdo 3 e 6 horas apds a
administracdo da carragenina (t=3h e t=6h). O volume medido antes de qualquer administragédo
foi designado por V, o volume medido ao tempo zero é designado por Vo, e 0 volume medido
as 3 e 6 horas é designado por Vs e Vs, respetivamente

Todas as medicbes do volume da pata foram efetuadas num pletismometro (Digital
Plethysmometer LE7500 — Letica Scientific Instruments). A pata foi imersa numa solucdo
detergente [solu¢do de Triton X-100 a 0,15% (v/v) e cloreto de sédio 0,1% (p/v)] contida num
vaso pertencente a um sistema de dois vasos comunicantes (Figura 2.5). Ao imergir a pata fez-
se coincidir a marcagédo desta com a marcacdo existente no vaso. A variacdo do volume por

imersao da pata foi indicada diretamente pelo aparelho.
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Figura 2.5: A- Pletismémetro; B- Medigdo do volume da pata

Os resultados obtidos foram expressos em percentagem do aumento do volume da pata
relativamente ao volume inicial da pata (antes de qualquer administragdo). A férmula utilizada
para calcular essa percentagem foi: % = [(Ve-Vo)/Vo] * 100, onde Vs corresponde ao volume da

pata no final dos ensaios e Vo 0 volume da pata inicialmente.

1.45.2.2 Modelo da colite ulcerativa

O acido sulfénico trinitrobenzeno (TNBS) promove uma indu¢do quimica da colite, por
instilagc&o intra-rectal, resultando em inflamagao aguda com Glceras em animais de experiéncia.
Este composto é considerado um hapteno, uma vez que presumivelmente se liga a proteinas
enddgenas na mucosa do célon e induz uma resposta imunoldgica local através da ativacdo de
macréfagos e células T. O TNBS foi diluido em etanol (EtOH), de modo a facilitar a disrupgéo

da barreira mucosa (Ishiguro et al., 2010)

Este ensaio foi seguida a metodologia descrita por Impellizzeri (2014) com algumas
modificagdes. Os animais (n=24) foram identificados, pesados e distribuidos aleatoriamente em

quatro grupos (Tabela 2.3).

Tabela 2.3: Caracterizag&o ds grupos de estudo no modelo da colite ulcerativa

o Administracéo
Grupo N° animais (n) ) . Tratamento oral
intracoldnica

Sham (controlo negativo) 4 Soro fisiologico Agua desionizada
Etanol 4 EtOH 50% Agua desionizada
TNBS+etanol 8 TNBS + EtOH 50% Agua desionizada
TNBS+Salvia 8 TNBS + EtOH 50% Extrato de salvia

A utilizagdo do modelo da colite ulcerativa foi realizada tendo como referéncia o trabalho
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desenvolvido por Mandalari (2010) e Impellizzeri (2014) com algumas modificacdes. Apos
anestesia dos animais por via intra-peritoneal, com uma solucédo de cetamina e xitasina na
proporcao 2:1 (20 uL), foi administrado de acido sulfénico trinitobenzeno (TNBS) (100 pyL em
50% etanol), por via intra-rectal, através da introducao de uma sonda 4,5 cm proximalmente no
anus, como o objetivo de induzir o desenvolvimento de colite ulcerativa. Apds este
procedimento, os animais foram mantidos na posi¢do de Trendelenburg durante 15 minutos, de
modo a evitar refluxo. Durante quatro dias, aos animais pertencentes ao grupo sdlvia foi
administrado, por via de sonda oral, extrato de salvia (15 mg fenois/kg de peso corporal). Ao
quarto dia, os animais de ambos os grupos foram pesados e anestesiados, o abdémem foi
aberto por incisdo da linha média. O célon foi removido, liberto dos tecidos adjacentes, aberto
ao longo da borda antimesentérica, lavado e pesado. De seguida, o cdlon foi observado por
microscopio cirargico de bancada (Zeiss OPMI) para avaliagdo das lesfes. A consisténcia das

fezes foi também avaliada apds o sacrificio do animal.

2.4.6 Analise estatistica dos resultados

O tratamento estatistico dos dados obtidos nos ensaios in-vitro, foi efetuado recorrendo a
utilizacdo do software Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, Washington). Em
todos os testes-t elaborados foi utilizado um nivel de significAncia de 0,05, ou seja, as
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para um valor de P<0,05.
Relativamente aos ensaios in vivo, os dados — apresentados na forma de média afetada do
respetivo erro padrdo associado de n observacdes (média + erro padrdo), em que n
corresponde ao numero de animais em estudo — foram estudados através de uma analise de
variancia ANOVA de uma entrada, seguida de um pés-teste de Bonferroni para comparacdes
multiplas utilizando o software Graph Pad Prism Statistical Package (verséo 5.0). As diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas para um valor de P<0,05.

26



3 Resultados e Discussao

3.1 Determinacao da percentagem de humidade

Neste trabalho as plantas tal foram estudadas tal qual sdo utilizadas na alimentacéo, ou seja,
0os extratos foram preparados utilizando as plantas frescas. Esta opcdo teve por base o
conhecimento de que durante o processo de secagem podem ocorrer alteracbes nos
compostos fitoquimicos que levem a uma alteracdo das caracteristicas bioativas dos extratos
(Capecka et al., 2005). Deste modo, o estudo das plantas frescas permite estimar de forma
mais real os efeitos resultantes do seu consumo. No entanto, procedeu-se a quantificacdo da
percentagem de humidade das amostras de forma a poder expressar os resultados por grama
de planta seca, e, desta forma, poder comparar o potencial bioativo das plantas

independentemente do seu maior ou menor teor em agua.

