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Resumo

Recentemente tem-se observado um crescente interesse pelo uso de plantas aromaticas,
devido as inimeras propriedades benéficas que lhes tém sido associadas, e a sua aplicacéo

em diversas indUstrias, como a indUstria alimentar e farmacéutica.

Este estudo incidiu sob trés ervas aromaticas utilizadas comummente em Portugal: coentros,
salsa e segurelha. O objetivo do mesmo foi contribuir para um melhor conhecimento das
propriedades bioativas das plantas estudadas, através da determinacdo do seu teor em
compostos fendlicos totais e em flavonoides, e avaliagdo das suas atividades antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatéria. A atividade antioxidante foi determinada através de
diferentes tipos de ensaios, nomeadamente avaliacdo da capacidade redutora, com 0s ensaios
FRAP e CUPRAC, avaliagdo da capacidade de sequestro do radical DPPH’ e avaliacdo da
capacidade de sequestro do radical anido superoxido. A atividade antimicrobiana foi
determinada utilizando trés estirpes microbianas, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Candida albicans. Por sua vez, a acao anti-inflamatoria foi determinada através de ensaios in-
vivo apenas para a segurelha, utilizando dois modelos, um para a inflamacdo aguda (modelo
de edema da pata induzido pela carragenina) e outro para a inflamag&o cronica (modelo da

colite ulcerativa).

Os resultados demonstraram que todos os extratos de plantas aromaticas possuem atividade
antioxidante, sendo que o extrato de segurelha foi aquele que apresentou um maior teor de
compostos fendlicos e flavonoides, bem como o que demonstrou possuir uma maior atividade
antioxidante relativamente aos restantes extratos estudados, o que sugere o0 envolvimento
destes compostos neste tipo de atividade antioxidante. Entre o extrato de coentros e salsa, 0
extracto de coentros apresentou um teor em compostos fendlicos e uma actividade
antioxidante significativamente superior relativamente ao extracto de salsa. O extrato de
segurelha foi o Unico que apresentou acgdo antimicrobiana, o que podera indicar que os
compostos fendlicos se encontram também interligados com esta propriedade. A atividade anti-
inflamatdria foi determinada apenas para o extrato de segurelha, sendo que se observou que
este possui efeitos benéficos para a inflamagcdo aguda e crénica, o que podera estar
novamente relacionado com o seu teor em fenodis e flavonoides. O efeito anti-inflamatério
observado com o extrato de segurelha no modelo de colite pode ser muito Gtil do ponto de vista
de profilaxia pois o extrato foi administrado aos animais logo a seguir a inducao da colite e os
resultados demonstram haver uma diminui¢&o significativa da extenséo e violéncia dos sinais

da inflamagéo crénica observados no grupo controlo positivo.

Palavras-chave: Plantas aromaticas, Compostos fendlicos, Atividade antioxidante, Atividade

antimicrobiana, Acéo anti-inflamatéria



Abstract

Recently we have seen a growing interest in the use of herbs due to its association to beneficial

properties and application in various industries such as food and pharmaceutical industry.

This study was focused on three commonly used herbs in Portugal: coriander, parsley and
savory. Its main target was the contribution to a better understanding of the bioactive properties
of the studied plants, by determining their content of phenolic compounds and flavonoids, and
evaluate their antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory activities. The antioxidant activity
was determined by different trials, such as, assessment of the reducing capacity with the FRAP
and CUPRAC tests, scavenge of DPPH’ and scavenge of superoxide anion radical. The
antimicrobial activity was determined by using three microbial strains, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans, on the other hand, the anti-inflammatory activity was
determined by in vivo tests, using two templates, only for savory, one for acute inflammation
(paw edema induced by carrageenan model) and another for chronic inflammation (ulcerative

colitis model).

The results showed that all extracts from the herbs possess antioxidant activity, being that the
savory extract presented the highest content of phenolics, and flavonoids, as well as a higher
antioxidant activity regarding the other extracts studied, which suggests the association of these
compounds to this type of antioxidant activity. The coriander extract showed a total phenolic
content and antioxidant activity significantly higher than the parsley extract. The savory extract
was the only one with antimicrobial activity, which may indicate that phenolic compounds are
also linked with this property. The anti-inflammatory activity was only determined for the savory
extract, due to limited resources, being noted that it has beneficial effects on acute and chronic
inflammations, which, once again, may be associated with its content of phenols and flavonoids.
The anti-inflammatory effect observed with savory extract in the colitis model could be very
useful in the prophilaxis standpoint since the extract was administered to the animals
immediately afterwards the induction of colitis and the results show that there is a significant
reduction in extent and violence of the signs of chronic inflammation observed in the positive

control group.

Keywords: Aromatic herbs, Phenolic compounds, Antioxidant activity, Antimicrobial activity,

Anti-inflammatory action
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1 Introducéo

Ao longo da Histéria da Humanidade houve um forte interesse por parte das sociedades
civilizadas no papel da dieta alimentar diaria na salde dos individuos e da populacdo (Andlauer
& Furst, 2002).

O uso de produtos naturais, nomeadamente aqueles obtidos a partir de plantas, € comum
desde os tempos primordiais na prevencdo e tratamento de doencas humanas e animais.
Vérios estudos epidemiolégicos demonstram o impacto direto dos alimentos na saude, sendo
que esse impacto podera traduzir-se em efeitos benéficos ou nefastos, consoante o tipo de
alimento em causa. Assim, a ingestao de alimentos como o vinho, frutas, vegetais, frutos secos
e gréos, especiarias, etc., tem mostrado exercer efeitos benéficos na prevencéo de diversas
patologias, nomeadamente aquelas associadas ao envelhecimento, como as doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas, diabetes tipo Il e inimeros tipos de cancro, e nas quais
€ reconhecida a sua relacdo com os habitos alimentares da populacdo (Espin et al., 2007;
Bernal et al., 2011).

A maioria das doenc¢as degenerativas associadas ao envelhecimento esta relacionada com
processos oxidativos, em que sdo formadas varias espécies reativas, nomeadamente espécies
reativas de oxigénio (ROS). Um nivel elevado destas espécies pode provocar danos a nivel
celular, e levar a um aumento do stress oxidativo com consequéncias a nivel da salde. Existe
na natureza uma grande variedade de substancias antioxidantes que minimizam os efeitos
negativos das ROS, através da sua estabilizagdo ou desativagcao (Mishra et al., 2012; Espin et
al., 2007).

A evolucdo do Homem ao longo dos tempos tem sido acompanhada do conhecimento sobre o
valor terapéutico das plantas. As plantas aromaticas consumidas mundialmente, principalmente
pela sua aplicacéo a nivel alimentar, possuem propriedades medicinais € um impacto benéfico
na saude, como atividades antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana, e potencial anti

carcinogénico, entre outras (Wojdyto et al., 2007).

A inflamac&@o desempenha um papel crucial em diversas doencas com alta prevaléncia a nivel
global, como a artrite reumatoide, aterosclerose e asma. Embora a inflamacdo seja
primariamente uma resposta do organismo face a microrganismos, toxinas ou alergénios,
guando se torna cronica leva a um detrimento dos tecidos. Ou seja, a inflamacdo aguda é uma
defesa do organismo mediado por um mecanismo autorregulado que quando deixa de o ser
passamos de inflamacao aguda para cronica que é prejudicial e passa a doenga, como artrite
reumatoide ou colite, por exemplo. Desde a antiguidade que os processes inflamatdrios tém
sido tratados com plantas ou formula¢des derivadas de plantas (Mueller et al., 2010).
1



As principais causas de deterioracdo dos alimentos advém de processos oxidativos e do
crescimento microbiano, causando perda de qualidade nutricional e sensorial dos mesmos,
bem como a possivel formagdo de compostos toxicos (GoOmez-Estaca et al., 2014). A procura
por parte dos consumidores de produtos alimentares “prontos-a-comer” e saudaveis leva ao
uso de compostos antioxidantes e antimicrobianos naturais, provenientes de plantas e
especiarias, com o intuito de promover a qualidade e seguran¢a dos alimentos. A aplicagédo
destes compostos podera ser direta, em atmosferas modificadas ou embalagens ativas (Sindhi
et al., 2013; Gomez-Estaca et al., 2014; Shan et al., 2007).

A presente dissertacéo inicia-se com uma revisdo bibliografica em que se comeca por realizar
uma breve caracterizacdo do uso de plantas aromaticas como alimentos funcionais e
nutracéuticos. De seguida realiza-se uma caracterizacdo das plantas aromaticas em estudo,
englobando a sua origem, composi¢éo quimica e propriedades funcionais. No ponto seguinte é
feita uma revisdo bibliografica sobre o stress oxidativo, espécies reativas de oxigénio,
antioxidantes e sua aplicagdo alimentar. Na revisdo efetuada aborda-se ainda a atividade
antimicrobiana das plantas aromaticas e dos compostos fendlicos, os processos de inflamacéo
aguda e cronica e a acdo anti-inflamatdria dos polifendis. No capitulo dois é efetuada a
caracterizagcdo das amostras estudadas e sdo descritos os procedimentos experimentais
realizados. No capitulo trés sdo apresentados os resultados e discussdo dos resultados
obtidos, e finalmente, no capitulo quatro sdo apresentadas as principais conclusdes retiradas

do trabalho realizado, tal como as perspetivas futuras.