O teor em humidade das trés plantas em estudo variou entre os 66,65% para a salvia e os
90,63% para o cebolinho (Tabela 3.1). Estas diferencas relacionam-se com diferencas de

constituicdo das vérias espécies.

Tabela 3.1: Percentagem de humidade das diferentes plantas estudadas

Amostras Humidade (Percentagem)
Salvia 66,65¢ + 0,69
Poejo 89,840 + 0,07
Cebolinho 90,632 + 0,06

Médias com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com o teste t (P<0,05)

3.2 Determinagao do teor em compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais dos extratos em estudo foram determinados através do método

Folin-Ciocalteau, encontrando-se os resultados obtidos na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Compostos fendlicos totais das diferentes amostras

Amostras feﬁgl?(]:zgsitocizis Compostos fenélicos totais
mg EAG/g planta seca
(mg EAGI/L) (mg ap )
Sélvia 62082 + 200 49,842 + 1,61
Poejo 10860+ 52 23,55+ 1,12
Cebolinho 323¢+ 10 6,97¢+ 0,21

Em cada coluna, médias com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com o teste t (P<0,05)

Os resultados obtidos mostram uma variagao significativa no teor de compostos fendlicos entre
as varias amostras, quer quando estes se expressam em mg EAG/L de extrato, quer quando
se expressam em mg EAG/g de planta seca. Assim, os valores variaram entre os 6204 mg
EAGI/L, para o extrato de salvia e os 323 mg EAG/L, para o extrato de cebolinho, e entre Os
49,84 mg EAG/g de planta seca, para a sélvia, e 0os 6,97 mg EAG/g de planta seca, para o
cebolinho. Desta forma a sélvia foi a planta que apresentou um teor mais elevado, seguindo-se
0 poejo, e por ultimo com menor composi¢cdo em compostos fendlicos o cebolinho, sendo que

todos os valores foram significativamente diferentes (teste t com P<0,05).

A observacdo da tabela 3.2, permite ainda verificar que o extrato de sélvia apresenta um teor
em compostos fendlicos cerca de seis vezes superior ao extrato de poejo e cerca de 19 vezes
superior ao do extrato de cebolinho. Contudo, quando esta comparacao € efetuada em termos
de peso seco de planta, as diferencas ndo séo tdo acentuadas devido a menor percentagem de
humidade que a sélvia possui. Ainda assim, a salvia destaca-se em relagdo as outras duas
plantas em estudo, principalmente em relagdo ao cebolinho, apresentando um teor em
compostos fendlicos totais por grama de peso seco de planta cerca de duas vezes superior ao

do poejo e cerca de sete vezes superior ao do cebolinho.

A comparacdo dos valores obtidos com os dados da literatura é bastante dificil de efetuar
devido a grande disparidade de solventes utilizados na obtengdo dos extratos, de métodos de
extracdo, de formas como € utilizada a planta (seca, liofilizada, fresca) na forma como se
expressam 0s resultados (mg equivalentes de &cido galico, de acido cafeico, de pirogalhol,
etc.), ou ainda como estes se apresentam (mg de fendis por peso de planta fresca, por peso de
planta seca, por peso de extrato obtido, etc.). Chrpova et al. (2010) obtiveram um valor de
compostos fendlicos totais de 24,3 mg EAG/g de folhas secas de salvia. Tal valor € mais baixo
do que o encontrado neste estudo. Segundo Farhat et al. (2013), dependendo das condi¢cbes
edafoclimaticas podem verificar-se variagdes da composicao em compostos fendlicos totais da
salvia. Para além deste fator, o facto de, no presente trabalho, a extragéo ter sido efetuada com
etanol 70%, enquanto que no estudo de Chrpova et al. (2010) foi efetuada com agua quente,
também podera contribuir para o maior valor de compostos fenélicos determinado. J& em

relacdo ao poejo, Brahmi et al. (2015) encontraram um valor de 6,1 + 0,5 mg EAG/g de planta
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seca, sendo o valor encontrado no presente estudo (23,55 + 1,12 mg EAG/g de planta seca)
bastante superior. Mais uma vez, as diferencas podem relacionar-se com as condi¢cfes de

cultivo bem como com os diferentes métodos de preparacdo dos extratos.

3.3 Quantificacédo dos flavonodides totais

A determinacéo dos flavonéides totais foi realizada através do método de complexacéo com o
aluminio na presenca do nitrito de sédio em meio alcalino. O teor em flavonoides totais dos

extratos de plantas aromaticas em estudo é apresentado na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Teor em flavonoéides totais das diferentes amostras

Amostras Flavondides totais Flavonodides totais
(mmol EC/L) (umol EC/g planta seca)
Sélvia 17,2712 + 0,522 138,72+ 4,2
Poejo 2,786° + 0,099 60,5P+ 2,2
Cebolinho 0,049¢ + 0,002 1,07¢ £ 0,06

Em cada coluna, médias com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com o teste t (P<0,05)

Tal como verificado com os fendis totais, também no caso da determinagdo dos flavonoides
totais foi possivel verificar uma varia¢do significativa no teor destes compostos quer quando
estes se expressam em mmol EC/L de extrato, quer quando se expressam em umol EC/g de
planta seca. A ordem de variacdo dos flavondides acompanhou a ordem de variacdo dos
compostos fendlicos totais, ou seja, mais uma vez a salvia foi a planta com maior teor, seguida
do poejo e, por ultimo, do cebolinho, sendo todos os valores obtidos sido significativamente

diferentes (teste t com P<0,05).

Também de acordo com o observado na determinagédo dos compostos fendlicos totais, quando
os valores de flavonodides totais sdo comparados em termos de peso seco de planta, as
diferencas verificadas entre as vérias plantas ndo sé@o tdo acentuadas devido & menor
percentagem de humidade que a sélvia possui. Ainda assim, a salvia destaca-se em relacdo as
outras duas plantas em estudo, principalmente em relagcdo ao cebolinho, apresentando um teor
em flavondides totais por grama de peso seco de planta cerca de duas vezes superior ao do
poejo e cerca de 130 vezes superior ao do cebolinho. Este resultado sugere que os flavonodides
contribuam de forma menos expressiva para o total de compostos fendlicos do cebolinho do
gue para o total de compostos fendlicos da sélvia, uma vez que o teor em fendis totais desta
planta é cerca de sete vezes inferior ao da salvia, enquanto que o teor em flavondides totais é

cerca de 130 vezes inferior.
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Mais uma vez, a comparacéo dos valores obtidos com os dados da literatura é bastante dificil
de efetuar devido a grande disparidade de solventes utilizados na obtencéo dos extratos, de
métodos de extracdo, de formas como € utilizada a planta (seca, liofilizada, fresca) na forma
como se expressam o0s resultados (mg equivalentes de catequina, de quercetina, etc.), ou
ainda como estes se apresentam (mg de fenodis por peso de planta fresca, por peso de planta
seca, por peso de extrato obtido, etc.).

O coeficiente linear de Pearson, € um coeficiente que mede a intensidade de associagéo linear
entra as variaveis e pode tomar valores entre -1 e 1, sendo que quanto mais préximo de 1 for

este coeficiente, mais forte é a correlagao positiva entre as variaveis.

O valor do coeficiente de Pearson para a correlagdo entre o teor em fendis totais e o teor em
flavonodides totais dos extratos das trés plantas estudadas (Tabela 3.4) indica a existéncia de
uma forte correlagdo entre o teor de fendis totais e o teor de flavonodides totais. Os resultados
obtidos para estes dois ensaios apontavam nesse sentido, uma vez que o extrato com maior
teor em fendis apresentou também o maior teor em flavondides. Os flavonodides, sdo dos
compostos fendlicos, os compostos que normalmente estdo presentes em plantas em maior
quantidade, tendo sido reportados como tendo uma forte atividade antioxidante (Wen et al.,
2014).

Tabela 3.4: Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre a composicdo em fenois totais e em flavondides dos
extratos estudados

Fenois Flavonoéides
Fenodis? 1
Flavondides® 0,99956242 1

Nota : a) mg EAG/L de extrato; b) mmol EC/L de extrato

3.4 Determinacdo da atividade antioxidante dos diferentes extratos de

plantas aroméaticas

Para a caracterizacdo da atividade antioxidante dos diferentes extratos das ervas aromaticas
em estudo procedeu-se a avaliagdo da sua capacidade redutora com os ensaios FRAP e
CUPRAC, a avaliacdo da sua capacidade de sequestro de espécies reativas de oxigénio,
nomeadamente dos radicais anido superdxido, e também a avaliacdo da capacidade de

sequestro do radical DPPH.

3.4.1 Determinacdo da capacidade de sequestro do radical DPPH

Os valores da determinacdo da capacidade de sequestro do radical DPPH* sdo apresentados

na tabela 3.5.
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Tabela 3.5: Capacidade de sequestro do DPPH das diferentes amostras

Amostras DPPH (mg EAA/mL) DPPH (mg EAA/g planta seca)
Sélvia 6,2022 + 0,093 49,8002 £ 0,749
Poejo 0,878 + 0,019 19,038 + 0,404
Cebolinho 0,051¢ + 0,001 1,104¢+ 0,024

Em cada coluna, médias com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com o teste t (P<0,05)

A capacidade de sequestro de DPPH* variou de forma significativa (P<0,05) entre as varias
amostras, quer guando esta capacidade se expressa em mg EAA/mL de extrato, quer quando
se expressa em mg EAA/g de planta seca. Assim, esta atividade variou entre os 0,051 mg
EAA/mL de extrato, para o cebolinho e os 6,202 mg EAA/mL de extrato para a salvia., ou entre
os 1,104 mg EAA/g de planta seca para o cebolinho e os 19, 038 mg EAA/g de planta seca
para a salvia. Assim, tal como verificado nas determinagdes de fendis e de flavonodides totais, a
sélvia foi a planta que apresentou a maior capacidade de sequestro do radical DPHH, seguida

do poejo e com menor capacidade apresentou-se o cebolinho.