1.1 Plantas aromaticas como alimentos funcionais e nutracéuticos

As propriedades terapéuticas das plantas sdo conhecidas desde o tempo das civilizagBes
primitivas, que se aperceberam de que as mesmas poderiam apresentar diferentes efeitos,

téxicos ou benéficos, sobre o organismo (Proenca Da Cunha et al., 2008).

O uso de plantas ou de medicamentos a base de plantas para tratar ou prevenir doencas
designa-se por fitoterapia, sendo que as provas da sua eficacia e beneficios para o organismo
humano, tornam-na numa aliada segura e eficiente na promocdo da saude (Proenca Da
Cunha, Pereira Da Silva, & Rodrigues Roque, 2003). Uma popularidade crescente do uso de
plantas aromaticas como elementos auxiliares na prevencao e tratamento de certas patologias
leva a um incremento na investigacdo destas plantas e das atividades biolégicas dos seus

compostos bioativos (Laribi et al., 2015).

Os principais responsaveis pelos efeitos benéficos das plantas aromaticas sdo substancias em
que estas sédo ricas, denominadas de fitoquimicos. Os fitoquimicos sdo um grande grupo que
inclui compostos fendlicos, nomeadamente flavonoides, carotenoides, esteréis, glucosinolatos

e outros compostos com enxofre, e com elevada atividade biolégica e potencial para a protegao
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contra doencas (Embuscado, 2015). Apesar de apresentarem um baixo potencial como
compostos bioativos em comparacdo com produtos farmacéuticos, quando ingeridos
regularmente e numa quantidade significativa como parte de uma dieta saudavel e equilibrada,

os fitoquimicos, conferem efeitos fisioldgicos benéficos a longo termo (Espin et al., 2007).

Estudos demonstram o aumento da procura, por parte dos consumidores, de produtos
alimentares promotores da salde, assim como produtos ndo alimentares, como dietéticos e
farmacéuticos, que contenham principios ativos presentes nos produtos alimentares

promotores da saude. Assim, surgem os conceitos de alimentos funcionais e nutracéuticos.

Alimentos funcionais sdo aqueles que, quando consumidos regularmente, exercem um
determinado efeito benéfico para a salde, para além das suas propriedades nutricionais, ou
seja, proporcionam bem-estar e/ou tém a capacidade de diminuir o risco de doengas, sendo
que estes efeitos deverdo ser cientificamente provados. Nutracéuticos sdo suplementos
alimentares que apresentam, numa matriz ndo-alimentar, um agente bioativo de um alimento
numa forma concentrada, em doses que excedem aquelas que poderiam ser obtidas a partir de
uma alimentagdo normal, com o objetivo de melhorar a saude. Estes produtos sé&o
comercializados em apresenta¢des semelhantes a dos farmacos (comprimidos, extratos, etc.)
(Espin et al., 2007).

A diferenga entre os dois conceitos referidos acima nem sempre € clara. No entanto, o principal
ponto de disparidade entre ambos é o formato no qual sdo consumidos: os alimentos
funcionais sdo consumidos como alimentos normais, enquanto 0s nutracéuticos sé&o
consumidos como capsulas, comprimidos, etc. Contudo, se um fitoquimico for incluido numa
formulag&o alimentar, este é considerado um alimento funcional, mas se o0 mesmo for incluido

numa capsula, ja é considerado um nutracéutico (Bernal et al., 2011).

1.2 Caracterizacao das plantas aromaticas estudadas
1.2.1 Coentros

Os coentros (Coriandrum sativum L.) (Figura 1.1) sdo uma planta herbacea anual, pertencente
a familia das Apiaceas. Embora sejam originarios do Norte de Africa, Médio Oriente e Asia
apresentam uma ampla distribuicdo mundial, nomeadamente em toda a Europa e na América
do Norte (Proenga Da Cunha et al.,, 2003). Esta planta é usada devido as suas folhas e
sementes, que apresentam varias aplicacdes a nivel alimentar, bem como a nivel de medicina
tradicional (Laribi et al., 2015).



Figura 1.1 — A: Ramo de coentros; B: Pormenor das folhas e sementes dos coentros (A -
http://www.comofazertudo.com.br/casa-e-jardim/jardinagem-e-paisagismo/flora-e-plantas/como-cultivar-e-colher-
coentro; B - http://www.jardimdeflores.com.br/ervas/A46coentro.htm)

As folhas frescas e sementes desta planta sdo usadas na alimentacdo, como condimento em
variados pratos, devido as suas propriedades organoléticas e flavour caracteristico. Enquanto
as sementes sdo usadas em pd, como uma especiaria, as folhas séo principalmente usadas
frescas, para aromatizar os alimentos (Barros et al., 2011).

As folhas dos coentros apresentam indmeros componentes, nomeadamente: lipidos, com
predominancia de acidos gordos polinsaturados, como o &cido linoleico; polifendis, como
flavonoides, cumarinas e A&cidos fenolcarboxilicos; e 6leos essenciais, ricos em acidos

aromaticos (Laribi et al., 2015).

Os beneficios desta planta vao além do seu sabor e caracteristicas arométicas, sendo ha muito
aplicada na medicina tradicional, auxiliando o tratamento de diversas condi¢bes, como
distUrbios gastrointestinais, ansiedade, perda de apetite, reumatismo, entre outras. Em ensaios
em laboratério os extratos preparados com diversas partes desta planta tém demonstrado
atividades antioxidante, antidiabética, anticancerigena, e de inibicdo da peroxidacao lipidica
(Zhang et al., 2014). Segundo Laribi et al. (2015), véarios estudos em animais foram realizados
com o intuito de demonstrar as referidas propriedades, que poderdo estar relacionadas com o
teor em polifendis e outros fitoquimicos presentes nos coentros (Barros et al., 2011).

1.2.2 Salsa

Petroselinum crispum, (Figura 1.2) vulgarmente conhecida como salsa, € uma planta herbacea
anual pertencente a familia Apiaceae, que se encontra distribuida mundialmente, embora seja
originaria do Mediterraneo. As folhas frescas da salsa sao utilizadas devido a sua fragrancia e
as suas propriedades medicinais (Charles, 2004).
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Figura 1.2 — A: Ramo de salsa; B: Pormenor da folha da salsa (A - http://www.fotosantesedepois.com/salsa/;
B - http://casa.umcomo.com.br/articulo/como-plantar-salsa-em-casa-713.html)

Os principais componentes fitoquimicos presentes na Petroselinum crispum séo: flavonoides,
como luteina e apigenina; carotenoides; acido ascorbico; tocoferdis; poliinas; ftalidos;
compostos volateis; cumarinas; furanocumarinas; e sesquiterpenos (Ozsoy-Sacan et al., 2006;
Farzaei et al., 2013).

A salsa é usada na medicina tradicional em diversas situacdes, como distarbios do trato
gastrointestinal e estimulacdo da digestdo, problemas do trato urinario inferior e rins, e no
tratamento de situacdes de dismenorreia, amenorreia, e hipertensdo, entre outras (Dogru &
Erat, 2012). A vasta gama de atividades farmacoldgicas desta planta, como atividades
antioxidante, hepatoprotetora, antidiabética, analgésica, espasmolitica, imunossupressora,
gastroprotetora, diurética, e antibacteriana, entre outras, levam ao seu uso na medicina
moderna (Farzaei et al., 2013).

1.2.3 Segurelha

O género Satureja L. (Figura 1.3) pertence a familia Lamiaceae, subfamilia Nepetoidae e tribo
Mentheae, e engloba mais de trinta espécies (Hadian et al., 2008). A Satureja Hortensis L., ou
segurelha, € uma dessas espécies, que prevalece principalmente na zona do Mediterraneo, de
onde é nativa. Esta planta € amplamente utilizada devido as suas caracteristicas aromaticas e
medicinais (Shojaee-Aliabadi et al., 2013; Proen¢a Da Cunha et al., 2003).



Figura 1.3 — A: Ramo de segurelha; B: Pormenor das folhas e floér da segurelha (A -
http://www.oleosessenciais.org/oleo-essencial-de-segurelha/; B -
http://www.fungoceva.it/erbe_ceb/image_erbe/satureja_hortensis2.jpg)

As folhas da segurelha apresentam um sabor distinto, podendo ser adicionadas a diversos
pratos de carne, aves ou vegetais, como aromatizantes (Dorman & Hiltunen, 2004; Sefidkon et
al., 2006).

Segundo Krasniewska et al. (2014) entre os principais componentes desta planta aromatica
incluem-se OGleos volateis, polifenéis, como flavonoides (por exemplo, apigenina), acidos
fendlicos (por exemplo, &cido labiatico), carvacrol, taninos, resinas, carotenoides e compostos
minerais. Os teores nestes compostos poderdo variar consoante inUmeros fatores, como o

clima, época da colheita e parte da planta.

A Satureja Hortensis é usada na medicina tradicional no tratamento de diversas condigdes,
como nauseas, indigestdo, diarreia, flatuléncia, dores musculares e expetoracdo (Dorman &
Hiltunen, 2004; Sefidkon et al., 2006). Varios estudos tém demonstrado que extratos
preparados a partir da segurelha apresentam atividade antibacteriana e antifingica,
antioxidante, antiespasmodica e antidiarreica e propriedades sedativas (Dorman & Hiltunen,
2004).