De forma a estabelecer relagdes entre o teor em fendlicos totais e em flavondides totais das
amostras estudadas e a sua respetiva capacidade de sequestro do radical DPPH, efetuaram-se
correlacdes lineares entre estes parametros, podendo observar-se os valores do coeficiente de
Pearson na Tabela 3.6.

Tabela 3.6: Coeficiente de Pearson para as correla¢des entre composi¢éo quimica e o ensaio do DPPH para as varias
amostras em estudo

Fenois Flavonoides DPPH
Fenois? 1
Flavondides® 0,99956242 1
DPPH® 0,999989244  0,999688865 1

Nota: a) mg EAGI/L; b) mmol EC/L; ¢) mg EAA/mL

Verifica-se a existéncia de uma correlacdo fortemente positiva entre o teor de fendis e em
flavondides totais e a atividade antioxidante determinada pelo ensaio DPPH. De facto os
extratos com maior teor de fendis totais e em flavonoides totais (salvia e poejo) foram os que
apresentaram maiores valores de DPPH, indicando assim que os polifendis, e, em particular os

flavondides contribuem significativamente para a atividade antioxidante detetada.

Vladimir-Knezevi¢ et al. (2014), compararam a capacidade de sequestro do radical DPPH de
extratos etandlicos de diversas plantas medicinais da Croacia, entre as quais se encontram a

sélvia e 0 poejo. Nesse estudo, os investigadores obtiveram um valor de ICso de 24,27 + 0,21
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pg/mL para o extrato de poejo e de 4,81 + 0,30 para o extrato de sélvia. Desta forma, no estudo
de Vladimir-KnezZevi¢ et al. (2014), a salvia apresentou igualmente uma capacidade de
sequestro do radical DPPH superior ao poejo, uma vez que foi necessaria uma menor
concentracao do extrato desta planta para desativar 50% do radical DPPH presente na mistura

reacional. Este resultado vai de encontro aos resultados obtidos no presente estudo.

3.4.2 Determinacédo da capacidade de sequestro do radical anido superéxido

detetada pela diminuicdo da formacéo de formazano

A determinacdo da capacidade de sequestro do radical anido superéxido foi detetada através
da diminuicdo da formacg&o de formazano, sendo que na tabela 3.7 podem observar-se os

resultados obtidos para as amostras em estudo.

Tabela 3.7: Capacidade de sequestro do radical anido superéxido das varias amostras

Amostras Sequestro do superéxido Sequestro do superoxido
(umol EAG/mL) (umol EAG/g planta seca)
Salvia 55,992 + 12,34 4502+ 99
Poejo 9,23 + 3,29 2000 + 71
Cebolinho 12,05° + 2,28 260° + 49

Em cada coluna, médias com letras diferentes sao significativamente diferentes de acordo com o teste t (P<0,05)

A determinacéo desta atividade apresenta grande relevancia fisiolégica, dado que a formacgéo
desta espécie radicalar ocorre in vivo. Pela andlise da tabela pode observar-se que os valores
variaram entre 55,99 e 9,23 mmol EAG/L de extrato, sendo o maior valor correspondente ao
extrato de sélvia e o menor ao de poejo. Contudo, ao contrario do extrato de salvia que
apresentou diferencas significativas (P< 0,05) em relacdo aos extratos de poejo e de cebolinho,
estes dois Ultimos ndo apresentaram diferencgas significativas entre si (P > 0,05). Os mesmos
resultados foram observados quando os valores se expressaram em pmol EAG/g planta seca,
ou seja, a salvia apresentou uma atividade significativamente superior a das outras duas
plantas, que n&o apresentaram diferencgas significativas entre si. Desta forma, pode concluir-se
que todas as plantas estudadas possuem compostos antioxidantes capazes de captar o radical
anido superoéxido gerado pelo sistema NADH/PMS causando uma diminuicdo da extenséo de
reducdo da NBT?*, com uma consequente diminuicdo da taxa de aumento da absorvancia a

560 nm, sendo, mais uma vez, o extrato de salvia 0 que mais se destacou.

Na tabela 3.8 podem observar-se os valores de coeficiente de Pearson para as correlacées

entre o teor de fenois e flavondides totais e a atividade DPPH e a capacidade de sequestro do
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radical anido superoxido

Tabela 3.8: Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre composi¢&o quimica e as atividades de sequestro do
radical DPPH e do radical anido superéxido

Fenois Flavonoides DPPH Superéxido
Fendis? 1
Flavonoides® 0,99956242 1
DPPH® 0,999989244 0,999688865 1
Superdxido® -0,441985329 -0,415258134  -0,437820028 1

Nota: a) mg EAGIL; b) mmol EC/L; c) mg EAA/mL; d) umol EAG/mL

Os resultados indicam a existéncia de correlagbes negativas entre todos estes ensaios,
sugerindo que podem ser outros compostos presentes nos extratos, diferentes dos compostos
fendlicos, que sejam maioritariamente responsaveis pela capacidade de sequestro deste
radical. Com efeito, o facto de se terem verificado grandes diferen¢as entre os teores em fendis
e flavondides totais do poejo e do cebolinho, e de ndo se terem verificado diferencas
significativas entre a capacidade de sequestro do radical anido superoxido destas duas plantas,
ja sugeria que outras classes de compostos pudessem ser maioritariamente responsaveis por
esta atividade. E reconhecido que as propriedades antioxidantes do cebolinho, para além dos
polifendis, advém, igualmente da sua composicdo em compostos sulfurados
(Rattanachaikunsopon et al., 2008). Apesar de ndo se ter efetuado nenhuma quantificacdo
destes compostos no extrato de cebolinho, a sua presenca € bastante provavel devido ao odor
caracteristico que estes apresentavam. Desta forma, é possivel que os compostos sulfurados

do cebolinho contribuam de forma significativa para o sequestro do radical anido superdxido

3.4.3 Determinacéo da atividade de reducgao do Fe(lll) a Fe(ll) pelo ensaio FRAP

A determinacdo da atividade de reducdo do Fe(lll) a Fe(ll) foi realizada através do ensaio
FRAP (Tabela 3.9)

Tabela 3.9: Valores de FRAP das diferentes amostras

Amostras FRAP (umol de Fe?*/mL) FRAP (umol de Fe?"g planta seca)
Sélvia 68,072 + 1,64 546,62 £ 13,1
Poejo 10,29% + 0,63 223,2° + 13,7
Cebolinho 0,94¢ + 0,03 20,40° + 0,66

Em cada coluna, médias com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com o teste t (P<0,05)

As amostras apresentaram valores de FRAP significativamente diferentes (teste t com P<
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0,05), variando entre 0,944 ymol de Fe?*/mL e 68,074 ymol de Fe?*/mL, sendo o maior valor
pertencente ao extrato de salvia e 0 menor ao extrato de cebolinho. Quando os valores foram
calculados por grama de planta seca esta ordem manteve-se, ou seja, a salvia foi igualmente a
planta que apresentou um valor de FRAP mais elevado (546,6 pumol de Fe?*/g planta seca) e o
cebolinho a que apresentou o mais baixo (20,40 pmol de Fe?*g planta seca). Os resultados
obtidos estdo de acordo com o estudo de Shahmohamadi et al. (2014), que refere que as
plantas da familia Lamiaceae apresentam uma grande capacidade de reducédo do Fe(lll) a
Fe(ll). No presente estudo as plantas pertencentes a esta familia sdo o poejo e a salvia, que de

facto apresentaram valores de FRAP muito superiores ao do cebolinho.

Na tabela 3.10 podem observar-se os valores de coeficiente de Pearson para as correlages
entre o teor de fendis e flavondides totais, a capacidade de sequestro do DPPH e do radical

anido superoéxido e o ensaio FRAP.

Tabela 3.10: Coeficiente de Pearson para as correlagées entre a composigdo quimica e as atividades de sequestro do
radical DPPH, do radical anido superoxido e o ensaio FRAP

Fendis Flavondides FRAP DPPH Superéxido
Fenois® 1
Flavonodides®  0,99956242 1
FRAP® 0,999956165 0,999795565 1
DPPH¢ 0,999989244 0,999688865 0,999988837 1
Supero6xido®  -0,441985329 -0,415258134 -0,433567007 -0,437820028 1

Nota: a) mg EAGI/L; b) mmol EC/L; ¢) umol de Fe?*/mL; d) mg EAA/mL; e) umol EAG/mL

Tal como verificado no ensaio DPPH também neste caso se verificou a existéncia de uma
correlacdo fortemente positiva entre o teor em fenodis e flavondides totais e a atividade
antioxidante determinada pelo ensaio FRAP. De facto, os extratos com maior teor de fendis e
flavondides totais apresentaram igualmente maiores valores de FRAP, indicando que os
polifendis contribuam significativamente para a atividade antioxidante detetada neste ensaio.
As correlacdes verificadas entre o0 ensaio FRAP e os ensaios DPPH e sequestro do superoxido
sugerem que apenas 0S compostos responsaveis pela atividade FRAP e DPPH sejam

maioritariamente 0s mesmos.
3.4.4 Determinacédo dareducéo do Cu(ll) pelo ensaio CUPRAC

A determinacédo da reducéo do Cu(ll) foi realizada através do ensaio CUPRAC, encontrando-se

os valores representados na Tabela 3.11.
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Tabela 3.11: Valores de CUPRAC das diferentes amostras

Amostras CUPRAC (umol EAA/mL) CUPRAC (umol EAA/g de planta seca)

Sélvia 83,782+ 5,50 672,642 + 44,19
Poejo 13,80 + 0,60 229,12°+ 13,01
Cebolinho 1,71¢ + 0,07 36,90° + 1,44

Em cada coluna, médias com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com o teste t (P<0,05)

Os valores de CUPRAC obtidos para as diversas amostras apresentaram diferencas
significativas entre si (teste t com P<0,05). Mais uma vez a sdlvia foi a planta que apresentou a

mais elevada atividade CUPRAC e o cebolinho a que apresentou a mais baixa.

Na tabela 3.12 podem observar-se os valores de coeficiente de Pearson para as correlagfes
entre o teor de fendis e flavondides totais e todos os ensaios de atividade antioxidante

realizados.