1.3 Stress oxidativo e Antioxidantes

Todos 0s organismos vivos, exceto aqueles que sdo anaerdbios, necessitam de oxigénio como
recetor de eletrdes para a producdo adenosina trifosfato — ATP, a energia necesséria a
manutencdo da vida. Contudo, dado que este € um forte oxidante, € impossivel evitar
oxidagdes secundarias independentes do metabolismo fisiolégico, que d&do origem a radicais
livres, nomeadamente ROS. Devido aos maleficios causados por estas oxidagfes aleatorias, é
necessaria a existéncia de um sistema antioxidante eficiente (Sorg, 2004; Buonocore et al.,
2010).



As ROS podem apresentar efeitos prejudiciais ou benéficos, consoante a concentracao em que
se encontram presentes. Numa baixa/moderada quantidade, estas espécies estdo envolvidas
em inlmeros processos fisioldgicos, incluindo mecanismos de regulacdo da proliferacéo
celular, diferenciacéo celular, apoptose e expressdo de genes, imunidade celular, assim como
na defesa do organismo face a agentes infeciosos, como bactérias ou fungos (Valko et al.,
2007; Pisoschi & Pop, 2015; Rajendran et al., 2014). Em quantidades elevadas, estas espécies
podem causar danos as proteinas e lipidos celulares ou formar aductos de acido
desoxirribonucleico (ADN) que poderdo promover atividade carcinogénica (Seifried et al.,
2007).

O efeito negativo das ROS, que engloba potenciais danos biol6gicos, é denominado de stress
oxidativo, e ocorre em sistemas biologicos onde se verifica uma producdo excessiva destas
espécies reativas concomitante com uma deficiéncia de antioxidantes enzimaticos e néao
enzimaticos (Valko et al.,, 2007). O Stress oxidativo consiste entdo na incapacidade do
organismo manter um equilibrio entre a formagdo das ROS e o sistema de protecédo
antioxidante, ou seja, h4 um desequilibrio entre a producdo de espécies oxidativas e a sua

respetiva neutralizacéo pelos antioxidantes (Pisoschi & Pop, 2015).

O stress oxidativo, induzido pela formacdo de radicais livres, estd assim implicado na
patogénese e fisiopatologia de inUmeros problemas crénicos de salde, tais como doencas
neuro-degenerativas (Parkinson, Alzheimer, esclerose mdltipla, perda de memédria, entre
outras), doencas cardiovasculares (aterosclerose, doenga isquémica, hipertensdo, entre
outras), desordens pulmonares (doencas inflamatérias do pulmdo como asma e doencga
pulmonar obstrutiva cronica), doengas associadas a bebés prematuros (displasia bronco
pulmonar, hemorragia intraventricular, entre outras), doencas autoimunes (artrite reumatoide),
desordens renais severas (glomerulonefrite, faléncia renal crénica, proteinuria, entre outras),
doengas gastrointestinais (Ulcera péptica, colite, entre outras), diabetes e vérios tipos de

tumores (Rajendran et al., 2014).

1.3.1 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

Os radicais livres podem ser definidos como moléculas, ou seus fragmentos, que contém um
ou mais eletrdes ndo emparelhados em orbitas atomicas ou moleculares. Esta caracteristica
confere-lhes um consideravel grau de reatividade, com baixas energias de ativacdo e tempos
de vida curto. O seu pequeno tamanho permite a grande parte destas espécies penetrarem nas

membranas celulares (Jensen, 2003; Valko et al., 2007; Burton, 2011).

As ROS representam a principal classe de espécies reativas geradas nos organismos vivos, e
incluem espécies radicalares, como o radical anido superoxido (O,") ou o radical hidroxilo (OH")

e nao radicalares, como o perdxido de hidrogénio ou o oxigénio singleto. Ou seja, todas as
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espécies toxicas de oxigénio sdo ROS, contudo nem todas as ROS sdao radicais de oxigénio
(Valko et al., 2007; Buonocore et al., 2010). O radical anido superéxido & considerado uma
espécie reativa de oxigénio primaria, por conseguir gerar outras ROS (ROS secundarias)
através da sua interacdo com outras moléculas. Este radical é principalmente produzido na

cadeia respiratoria mitocondrial (Buonocore et al., 2010).

A cadeia respiratoria representa um papel fundamental na produgdo de ATP nas células
animais. Ao longo do processo respiratdrio, o oxigénio € utilizado como recetor de eletrées,
sendo reduzido a 4gua através de aquisicdo de quatro eletrdes (Buonocore et al., 2010; Valko
et al., 2007):

0.+ 4e +4H" — 2H,0

Através desta transformacéo do oxigénio, torna-se possivel a formacgéo de radicais através dos

seguintes passos (Buonocore et al., 2010):

O, + 1 + H" & HO', « H" + O," (radical anido superdxido)
HO", + 1e + H" « H,0, (perdxido de hidrogénio)

H,0, + 1e + H" « [H30,] < H,O + OH" (radical hidroxilo)

OH +1le +H" « H,0

Dos trés produtos intermediarios formados, radical anido superoxido, perdxido de hidrogénio e
radical hidroxilo, o segundo € o mais estavel, podendo por isso ser acumulado numa maior

quantidade (Buonocore et al., 2010).

1.3.1.1 Radical anido superéxido

Tal como referido anteriormente, o radical anido superéxido é um radical primario uma vez que
pode gerar ROS secundarios, e atua tanto como um fator redutor como oxidante, dado que é
formado numa reacdo de reducdo do oxigénio molecular e produz peréxido de hidrogénio

através de uma reacao de oxidagao (Buonocore et al., 2010):

X+0,” +H > XH+ 0,

YH +0," +H" — Y' + H,0,

A sua formacao ocorre fundamentalmente na fosforilagdo oxidativa da cadeia respiratoria
mitocondrial, por via da citocromo oxidase, e na oxidacdo do heme, durante a ligacdo do
oxigénio ao Fe(ll) do heme da desoxihemoglobina. O radical anido superéxido pode ainda

resultar da acdo de diversas oxidases sobre o oxigénio, como a dihidro-nicotinamida adenina
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dinucledtido fosfatase oxidase, a xantina oxidase e a ciclooxigenase (Pisoschi & Pop, 2015;

Buonocore et al., 2010).

1.3.1.2 Radical hidroxilo

O radical hidroxilo € a ROS mais reativa, devido ao seu forte poder oxidante, sendo estimado
gue seja responsavel por mais de metade dos danos causados por radicais livres, apesar do
seu curto tempo de vida (Jensen, 2003). A sua producdo da-se essencialmente devido a um
excesso de peroxido de hidrogénio e radical anido superéxido, através da reacdo de Fenton e
da reacdo de Haber-Weiss, respetivamente (Valko et al., 2007; Buonocore et al., 2010):

Reacao de Fenton: Fe** + H,0, — Fe*" + OH" + OH’

Reac&o de Haber-Weiss: O, + H,0, — O, + OH" + OH’

A reacdo de Fenton pode desenvolver-se com outros ides metalicos além do Fe®, tais como o
Cu’, Ti** ou Co®*, embora esta ocorra em maior escala quando o metal de transicéo é o ferro
(Valko et al., 2007; Buonocore et al. , 2010).

1.3.1.3 Radical peroxilo

O radical peroxilo (ROO") apresenta um tempo de vida relativamente longo, assim como
consideravel alcance nos sistemas biolégicos. Este radical é formado no decorrer do processo
de peroxidagdo lipidica, apresentando um papel fulcral na propagacdo do mesmo (Kohen &
Nyska, 2002; Gulgin, 2011).

1.3.1.4 Oxigénio singleto

O oxigénio singleto é formado através dum rearranjo dos eletrdes no oxigénio molecular por via
de um input de energia, o que leva a que este apresente uma capacidade de oxidacéo bastante
superior ao oxigénio molecular. Esta espécie consegue oxidar diretamente proteinas, lipidos e
ADN (Buonocore et al., 2010).

1.3.1.5 Peroéxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio € uma ROS secundaria produzida a partir do radical anido

superéxido, sendo que pode resultar diretamente da transferéncia de dois eletrbes para o
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oxigénio molecular na presenca de oxidases, como urato oxidase, glicose oxidase ou D-
aminoacido oxidase. Esta espécie reativa apresenta um poder oxidante indireto, uma vez que
embora ndo seja muito reativa isolada, é responsavel pela sintese de radicais extremamente
reativos, como o OH’, devido a sua reagdo com ides metalicos, nomeadamente com o Fe(ll)
(Pisoschi & Pop, 2015).

1.3.2 Outras fontes de espécies reativas de oxigénio

Apesar da principal fonte endégena de ROS ser a mitocéndria, existem outras fontes celulares
de radicais livres, como a xantina oxidase, que catalisa a hidroxilacéo de purinas, e a ativagdo
de células anti-inflamatdrias, como neutréfilos, eosindfilos e macrofagos. A ativagdo destes
Gltimos leva a um aumento do consumo de oxigénio, o que origina um ampla variedade de
ROS (Buonocore et al., 2010).

Além de poderem ter uma origem enddgena, as ROS poderdo ser também produzidas através
de fontes exdgenas, tais como a exposicdo a radiagcdes ou a xenobibticos. As radiactes
ionizantes e ndo-ionizantes representam uma importante forma de produgéo de ROS, assim
como os poluentes do ar (ex. fumo do escape de carros e de cigarros) e contaminantes
industriais que podem causar danos no organismo através da interacdo direta com a pele ou
por inalagdo. Medicamentos cujo mecanismo de acdo seja mediado por ROS e xenobibticos
(ex. toxinas, pesticidas e herbicidas) ou quimicos (etanol) também podem gerar ROS como
produto secundario do seu metabolismo in-vivo (Kohen & Nyska, 2002; Sorg, 2004; Buonocore
et al., 2010; Carocho & Ferreira, 2013).

A invasdo do organismo por patogénicos, como bactérias e virus, pode levar a uma producéo
de ROS, quer por libertacdo direta destas por parte do patogénico, quer pela resposta
endogena do organismo mediada por fagécitos e neutréfilos (Kohen & Nyska, 2002).

Os alimentos constituem outra importante fonte exdgena de ROS, dado que grande parte dos
produtos alimentares consumidos sofre oxidagdo numa larga escala, assim como contém
variados tipos de oxidantes na sua composi¢do, como peroxidos, aldeidos, &cidos gordos

oxidados e metais de transicdo (Kohen & Nyska, 2002).

Embora o organismo esteja altamente exposto a fontes exégenas de ROS, a sua exposi¢céo a
fontes enddgenas é mais extensa e apresenta uma maior importancia, dado que se trata de um
processo continuo ao longo do periodo de vida de todas as células do organismo (Kohen &
Nyska, 2002).
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1.3.3 Danos oxidativos no ADN, lipidos e proteinas

A constante producdo de ROS tem como resultado dano oxidativos, continuos e cumulativos, a
componentes celulares, com alteracdo de inumeras funcbes celulares. Os componentes
celulares mais suscetiveis destas alteragbes s&o proteinas, lipidos e o &cido
desoxirribonucleico (ADN) (Kohen & Nyska, 2002).

Embora as moléculas de ADN sejam estaveis e bem protegidas, as ROS conseguem interagir
com as mesmas, causando diversos danos, com um impacte negativo na transcricdo e
replicacdo de genes importantes. A principal ROS responsavel pelos danos é o radical
hidroxilo, que induz a formacdo de uma grande variedade de aductos, sendo a lesdo mais
estudada, a oxidacao do nucleétido guanosina, com formacéo de 8-hidroxideoxiguanosina. As
modificacdes permanentes do material genético resultantes destes danos oxidativos
representam o primeiro passo envolvido na mutagénese, carcinogénese e envelhecimento
(Kohen & Nyska, 2002; Valko et al., 2007; Carocho & Ferreira, 2013; Pisoschi & Pop, 2015).

Os niveis elevados de &cidos gordos insaturados leva a que todas as membranas celulares
sejam especialmente vulneraveis a oxidacdo, sofrendo facilmente peroxidacdo por parte do
OH'. Este processo, designado de peroxidacéo lipidica, além dos danos na membrana celular,
produz também aldeidos reativos, como malonildialdeido e o 4-hidroxinonenal, sendo que o
primeiro € mutagénico em bactérias e mamiferos e carcinogénico em ratos, e o ultimo, além de
apresentar toxicidade, pode ligar-se a proteinas e alterar a sua estrutura (Valko et al., 2007,
Carocho & Ferreira, 2013; Pisoschi & Pop, 2015).

As proteinas sdo importantes constituintes celulares que podem sofrer oxidacdo por parte das
ROS, causando danos a residuos especificos de aminoacidos, alteracdes da estrutura terciaria,
degradacdo e fragmentacdo com consequente perda de atividade enzimética, alteracdo de
fungbes, como producdo de energia e interferéncia na criacdo de novas membranas. Os
produtos mais comuns resultantes da oxidacéo proteica séo ceto-compostos e aldeidos (Kohen
& Nyska, 2002; Pisoschi & Pop, 2015).

1.3.4 Mecanismos de defesa contra o stress oxidativo

A exposicdo a radicais livres com consequente stress oxidativo leva a necessidade do
organismo desenvolver uma série de mecanismos de defesa: 1) mecanismos preventivos; 2)
mecanismo de reparacao; 3) defesas fisicas e 4) defesas antioxidantes (Valko et al., 2007).
Estes mecanismos tém como objetivo a manutengdo de niveis minimos de ROS, ou seja,
manter a sua producéo e eliminacdo equilibradas num determinado nivel de ROS (Lushchak,
2014), e englobam atividades diretas e indiretas. De entre as abordagens indiretas, salientam-

se o controlo da producdo enddgena de ROS, através da alteracdo da atividade de enzimas
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que produzem metabolitos de oxigénio indiretamente, como é o caso da xantina oxidase. Um
dos principais métodos utilizados pelo organismo para lidar com os danos oxidativos, € um
sistema de reparacdo eficiente, que consiste na reparacdo de danos oxidativos em
macromoléculas através de enzimas e pequenas moléculas. De todos 0os mecanismos de
defesa, agquele que apresenta extrema importancia envolve antioxidantes, dado que existe uma
grande variedade destes compostos que garantem a protecdo maxima dos locais de acdo dos
radicais livres, através da remocao direta destes ultimos. Por exemplo, os tocoferéis podem
conferir estabilidade as membranas celulares, prevenindo a acdo das ROS constituindo assim
um importante mecanismo de defesa da célula face ao stress oxidativo (Kohen & Nyska, 2002).

1.3.5 Antioxidantes

Um antioxidante tem sido definido como “qualquer substéncia que, quando presente em baixas
concentracdes comparativamente a um substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo desse
substrato”, ou como “qualquer substancia que atrase, previna ou remova os danos oxidativas

na molécula-alvo” (Halliwell, 1996; Halliwell, 2007).

Os antioxidantes utilizam diversos mecanismos para evitar 0s danos oxidativos,
nomeadamente: 1) remocdo de espécies que iniciam a peroxidagdo; 2) quelacdo de ides
metalicos de modo a torna-los incapazes de gerar especies reactivas e decompor peréxidos; 3)
eliminar O,” prevenindo a formacdo de peroxidos; 4) interromper a reagdo da cadeia auto-

oxidativa; e/ou 5) reducéo de concentracdes localizadas de O, (Oroian & Escriche, 2015).

Como se pode observar na Figura 1.4, os antioxidantes dividem-se em duas classes:

enzimaticos e ndo enziméticos (Carocho & Ferreira, 2013; Pisoschi & Pop, 2015).
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Figura 1.4 — Antioxidantes naturais separados por classes. A cor verde representa antioxidantes exégenos,
enquanto a cor amarela representa antioxidantes endégenos (Carocho & Ferreira, 2013)

1.3.5.1 Antioxidantes enziméaticos

Os antioxidantes enziméticos englobam as enzimas superéxido dismutase, catalase e

glutationa peroxidase, todas elas de produgéo enddgena.

A superdéxido dismutase (SOD) representa um papel vital no controlo da producao celular de

0,", ao catalisar a dismutacdo deste em H,0, e O,, representada pela seguinte reacio:

02._ + 2H+ — HgOz + 02

O termo superdxido dismutase caracteriza uma familia de proteinas enziméticas, que diferem
na estrutura e cofator, como a Cu-Zn SOD e a Mn-SOD (Rajendran et al., 2014). Enquanto a
primeira € uma proteina dimérica encontrada principalmente no citoplasma, a Ultima trata-se de

uma proteina homotetramérica, localizada na mitocéndria (Kohen & Nyska, 2002).

O produto final da reacdo de dismutacéo - H,O, — pode ser removido pelas enzimas catalase

(CAT) e glutationa peroxidase (GPX). A catalase é uma enzima constituida por quatro

proteinas, encontrada nos peroxissomas, capaz de remover H202 quando este se encontra

presente em concentracdes elevadas, enquanto as glutationa peroxidases sdo uma familia de

enzimas, presentes no citoplasma e mitocéndria, e que se dividem em dois grupos: enzimas

selénio (Se)-independentes e Se-dependentes, e sdo capazes de reduzir o H202 a agua,
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mesmo em baixas concentracdes, uma vez que apresentam uma grande afinidade para este
composto, e reduzir hidroperoxidos lipidicos aos seus alcoois correspondentes. A remocédo do
H,O, pela CAT e GPX é descrita pelas seguintes reacdes (Matés & Sanchez-Jiménez, 2000;
Kohen & Nyska, 2002; Limén-Pacheco & Gonsebatt, 2009; Al-Gubory et al., 2010; Carocho &
Ferreira, 2013):

H202 + H202 — 02 + 2H20 (CAT)

H,O, + 2Glutationa reduzida (GSH) — 2H,0 + Glutationa oxidada (GSSG) (GPX)

Na reacdo mediada pela catalase, existem duas moléculas de H202, sendo que uma serve
como um dador de eletrdes, alcangando-se a destruicdo de ambas moléculas de H202 com a
producé@o de uma molécula de oxigénio. A glutationa redutase (GSR) reduz a forma oxidada da
glutationa (GSSG) para a forma reduzida (GSH), utilizando o NADPH como agente redutor,
garantindo, deste modo, a manutencdo dos niveis de GSH necesséarios para a reagdo da
peroxidase (Al-Gubory et al., 2010). A glucose-6-fosfato desidrogenase regenera o0 NADPH de
modo a manter-se um meio redutor, necessario a regeneragdo do GSH (Carocho & Ferreira,
2013).

1.3.5.2 Antioxidantes ndo enziméaticos

Existem vérios antioxidantes ndo-enziméticos de origem enddgena, como a coenzima Q10,
acido urico e glutationa (Carocho & Ferreira, 2013). A coenzima Q10 encontra-se presente em
todas as células e membranas, sendo importante para a cadeia respiratéria e outras vias
metabdlicas celulares. Esta coenzima previne a formacao de radicais peroxilo, assim como esta

envolvida na regeneracéo da vitamina E (Carocho & Ferreira, 2013).