Tabela 3.12: Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre composi¢ao quimica e atividade antioxidante dos
extratos estudados

Fenois Flavonoides FRAP CUPRAC DPPH Superoxido
Fenois? 1
Flavonoides?  0,99956242 1
FRAPC 0,999956165 0,999795565 1
CUPRACH 0,999850403 0,999924519 0,99996852 1
DPPHe 0,999989244 0,999688865 0,99998883 0,999919873 1
Superéxido’  -0,44198532 -0,41525813 -0,4335670 -0,42640381 -0,4378200 1

Nota: a) mg EAGI/L; b) mmol EC/L; ¢) umol de Fe?*/mL; d) pmol EAA/mL; e)mg EAA/mL; f) umol EAG/mL

Os ensaios de FRAP e CUPRAC avaliam a atividade antioxidante dos extratos através da sua
capacidade redutora. Como tal seria esperado observar-se uma concordancia entre 0s
resultados obtidos em cada um destes ensaios, 0 que € possivel de ser observado na tabela
3.12. Da mesma forma, a correlacdo fortemente positiva que se verifica entre o teor de fendis e
flavonoides totais e a atividade antioxidante determinada pelos ensaios de FRAP, CUPRAC e
DPPH, indica que os polifendis, e particularmente os flavonéides, contribuem significativamente

para a atividade antioxidante detetada em todos estes ensaios.
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3.5 Determinacao da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos de

plantas aromaticas

A atividade antimicrobiana das amostras foi determinada através da medi¢do dos halos de
inibicdo, em milimetros (Tabela 3.13 e Figura 3.1). A normal sensibilidade das bactérias
utilizadas foi confirmada através da realizacdo de ensaios com antibidticos (controlo positivo)
ao longo do trabalho experimental, tendo os resultados obtidos ficado dentro das gamas
esperadas.

Os extratos de poejo e de cebolinho ndo apresentaram halos de inibi¢cdo contra nenhum dos
microrganismos estudados. Por sua vez, no ensaio realizado com extrato de salvia foi possivel
observar halos de inibicdo de 12 mm com a bactéria gram-positiva S. aureus. Contudo, tal
inibicdo ndo foi observada nos ensaios realizados com a bactéria gram-negativa E.coli, nem
com a levedura C. albicans, microrganismos com o0s quais nao foi observado qualquer halo de

inibicao.

Tabela 3.13: Diametro dos halos de inibi¢do dos diferentes extratos na determinac&o da atividade antimicrobiana

Diametro do halo de inibigcao (mm)

Amostra
S. aureus E. coli C. albicans
Salvia 12,0+ 0,6 <6 <6
Poejo <6 <6 <6
Cebolinho <6 <6 <6

Figura 3.1: A - Resultados obtidos na determinagéo da atividade antimicrobiana dos extratos de sélvia, poejo e
cebolinho com o S. aureus; B — Halo de inibigdo da salvia.

Num estudo anterior Garcia et al. (2013) demonstraram a existéncia de inibicdo de S. aureus e
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C. albicans por parte do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis. No entanto, nesse estudo a
atividade antimicrobiana contra C. albicans s6 foi observada com a aplicacdo na placa e
quantidades muito elevadas de extrato. Acresce ainda que, no estudo mencionado os extratos,
foram produzidos com recurso a planta seca, pelo que podem apresentar uma maior
concentracdo dos compostos antimicrobianos, o que poderda justificar o fato de no presente

estudo nao ter sido visivel a inibicdo de C. albicans por parte do extrato de Salvia.

Em ralacdo ao extrato de poejo, Teixeira et al. (2012) verificaram que o extrato de poejo ndo
apresentou inibicao de E.coli, 0 que vai de encontro ao verificado no estudo aqui apresentado.
Duarte et al. (2005) verificaram que os extratos de poejo e de cebolinho ndo apresentaram

potencial antimicrobino em relagdo a C. albicans, tal como verificado neste estudo.

A capacidade antibacteriana de um extrato depende da concentracéo do extrato, das estirpes

bacterianas e do procedimento de elaboracéo dos extratos (Khaled-Khodja et al., 2014)

Obervando-se os resultados obtidos nos ensaios de teor de fenois totais e os obtidos no ensaio
antimicrobiano, pode notar-se que existe uma correlagcdo positiva entre 0s mesmos. As plantas
com o menor teor de fendis totais, cebolinho e poejo, ndo apresentam acédo antimicrobiana.
Pelo contrario a salvia, que apresentou o maior teor destes compostos apresentou atividade
antimicrobiana contra S. aureus. Tal fato foi também obervado por Shan et al. (2007), em que
foi demonstrada a existéncia de ligagdo entre a concentragdo de compostos fendlicos do

extrato e a sua capacidade antimicrobiana.

Estudos sugerem que as bactérias Gram-postivas, como S. aureus, sejam mais sensiveis a
extratos de plantas aromaticas do que bactérias Gram-negativas, como a E. coli. Diferencas
entre as agc6es microbianas dos compostos antimicrobianos podem estar relacionadas com as
diferentes estruturas da parede celular e da membrana externa. As bactérias Gram-negativas
possuem uma membrana polissacarida hidrofilica que funciona como barreira de penetracao a
agentes antibidticos e que também estd associada a enzimas do espacgo periplasmatico, que
sdo capazes de destruir moléculas provenientes do exterior. O fato de as bactérias Gram-
positivas ndo possuirem esta membrana, faz com que as substanicas antibacterianas possam
destruir a parede celular e membrana citoplasméatica das mesmas, resultando num
esvaziamento do citoplasma e a sua coagulacdo (Shan et al., 2007; Weerakkody et al., 2010;
Cetin-Karaca et al., 2015).