O acido drico é o produto final do metabolismo de nucledtidos purinicos, e tem como funcdes a
prevencéo da producdo em excesso de oxidantes resultantes da reacdo entre a hemoglobina e
peroxidos e a prevencao da lise eritrocitaria por peroxidagdo. Este acido é ainda capaz de
eliminar de forma muito eficaz o oxigénio singleto e os radicais hidroxilo e peroxilo (Carocho &
Ferreira, 2013; Pisoschi & Pop, 2015).

A glutationa é um tripéptido enddgeno, cujo efeito antioxidante deriva de ser co-substrato de
enzimas antioxidantes (GPX); de poder promover a eliminacéo direta de radicais hidroxilo e de
oxigénio singleto; e, ainda, de participar na regeneracdo de outros antioxidantes como, por

exemplo, as vitamina C e E, as suas formas ativas (Valko et al., 2007).

Apesar da sua eficiéncia, o sistema antioxidante endégeno néo é suficiente. A alimentacéo &
maior fonte de antioxidantes exdgenos, sendo que estes se encontram em abundancia em

vegetais, legumes, frutas, gréos, frutos secos e cereais, assim como especiarias e plantas
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aromaticas (Rajendran et al., 2014).

As principais classes de compostos com atividade antioxidantes sao: vitaminas (vitamina C, E e
A), carotenoides (carotenos e xantofilas); e polifendis (flavonoides, acidos fendlicos, entre
outros) (Oroian & Escriche, 2015).

As vitaminas constituem uma forte fonte de protecdo contra os danos provocados pelas ROS,
uma vez que atuam diretamente sobre estas, sendo as principais a vitamina C, E e A (Al-
Gubory et al., 2010). A vitamina A, também designada por retinol, atividade antioxidante, que
resulta da sua capacidade de se combinar com radicais peroxilo antes destes propagarem a
peroxidacao dos lipidos (Carocho & Ferreira, 2013). A vitamina C, ou acido ascorbico, é
considerada um dos mais importantes antioxidantes hidrofilicos, devido a sua eficiente
remocao do radical anido superdxido, do perdxido de hidrogénio, do radical hidroxilo, do
oxigénio singleto e de espécies reativas de azoto. Esta vitamina apresenta ainda a capacidade
de regenerar vitamina E (Carocho & Ferreira, 2013; Oroian & Escriche, 2015). O termo vitamina
E refere-se a um grupo de compostos quimicos com propriedades antioxidantes e
lipossoluveis, constituido por quatro tocoferdis e quatro tocotriendis. A forma mais ativa dos
homdlogos da vitamina E sdo os tocoferdis, uma vez que conferem prote¢cdo as membranas
celulares contra a oxidagdo, dado que reagem com as ROS e com os radicais lipidicos
provenientes das reacdes de lipoperoxidacdo (Al-Gubory et al., 2010; Carocho & Ferreira,
2013).

Os carotenoides sdo um grupo de pigmentos naturais lipossollveis sintetizados por plantas e
microrganismos, constituidos por dois grupos: os carotenos como o licopeno e o B-caroteno
(precursor da vitamina A), e as xantofilas, como a zeaxantina e a luteina. A sua atividade
antioxidante deriva da sua capacidade de quelacdo do oxigénio singleto, que resulta em
carotenoides excitados que dissipam a energia adquirida através de interagfes rotacionais e
vibratérias com o solvente, retornando depois ao estado ndo excitado e interagindo novamente

com mais espécies radicais (Glilgin, 2011; Carocho & Ferreira, 2013).

Os polifendis representam uma ampla variedade de compostos organicos, que ocorrem
naturalmente em vegetais, frutas, e plantas pois sdo metabolitos secundarios produzidos por
estes. Sdo0 caracterizados pela presenca de inumeros grupos hidroxilo envolvidos nas
estruturas fendlicas, podendo ser moléculas de baixo peso molecular, com apenas um anel
aromético, até compostos mais complexos, como taninos e polifendis derivados. Os principais
grupos de polifendis sdo flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos e lignanas, sendo os
flavonoides e os acidos fenodlicos aqueles que apresentam maior relevancia no seu poder
antioxidante (Al-Gubory et al., 2010; Oroian & Escriche, 2015).

Os flavonoides sdo um grupo de compostos antioxidantes, abundantes na natureza, sendo que
a grande maioria sdo pigmentos de plantas, e dividem-se em diversos sub-grupos: flavonois,
flavandis, antocianinas, isoflavonoides, flavanonas e flavonas (Carocho & Ferreira, 2013;

Oroian & Escriche, 2015). As suas principais propriedades antioxidantes, que advém dos
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grupos hidroxilos fendlicos ligados a anéis estruturais, sdo: propriedades redutoras; doacao de
hidrogénios; quelacdo de oxigénio singleto e de metais; remocédo de radicais superéxido;
ativacdo de enzimas antioxidantes; reducéo de tocoferoxilos; inibicdo de oxidases; aumento
dos niveis de acido Urico e outras moléculas de baixo peso molecular (Carocho & Ferreira,
2013).

Os acidos fendlicos sédo divididos em dois principais grupos, dependendo da sua estrutura: os
derivados do acido cinamico — acidos hidroxicinamicos, e os derivados do acido benzéico —
acidos hidroxibenzéicos (Oroian & Escriche, 2015). Estes compostos apresentam propriedades
quelantes e neutralizam radicais livres (radicais hidroxilo, peroxilo e superéxido), o que lhes

confere atividade antioxidante (Carocho & Ferreira, 2013).

1.3.6 Aplicagdo alimentar de antioxidantes

Além da sua importancia na reducdo dos processos oxidativos nos organismos Vivos, 0S
antioxidantes representam também um papel fulcral nos sistemas alimentares (Samaranayaka
& Li-Chan, 2011).

A deterioragcdo da qualidade dos alimentos ocorre durante 0 Sseu processamento e
armazenamento, estando interligada a processos oxidativos, geralmente catalisados por ibes
metdlicos, afetando principalmente lipidos, hidratos de carbono e proteinas (Hinneburg et al.,
2006). Os principais atributos afetados s&o o flavor, aroma, textura e cor, diminuindo assim a
qualidade nutricional e organolética dos produtos alimentares (Elias et al., 2008; Borneo et al.,
2009).

A estabilidade oxidativa dos alimentos esta relacionada com o balango entre fatores pro-
oxidantes e antioxidantes. Enquanto nos organismos vivos, existem sistemas que garantem
este balanco, nos produtos alimentares, devido ao processamento, tal ndo ocorre. Existem
varios métodos de processamento que aumentam o stress oxidativo, como: introdugcdo de
oxigénio, através de operacbes de moagem, mistura e homogeneizacdo; remocgédo de
antioxidantes naturais, através de medidas de separacao fisica e quimica na refinagédo de 6leo;
destruicdo de antioxidantes endégenos, através de inativacdo por calor; aumento de fatores
pro-oxidantes, como exposi¢éo a luz com formacéo de oxigénio singleto e tratamentos térmicos
que libertam metais de transicdo ligados a proteinas; e incorporacdo de acidos gordos

insaturados nos alimentos (Elias et al., 2008).

Os antioxidantes sdo assim necessarios para prevenir reacdes oxidativas durante o
processamento e armazenamento dos alimentos. Na indUstria alimentar sdo amplamente
utilizados antioxidantes sintéticos, como o hidroxitolueno butilado (BHT), o hidroxianisol
butilado (BHA) e o galato de propilo (PG). Contudo, o uso destes compostos gera alguma
controvérsia, dado que existem estudos que indicam a presenca de problemas de seguranca

na sua utlizacdo. Com efeito, o BHA tem dado resultados positivos em ensaios de
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cancerigénese e o BHT parece desencadear hemorragias internas e externas em ratos e
porquinhos-da-india, quando usado em elevadas concentracdes (Borneo et al., 2009). A
Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA) estabeleceu doses diarias aceitaveis
para estes aditivos (BHT — 0,25 mg/kg peso corporal/dia; BHA — 1,0 mg/kg peso corporal/dia;
PG - 0,5 mg/kg peso corporal/dia), apos reavaliar a informacgéo contraditéria existente relativa
ao uso destes antioxidantes sintéticos, fazendo notar que € improvavel a exposi¢édo de adultos
e criangas a quantidades superiores as referidas (EFSA,2011; EFSA, 2012; EFSA, 2014).

A existéncia de informagdes contraditdrias relativa ao uso de antioxidantes sintéticos associada
ao crescente interesse dos consumidores relativamente ao consumo de alimentos naturais e
saudaveis, leva a necessidade do uso de antioxidantes provenientes de fontes naturais como
plantas, vegetais, frutas, ervas e especiarias ( Borneo et al., 2009; Sindhi et al., 2013; Shah et
al.2014). Antioxidantes naturais como a vitamina C, tocoferdis, extratos de plantas, como o
rosmaninho e a salvia, e extratos de chd, séo ja comercializados como uma alternativa aos

antioxidantes sintéticos (Samaranayaka & Li-Chan, 2011).

A aplicacdo de antioxidantes nos produtos alimentares podera ser efetuada pela adi¢édo direta
destes compostos sobre os alimentos. No entanto, este procedimento é limitado devido a
presenca de aromas intensos, o que podera representar um problema quando a intensidade do
mesmo exceder o aceitavel pelo consumidor. De modo a solucionar esta limitacéo, a aplicagao
podera ocorrer também através do uso de embalagens ativas, um mecanismo que modifica as
condi¢des do alimento de modo a garantir um aumento do seu tempo de prateleira ou melhorar
as suas propriedades de qualidade e seguranca, ou da encapsulagdo destes compostos em
polimeros biodegradaveis e comestiveis ou em saquetas que irdo permitir uma libertacédo lenta
dos mesmos para a superficie do alimento ou para a sua atmosfera envolvente (Continia et al.,
2011; Costa et al., 2015).

1.4 Atividade antimicrobiana

Atualmente existe uma procura por parte dos consumidores de produtos alimentares seguros e
de elevada qualidade, assim como existe uma grande preocupacdo relativa a crescente
ocorréncia de doencas de origem alimentar originadas por microrganismos patogénicos
(Tajkarimi et al., 2010). Segundo Pesavento et al. (2015), as doencas de origem alimentar sédo
um dos principais problemas de salde publica, associadas a inUmeras complicagées e mortes
em todo o mundo. Estas doengcas também proliferam nos paises industrializados,
principalmente devido aos novos habitos de vida que requerem alimentos prontos-a-comer,
prontos-a-cozinhar ou que necessitam apenas de ser aquecidos. Torna-se assim essencial a
prevencdo, com principal enfoque para a producdo e conservagdo dos alimentos, de modo a

reduzir-se o risco e incidéncia de doencas de origem alimentar.
A inibicdo do crescimento de microrganismos patogénicos e responsaveis pela deterioragdo
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dos alimentos leva ao uso de conservantes quimicos e antimicrobianos artificiais. Contudo, a
procura por produtos alimentares saudaveis aumenta o interesse pelo desenvolvimento de
novos tipos de compostos antimicrobianos eficientes e ndo téxicos, nomeadamente a
preservacdo de alimentos através de compostos antimicrobianos naturais, como extractos de
plantas aromaticas e especiarias (Shan et al., 2007). Um antimicrobiano ideal é aquele que se
encontra disponivel em grandes quantidades como co-produto, e que apresenta o estado
geralmente reconhecido como seguro (“generally recognized as safe” — GRAS), por fazer parte

da dieta humana tipica durante anos (Calo et al., 2015).

Os antimicrobianos sdo utilizados nos alimentos por dois principais motivos: controlo dos
processos naturais de deterioracdo — conservacdo; e prevencdo do crescimento de
microrganismos, nomeadamente os patogénicos — seguranga. Os antimicrobianos naturais,
além de participarem na conservacao e seguranga dos alimentos, reduzem o desenvolvimento
de resisténcias a antibioticos pelos microrganismos patogénicos (Tajkarimi et al., 2010).

Os principais componentes responsaveis pelas propriedades antimicrobianas das plantas
arométicas e especiarias sdo acidos fendlicos, quinonas, saponinas, flavondides, taninos,
cumarinas, terpendides e alcaldides, sendo que variagbes na estrutura e composicéo quimica
destes resulta em diferencas na sua accdo antimicrobiana (Gyawali & Ibrahim, 2014; Makwana
et al., 2015). De um modo geral, existem seis possiveis mecanismos de ac¢do antimicrobiana,
gue incluem: 1) desintegragdo da membrana citoplasmatica; 2) interacdo com proteinas da
membrana (ATPases, entre outras); 3) distirbio da membrana externa das bactérias gram
negativas com libertacdo dos lipopolissacaridos; 4) destabilizacdo da forca motriz de protdes
com perda de ifes; 5) coagulacdo do contetdo celular; e 6) inibicdo da sintese de enzimas
(Aleksic & Knezevic, 2014; Cetin-Karaca & Newman, 2015). De modo a potenciar a ac¢ao
antimicrobiana destes compostos, é frequente a utilizagdo combinada de alguns, de modo a

obter-se um efeito sinérgico com aumento da eficacia dos mesmos (Tajkarimi et al., 2010).

A capacidade antimicrobiana dos compostos fendlicos esta relacionada com a presenca de
grupos hidroxilo nos mesmos, uma vez que estes grupos conseguem interagir com a
membrana celular das bactérias, provocando a inibicdo das propriedades funcionais da célula,
e eventualmente a perda de componentes internos celulares (Gyawali & Ibrahim, 2014). Os
mecanismos de accdo poderao relacionar-se com a capacidade dos compostos fendlicos em:
alterar a permeabilidade das células microbianas; causar danos nas membranas
citoplasmaticas; interferir no sistema de produgdo de energia celular; e interromper a forca

motriz de protdes (Calo et al., 2015).

No entanto, nem todas as bactérias se comportam da mesma forma face aos compostos
antimicrobianos. De um modo geral, as bactérias gram-negativas sdo menos sensiveis a estes
compostos comparativamente as bactérias gram positivas, devido a presenca de
lipopolissacaridos na membrana externa,que restringem a difusdo de compostos hidrofébicos

(Tajkarimi et al., 2010).
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A aplicacdo de compostos antimicrobianos na industria alimentar pode ser realizada através de
diferentes métodos de exposicado, como vaporizacao, contacto directo ou libertacéo lenta pela
embalagem, ou em combinacdo com técnicas de conservacao tradicionais, como refrigeracéo e
embalamento em atmosfera modificada ou vacuo, com o objectivo de inibir a multiplicacdo de
microrganismos patogénicos e da flora responsavel pela deterioragdo dos alimentos (Tajkarimi
et al., 2010; Pesavento et al., 2015).

1.5 Inflamagao

A resposta inflamatéria consiste num sistema inato de respostas celulares e humorais apo6s
lesé@o (por exemplo, exposi¢do a calor ou frio, isquemia, trauma, entre outros), em que 0 corpo

procede a tentativa de restaurar o tecido lesionado para o seu estado inicial (Ward, 2010).

A inflamagdo € caracterizada por: 1) vasodilatagdo dos vasos sanguineos locais, com
consequente afluxo sanguineo excessivo; 2) aumento da permeabilidade dos capilares,
permitindo a saida de grandes quantidades de fluidos para os espacos intersticiais; 3)
coagulacéo recorrente dos fluidos do espacgo intersticial devido a quantidades excessivas de
fibrinogénio e outras proteinas provenientes dos capilares; 4) migracdo de granulécitos e

mondcitos para o tecido; e 5) inchaco das células dos tecidos (Guyton & Hall, 2006).

A resposta inflamatéria pode ser classificada em aguda ou cronica. De um modo geral, a
resposta inflamatéria aguda inicia-se em minutos e termina em horas, enquanto a resposta
inflamatéria crénica pode persistir durante semanas, meses ou anos (Gilroy & Lawrence, 2008).
Nalgumas situagfes, caso a resposta inflamatoria aguda se torne excessiva ou prolongada,

podera levar a les@es relevantes dos tecidos e 6rgdos (Ward, 2010).

1.5.1 Inflamacédo aguda

A resposta inflamatéria aguda é caracterizada por um série de eventos que envolvem: perda de
agua, sais e proteinas do compartimento vascular; ativacdo de células endoteliais; interacées
de adesao entre leucdcitos e o endotélio vascular; recrutamento de leucécitos; ativacao de
macrofagos tecidulares; ativacdo de plaquetas e sua agregacdo; ativagdo dos sistemas do
complemento, coagulacédo e fibrinolitico; e libertacdo de proteases e oxidantes pelas células
fagociticas (Ward, 2010).

A primeira linha de defesa contra infec6es séo os macréfagos tecidulares. Minutos apés o inicio
da inflamacdo, estas células iniciam a sua acdo fagocitica, aumentando o seu tamanho e
tornando-se méveis. De seguida, aproximadamente uma hora apés o inicio da inflamacéo, a
area inflamada é invadida por neutréfilos provenientes da corrente sanguinea. Esta invaséo

deve-se a libertagdo de produtos pelos tecidos inflamados, que iniciam as seguintes reacdes:
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1) alteracdo da superficie interior do endotélio capilar, levando a adesao de neutréfilos nas
paredes capilares da area inflamada — marginacao; 2) formacédo de conexdes intercelulares
entre as células endoteliais dos capilares e vénulas, permitindo a passagem, por diapedese, de
neutréfilos diretamente do sangue para 0s espacos tecidulares; 3) outros produtos da
inflamacéo fazem a quimiotaxia dos neutréfilos para os tecidos lesados. Algumas horas apos a
inflamacdo podera observar-se neutrofilia, ou seja, um aumento do nimero de neutréfilos no

sangue, devido a mobilizacdo dos mesmos na medula 0ssea, por produtos da inflamacéo
(Guyton & Hall, 2006).

Aliada a invaséo dos neutrdfilos, observa-se a entrada de mondcitos, provenientes do sangue,
no tecido inflamado, que se tornam macréfagos, fagocitando uma maior quantidade de
bactérias, particulas de maior tamanho e tecido necrético relativamente aos neutréfilos. Uma
vez que o numero destas células é bastante inferior ao nimero de neutréfilos, circulantes e
armazenados, necessitam de vérios dias para serem eficientes. No entanto, mesmo apés a
chegada ao local alvo, os mondcitos sdo ainda células imaturas, necessitando de
aproximadamente oito horas para aumentarem de tamanho e desenvolverem grandes
quantidades de lisossomas, sendo apenas nesta fase que estas células adquirem as
capacidades de macrofagos fagociticos. A linha de defesa final € o aumento marcante da

producéo de granulécitos e mondcitos pela medula dssea (Guyton & Hall, 2006).