Uma das causas mais prevalentes de gastroenterites € a infeccdo por S. auerus,
especialmente no que diz respeito ao consumo de leite e outros produto lacteos e pordutos
carneos (Weerakkody et al.,, 2010). Esta € uma bactéria presente nas fossas nasais do
Homem, sendo que grande parte destes sdo enterotoxigénicos, devendo-se um nimero
elevado de doencas alimentares a contaminacdo dos alimentos por operadores contaminados

com esta bactéria (Gustafson, 2015).
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3.6 Determinacéo da acédo anti-inflamatoria do extrato de séalvia

3.6.1 Modelo de edema da pata induzido pela carragenina

A acao anti-inflamatoria foi determinada, neste modelo, através da inducdo de edema da pata

nos ratos pela carragenina. Os resultados obtidos sé@o apresentados na figura 3.2.

801
70

60

% aumento volume da pata
8
3+

-10- SF Carragenina Salvia Indometacina Trolox

Figura 3.2: Efeito da administracdo oral do extrato de salvia e de outros farmacos comerciais ( indometacina, trolox e
tempol) no aumento do volume da pata 6 horas apés a administracdo da carragenina (* P<0,001 vs soro fisiolégico
(SF); ®P<0,01 vs Carragenina, * P<0,001 vs carragenina)

A administragcéo de carragenina, tal como seria de esperar, provocou um aumento significativo
(valor P<0,001), de cerca de 70% do volume da pata, comparativamente ao grupo controlo
negativo, em que nao se observou aumento de volume da pata. O extrato de salvia reduziu a
percentagem de aumento de volume da pata em mais de 50% quando comparado com o grupo
carragenina (grupo controlo positivo). Esta evidéncia sugere que o extrato de sélvia estudado
tenha uma acéo anti-inflamatéria com consequente reducdo do edema da pata, o que podera
estar relacionado como seu teor em compostos antioxidantes, uma vez que de entre as plantas

estudadas, a salvia foi a que apresentou 0 maior teor nestes compostos.

Em simultdneo foram analisados trés farmacos anti-inflamatérios comerciais (indometacina,
trolox e tempol) de modo a poder proceder-se a sua comparagdo com 0 extrato em estudo.
Com a administracédo de tempol (mimétco da SOD de baixo peso molecular) verificou-se uma
percentagem de aumento de volume de aproximadamente 23%, do trolox (analogo
hidrossoltvel da vitamina E) um aumento do volume da pata de aproximadamente 20% e da
indomeracina (anti-inflamatério n&do-esteréide ndo seletivo para as cicloxigenases) um aumento
do volume da pata de aproximadamente 20%. Estes resultados demonstram que os extrato de
sélvia apresentou um efeito anti-inflamatério significativo, apesar do seu efeito ser ligeiramente

inferior ao efeito evidenciado pelos farmacos.
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3.6.2 Modelo da colite ulcerativa

A acdo anti-inflamatoria foi determinada, neste modelo, a partir da indugdo da colite ulcerativa
em ratinhos. Para tal, foram obtidas observa¢bes a microscopio cirdrgico (figura 3.3),

morfolégicas e funcionais (tabela 3.14).

Figura 3.3: Observagdes a microscopio cirdrgico do célon aberto transversalmente (A: Grupo Sham; B: Grupo Etanol;
C: Grupo TNBS + Etanol; D: Grupo TNBS + Sélvia).

Tabela 3.14: — Observagdes morfolégicas e funcionais no célon limpo e aberto transversalmente logo apds a colheita
(*P<0,05 vs Sham; *P<0,05 vs TNBS + EtOH 50%).

Grupo Tamanho do intestino  Tamanho dalesdo  cgnsisténcia das fezes
(cm) (cm)
Sham 14,5 + 0,082 0 0
Etanol 14,1+0,2 0 0
TNBS + Etanol 11,8+0,19# 3,6+0,14*# 3#
TNBS + Salvia 12,9 +£ 0,23 0,8+02* 0,38 *

Pelas imagens em cima € possivel verificar-se que o grupo Sham (controlo negativo) apresenta
uma coloracdo rosada, quase translicida. E assim visivel que este ndo apresenta alteracées
histopatolégicas. O grupo etanol, também ele apresenta uma cor normal, apesar de poder
observar-se um pequeno derrame. Tal facto confirma que, apesar de o etanol ser um
potenciador da agéo do TNBS, as lesGes ulcerativas sdo maioritariamente causadas por este
ultimo composto e néo pelo etanol. No grupo TNBS+Etanol, pode observar-se uma inflamacéo
dos tecidos do célon, com necrose dos mesmos e lesdes ulcerativas. No grupo ao qual foi

administrado extrato de salvia (TNBS+Salvia) foram observadas melhorias relativamente ao
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grupo TNBS+Etanol, com diminuicdo significativa da extensdo e severidade das alteracdes

morfolégicas observadas.

A tabela 3.9 demonstra as alterac6es do coélon dos ratinhos acima mencionadas. Foram
observadas diferencas significativas (P<0,05) entre o grupo TNBS+Etanol e o grupo Sham,
nomeadamente nas lesGes apresentadas (3,6 + 0,14 cm) e uma diminui¢do do intestino de 14,5
+ 0,082 cm para 11,8 £ 0,19 cm. Observando os resultados obtidos para o grupo TNBS+Salvia,
existem diferencas significativas entre este e o grupo TNBS+Etanol (p<0,05), com uma

diminuicdo do tamanho das lesdes para 0,8 + 0,2 cm.

Para além das alteracdes morfolégicas, foram também tidas em conta alteracdes funcionais,
nomeadamente a consisténcia das fezes dos ratinhos, classificada com score apresentado na
tabela 3.15. Desta forma, observa-se que as fezes dos grupos Sham e Etanol apresentaram
uma consisténcia normal (0), enquanto que as fezes do grupo TNBS+Etanol apresentaram uma
consisténcia aquosa (3), significativamente diferente (P<0,05) do grupo Sham. No grupo
TNBS+Salvia observaram-se fezes com uma consisténcia entre o normal e o ligeiramente
mucoso (0,38), com diferencas estatisticamente significativas (P<0,05) relativamente ao grupo
TNBS+Etanol.

Tabela 3.15: Classificacéo da gravidade da diarreia

Score Consisténcia das fezes
0 Normal (pellets duros)
1 Ligeiramente mucosa
2 Mole
3 Aquosa

A analise dos resultados obtidos parece indicar que o extrato de salvia apresenta agdo anti-
inflamatdria, uma vez que diminui os efeitos nefastos provocados pela administracdo do TNBS.
Assim, os resultados obtidos com o extrato de séalvia sugerem que este possa ter um papel

importante na profilaxia das doencas inflamatérias do célon.

Outros estudos demonstraram que o stress oxidativo, que surge quando os antioxidantes
enddgenos deixam de ter capacidade para neutralizar todas as espécies oxidativas que se
formam na mucosa intestinal, tem um papel predominante na patogénese de doencas
inflamatérias do intestino. Sabe-se também que os polifendis provenientes da dieta,
especialmente flavonoides, podem ser considerados um importante auxiliar na intervencéo de
doencas inflamatérias, como é o caso de doenca inflamatéria do intestino (Mandalari et al.,
2011; Impellizzeri et al., 2014).
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4 Conclusao

Com o crescente interesse da introducao das plantas aromaticas na alimentacdo como fonte de
compostos que promovam uma melhor qualidade de vida, tém vindo a ser desenvolvidos
trabalhos com o objetivo de confirmar essas propriedades benéficas das ervas aromaticas. O
objetivo deste trabalho foi assim avaliar a composicdo em compostos fendlicos totais e em
flavonoides de trés plantas aromaticas utilizadas em Portugal: a salvia, o poejo e o cebolinho,

avaliando, igualmente, o seu potencial antioxidante, anti-inflamatério e antimicrobiano.

Os resultados mostraram que todas as plantas arométicas estudadas possuem capacidade
antioxidante, sendo que o extrato de salvia foi o que apresentou maior capacidade antioxidante
em comparagcdo com o0s extratos de poejo e de cebolinho em todos os testes realizados.
Concordante com este resultado, pode acrescentar-se que 0 extrato de salvia foi também o que
apresentou maior teor em compostos fendlicos e flavonoides, o que sugere o envolvimento
destes compostos nas atividades antioxidantes detetadas. Entre os extratos de poejo e de
cebolinho, o extrato de poejo apresentou um teor em compostos fendlicos e também uma
atividade antioxidante superior ao extrato de cebolinho. No que diz respeito a acdo
antimicrobiana, o extrato de salvia foi o Unico que apresentou acdo antimicrobiana, embora
apenas contra o S. aureus, o que poderd, igualmente, estar relacionado com a maior

concentracao que este extrato apresenta em compostos fendlicos.

A atividade anti-inflamatéria foi apenas determinada para o extrato de salvia, tendo-se
observado efeitos positivos quer para o modelo de inflamacdo aguda quer para o modelo de
inflamacéo crénica. Nomeadamente no modelo de inflamacéo crénica (colite) os resultados
demonstraram uma diminuicdo significativa da extenséo e sinais de inflamagdo em relacdo ao

grupo controlo.

Para além do resultado positivo obtido, os resultados obtidos nos ensaios de atividade anti-
inflamatéria sdo particularmente importantes uma vez que demonstram, igualmente, que os
compostos responsaveis por esta atividade ficam biodisponiveis, ou seja, sdo resistentes ao
processo de digestdo gastro-intestinal e sdo, pelo menos parcialmente absorvidos, uma vez
que apés administracao oral dos extratos se observou reducao da colite ulcerativa do célon e

reducdo do edema da pata.

Como verificado neste trabalho podera existir uma relagdo entre os compostos fendlicos e as
propriedades bioativas identificadas. Como tal, de modo a conseguir com melhor precisdo
estabelecer associacdes entre as atividades bioldgicas estudadas e os compostos que as
originam, sera interessante efetuar futuramente uma analise quimica detalhada dos extratos
estudados, nomeadamente o seu perfil em compostos fendlicos. Seria igualmente importante
realizar ensaios de toxicidade por forma a determinar as doses seguras de ingestdo e a
garantir que um consumo mais elevado destas plantas ndo podera acarretar nenhum tipo de

efeito adverso.
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