As alteracdes a nivel vascular sdo mediadas por diversos fatores, como o oxido nitrico (NO),
histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos, fator de ativacdo de plaquetas
e substancia P. A marginacdo de neutrofilos € mediada por moléculas de adeséo intracelular
(ICAM-1), moléculas de adesao vascular (VCAM-1), quimiocinas (por exemplo, interleucina IL-
8) e metabolitos gerados pela via do 4cido araquiddnico (AA). A fosfolipase A, (PLA,)
providencia AA como substrato para a ciclooxigenase-2 (COX-2) e 5-lipoxigenase (5-LOX)
formando, respetivamente, uma ampla variedade de prostaglandinas e leucotrienos, iniciando

assim a quimiotaxia e vasodilata¢do (Raso et al., 2001; Gosslau et al., 2011).

A resposta inflamatoéria é ainda mediada pela libertacao de citocinas pro-inflamatérias, como a
interleucina IL-1, fator de necrose tumoral (TNF), interferdo (INF)-y, IL-6, IL-12, IL18 e fator
estimulante de colbénias de granuldcitos-macréfagos. Esta resposta € antagonizada por
citocinas anti-inflamatérias, como o IL-4, IL-10, IL-13, INF-a e factor de crescimento
transformante. O fator nuclear-kB (NF-kB), um fator de transcri¢cdo, regula a expressédo de
varios genes que codificam citocinas pro-inflamatérias, moléculas de adesdo, quimiocinas,

fatores de crescimentos e enzimas como a COX-2 (Mueller et al., 2010).

1.5.2 Inflamagao crénica

A inflamacéo cronica é caracterizada por uma longa duracao, de meses ou anos, causada por

infecBes persistentes, doencas inflamatérias imuno-mediadas, ou exposicdo prolongada a
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reagentes téxicos, resultando em destruicdo severa dos tecidos principalmente por macréfagos

mononucleares (Gosslau et al., 2011).

Os macrdfagos sdo as principais células envolvidas neste tipo de inflamacdo, sendo que
possuem um tempo de vida de varios meses a anos. O principal diferenciador entre estes e os
mondcitos, além do tempo de vida (os mondcitos apresentam tempo de semivida igual a um
dia), € o modo de passagem do endotélio, mediado por moléculas de adesdo (ICAM-1 e
VCAM-1) e quimiocinas (proteina quimiotatica de mondcitos-1 e proteina inflamatéria de

macréfagos-1) (Gosslau et al., 2011).

1.5.2.1 Colite ulcerativa

A colite ulcerativa é uma doenca inflamatoria dos intestinos bastante comum, caracterizada por
inflamacéo severa com producdo anormal de citocinas, aumento da expressdo de moléculas de
adesdo e infiltracdo celular, que levam a apoptose das células epiteliais e danos na mucosa
(Impellizzeri et al., 2014). De um modo geral, esta inflamacao inicia-se no reto e estende-se
proximalmente ao longo do célon (Ordas et al., 2012). Os principais sintomas desta patologia

incluem diarreia, sangramento retal e célicas abdominais (Ho et al., 2007).

O diagnoéstico da colite ulcerativa baseia-se principalmente em sintomas clinicos, com
confirmagéo através de exames endoscopicos e histolégicos. Do ponto de vista endoscopico, a
inflamacéo é caracteristicamente confluente, com aumento da granularidade e aparéncia
hemorragica. Numa fase inicial, observa-se uma subtil perda de padrdes vasculares com
hiperemia e edema da mucosa. Com o avancar da inflamacdo, a mucosa torna-se granular
com presenga de mucopus e sangramento por contacto. Em casos extremamente avan¢ados,
podera observar-se ulceracdo profunda. Os principais fatores criticos que influenciam o
diagndstico, e subsequente gestédo desta patologia, sdo a extensdo e a gravidade da mesma.
Histologicamente, a colite ulcerativa é caracterizada pela presenca de um processo inflamatorio
agudo, associado com a destruicdo de células da mucosa, principalmente células epiteliais, e
pela perda de criptas (atrofia) e da sua arquitetura. Neste ambito, existem duas caracteristicas
fundamentais para o diagnoéstico desta patologia: cronicidade e distribuicdo da doenca (Ho et

al., 2007).

Segundo Ho et al. (2007), estudos em animais e humanos sugerem que factores ambientais
apresentam uma maior importancia, relativamente a factores genéticos, no desenvolvimento da
inflamacéo intestinal da colite ulcerativa. O fumo de tabaco e a apendicectomia s&o os dois
factores que apresentam efeito protector relativamente a esta condicdo. O stress oxidativo
representa também um importante papel na patogénese desta patologia. Embora antioxidantes
enddgenos, como a superoxido dismutase, glutationa e catalase, sejam normalmente capazes
de neutralizar o stress oxidativo na mucosa intestinal, a inflamag&o provoca um aumento da

necessidade destes antioxidantes, causando um desequilibrio entre pro-oxidantes e
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antioxidantes com consequente dano da mucosa (Impellizzeri et al., 2014).

1.5.2.1.1 Fisiopatologia

A barreira epitelial, coberta por uma camada mucinosa, representa a primeira linha de defesa
do sistema imune mucoso. Na colite ulcerativa, ha uma diminuicdo da sintese e alteracdo da
sulfatacdo de mucinas, e aumento da permeabilidade devido a danos na barreira epitelial,
possivelmente devido a problemas na regulagéo de juncdes apertadas. Esta perda de barreira
permite 0 aumento da absorcdo de antigénios luminais (Ordas et al., 2012).

Os antigénios activam o sistema imune inato, através de macréfagos e células dendriticas, que
fazem o reconhecimento de bactérias comensais e outros antigénios no lumen, através de
receptores de reconhecimento de padrdes moleculares (TLR), cujo principal objectivo é
providenciar defesas contra patogénicos e prote¢do contra danos epiteliais, contribuindo assim
para a homeostase intestinal e manutencdo da barreira epitelial. A activacdo dos TLR activa
respostas imunes adaptativas e inata, com consequente activagdo do NF-kB e outros fatores de
transcricdo importantes para a ativacdo da cascada inflamatéria. A activagdo do NF-kB
estimula a transcricdo de genes pro-inflamatorios, resultando num aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-12, 23, 6, e 1B) (Ordas et al., 2012).

Apb6s processamento dos antigénios, os macrofagos e células dendriticas apresentam-nos a
células-T CD4 naive, promovendo a sua diferenciagdo em células-T helper 2 (Th2) effector,
caracterizadas pela producdo de IL-4. A colite ulcerativa estd associada com uma resposta
atipica das células-Th2 mediada por células-T natural killer, que produzem IL-13. Esta
interleucina tem sido associada a disrup¢cdo da barreira celular epitelial, devido as suas
propriedades citotoxicas, incluindo inducdo da apoptose e alteracdo da composi¢cdo proteica
das juncOes apertadas. A IL-13 e células-T natural killer sdo importantes na patogénese desta
patologia, dado que o blogueio da interleucina e deplecdo das células T pode impedir o

desenvolvimento de colite (Ordas et al., 2012).

Células T circulantes portadoras de integrina-a4f7 ligam-se a células endoteliais da
microvasculatura através da molécula de ades&o celular de adressina vascular mucosal-1
(MadCAM-1), cuja expressdo é aumentada no intestino inflamado, levando a adeséo e
extravasamento de células T especificas para os tecidos. A sobre-regulagdo de quimioquinas
inflamatérias, tais CXCL1, CXCL3, e CXCLS8, leva ao recrutamento de leucdcitos circulantes,

perpetuando o ciclo de inflamacéo.
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1.6 Enquadramento e objetivos do trabalho

Inimeros estudos demonstraram a associacao entre a tipica dieta ocidental, rica em amidos
refinados, aguUcares, acidos gordos saturados e gorduras trans, e pobre em fruta, vegetais, fibra
e acidos gordos 6mega-3, e uma tendéncia para desordens relacionadas com situacbes de
stress oxidativo, processos inflamatorias e doencas relacionadas, como artrite e doencas
cardiovasculares. Por sua vez, uma dieta rica em frutas e vegetais estd negativamente
correlacionada com inUmeras patologias associadas a estas situacdes oxidativas e/ou
inflamatérias (Rubidé et al.,, 2013). Um dos exemplos deste tipo de alimentacdo é a Dieta
Mediterrénica, caracterizada pelo elevado consumo de alimentos de origem vegetal,
nomeadamente pdo, massas, arroz, hortalicas, legumes, fruta fresca e frutos oleaginosos;
consumo moderado de pescado, aves, lacticinios e ovos; consumo de pequenas quantidades
de carnes vermelhas; utilizacdo de azeite como principal fonte de gordura; e ingestédo
moderada de vinho tinto, geralmente durante as refeicfes. Esta dieta caracteriza-se pelo seu
baixo teor em acidos gordos saturados, elevado teor em acidos gordos monoinsaturados,
assim como de glacidos complexos, fibra alimentar e compostos antioxidantes (Fundacion

Dieta Mediterranea).

Conforme ja anteriormente referido a associagdo entre danos oxidativos e processos
inflamatérios & considerada importante no desenvolvimento de inUmeras situagbes, como
doencgas cardiovasculares, doencas inflamatdrias, tumores e envelhecimento. O uso de plantas
e seus derivados é utilizado mundialmente em diversas culturas, desde os tempos primitivos,
no tratamento de processos inflamatérios, sendo que a atividade anti-inflamatéria de diversos
extratos de plantas esta cientificamente demonstrada (Mueller et al., 2010). Os compostos
fendlicos, naturalmente presentes nas plantas, apresentam atividade antioxidante e atividade
anti-inflamatoria, devido a inUmeros mecanismos, nomeadamente: inibicdo das enzimas COX-2
e LOX; diminuicdo das ROS; modulacao de vias de sinalizag¢éo; regulacdo negativa do NF-«kB e
da secrecao de citocinas pro-inflamatoérias (Mueller et al., 2010; Impellizzeri et al., 2014). Uma
dieta rica nestes compostos pode, assim, apresentar um impacte benéfico em diversas
patologias relacionadas com as situa¢des de stress oxidativo e/ou inflama¢&@o (Jungbauer &
Medjakovic, 2012), pelo que o uso de plantas aroméaticas e de especiarias, utilizadas na Dieta
Mediterrénica, como fonte de compostos bioativos no combate a estes processos requer
interesse (Rubio et al., 2013).

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi o de avaliar as propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatdrias de extratos de trés plantas arométicas comummente
utiizadas na Dieta Mediterranica: a segurelha, a salsa e 0s coentros, comparando as
atividades exercidas com os respetivos conteidos em compostos fendlicos. Para atingir este

objetivo geral o trabalho foi estruturado nas seguintes etapas:

1. Preparagéo de extratos das trés plantas aromaticas frescas (tal como sdo consumidas) e sua

caracterizacdo quanto ao teor em compostos fendlicos totais e em flavonoides totais;
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2. Avaliacdo das propriedades antioxidantes desses extratos. Nao havendo nenhum método
padrdo validado que possa avaliar todos os possiveis mecanismos de atividade antioxidante,
esta foi avaliada através da conjugacdo de diversos dos métodos existentes, que detetam
diferentes endpoints: capacidade de reducéo do cobre; capacidade de reducédo do ferro e

capacidade de sequestro dos radicais anido superoxido e 2,2'-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
3. Avaliagdo do efeito antimicrobiano contra bactérias gram-negativas e gram-positivas;

4. Avaliacdo das propriedades anti-inflamatérias in vivo no modelo de edema da pata do rato
induzido pela carragenina (modelo de inflamacdo aguda) e no modelo de colite ulcerativa do
ratinho induzida pelo acido sulfénico trinitrobenzeno (modelo de inflamacéo crénica).
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2 Materiais e métodos

2.1 Caracterizacao dos extratos de plantas aromaticas

Na realizagcdo deste trabalho foram analisados extratos de trés plantas aroméaticas: coentros
(Coriandrum sativum L.), salsa (Petroselinum crispum) e segurelha (Satureja Hortensis L.). As

amostras utilizadas foram adquiridas comercialmente em supermercados.
2.2 Materiais

2.2.1 Ensaios in-vitro
2.2.1.1 Reagentes e meios de cultura

Na realizagdo dos ensaios in-vitro foram utilizados os seguintes reagentes e meios de cultura:
acetato de amonio (Riedel-de Haén, 98%), acetato de sédio trihidratado (Panreac, 99%), acido
acético (Panreac, 99%), acido ascérbico (Panreac, 99%), acido cloridrico (Panreac, 37%),
acido galico (Merck, 99,5%), alcool etilico (Riedel-de Haén, 99%), ampicilina (Sigma-Aldrich),
azul de nitrotetrazélio (NBT2+) (Sigma), carbonato de sddio (Panreac, 99%), (+)-catequina
monohidratada (Sigma > 96%), cloreto de cobre (ll) 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%), dinucledtido de nicotinamida e adenina na forma reduzida (NADH) (Sigma, 97%),
hidrogenofosfato de dipotdssio (BDH Chemicals Lda, 97,5%), hidréxido de sédio (Merck, 99%),
meio de cultura Mueller-Hinton Agar (MHA — Becton Dickinson), meticilina (Sigma-Aldrich),
metossulfato de fenazina (PMS) (Sigma,90%), neocuproina (Sigma), nitrito de sédio (Merck,
99%), reagente de Folin-Ciocalteau (Merck), sulfato ferroso heptahidratado (Riedel-de Haén,
99%), tetraciclina (Sigma-Aldrich), tripiriditriazina (TPTZ) (Fluka, 99%) e vancomicina (Sigma-
Aldrich). Na preparacéo de todas as soluces, diluicbes e meios de cultura utilizou-se sempre
agua ultrapura, captada a partir de um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore, Molsheim,

Franca).

2.2.2 Ensaios in-vivo
2.2.2.1 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 Manutengcdo da Faculdade de
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Farmécia da Universidade de Lisboa, a temperatura de 25 °C e com ciclos de luz diarios de 14
horas, com uma dieta de manutencéo 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).

2.2.2.2 Reagentes e solucbes

Na realizacdo dos ensaios in vivo foram utilizados os seguintes reagentes e solucdes: acido
sulfénico trinitrobenzeno (TNBS); carragenina-A (Sigma-Aldrich); cetamina (Bio2 Produtos
Veterinarios); cloreto de sodio 0,1% (Merck); etanol a 50% (Merck); formol (Merck);
indometacina (Sigma-Aldrich); solucao fisiolégica estéril (B.Braun); triton X-100; tempol (Sigma-

Aldrich); trolox (Sigma-Aldrich); xilazina (Bio2 Produtos Veterinarios).

2.3 Métodos

2.3.1 Preparacgao dos extratos de plantas arométicas

As plantas foram lavadas com agua corrente e deixadas a secar ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente. Depois de secas as plantas foram cortadas finamente. A preparacao
dos extratos baseou-se no procedimento descrito por Mauricio (2014). Assim, os extratos de
coentros, salsa e segurelha foram preparados adicionando 100 mL de etanol 70% a cada 20 g
da planta aromatica, sendo as extracOes realizadas sob agitacdo magnética, ao abrigo da luz,
durante 24 horas. Findo o tempo, os extratos foram filtrados a vacuo através de papel de filtro,
e o filtrado foi lavado com etanol 70%, numa propor¢cdo de 30 mL deste para cada 100 mL de
extrato. De forma a eliminar o etanol presente nos extratos, os mesmos foram evaporados com
recurso ao rotavapor (Heidolph LABOROTA 4001) a 40 °C, centrifugados 15 minutos a 4°C,
tendo o sobrenadante sido separado em aliquotas de 1 mL e congeladas a -50 °C até utilizacao

nas determinac¢des seguintes.

2.3.2 Determinag¢do da humidade das plantas arométicas

A determinacdo da humidade foi efetuada utilizando a metodologia descrita em AOAC (1990).
Assim, a percentagem de humidade para cada uma das amostras em andlise foi efetuada por
gravimetria, ap6s secagem em estufa (WTC Binder) a 103 + 2 °C, até se atingir peso

constante. Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

26



2.3.3 Determinacao dos fendis totais pelo Método Folin-Ciocalteau

O método de Folin-Ciocalteau foi originalmente desenvolvido em 1927, a partir de reagentes
quimicos usados para analises de tirosina, na qual a oxidacdo de fendis pelo reagente
molibdotungstato origina um produto corado com um maximo de absorcdo a um comprimento
de onda (A) entre os 745 e os 750 nm. Este € um método simples, sensivel e preciso, contudo,
ao ser realizado a pH acido esta reacdo era lenta e pouco especifica (Prior, Wu, & Schaich,
2005). Singleton e Rossi melhoraram o método com o uso do reagente heteropolianido
molibdotungnesteniofosférico, capaz de reduzir fendis de um modo mais especifico, a um A
maximo de 765 nm, assim como implementaram uma série de passos e condicdes obrigatérias,
de modo a obterem-se resultados fiaveis e previsiveis, minimizando a variabilidade e

eliminando resultados erréticos (Singleton et al., 1999; Prior et al., 2005).

O método de Folin-Ciocalteau consiste na redugdo, a pH alcalino, do heteropolianido
molibdotungnesteniofosférico do reagente de Folin-Ciocalteau pelos compostos fenélicos (sob
a forma de ido fenolato) da amostra. Esta reacéo origina um produto de colora¢do azul com um
maximo de absorcdo a 765 nm, sendo a sua intensidade proporcional ao teor em compostos
fendlicos presentes na amostra. No entanto, este método pode sofrer interferéncias de outros
componentes da amostra que possam igualmente reagir com o reagente de Folin-Ciocalteau,
como, aclcares, aminas aromaticas ou &cido ascorbico, entre outros (Singleton et al., 1999;
Prior et al., 2005).

Para a determinacé@o dos compostos fendlicos totais utilizou-se o método descrito por Kosar et
al. (2008). Para execucdo deste método colocou-se em tubos de ensaio 3 mL de &gua
ultrapura, um determinado volume das amostras ou suas diluicdes, 250 uL de reagente Folin-
Ciocalteau, e aguardou-se um minuto a temperatura ambiente. De seguida, adicionou-se 750
ML de solugédo de carbonato de sédio 20 % (peso/volume), perfazendo-se o volume a 5 mL com
agua ultrapura. As amostras foram incubadas durante 2 horas, a 25 °C e no escuro. Terminado
este tempo foi possivel observar o aparecimento de uma coloragéo azul. Procedeu-se entéo a
medicdo da absorvancia das amostras num espectrofotometro (SPEKOL 1500) a 765 nm,

contra um branco preparado da mesma forma mas substituindo a amostra por agua.

Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo a concentracdo em fendis sido
determinada por interpolacdo de uma recta de calibracdo, preparada de forma igual as
amostras, mas substituindo estas por solucfes de acido galico com concentracdes entre os 50
e 0s 500 mg/L. Os resultados obtidos foram expressos em mg de equivalentes de acido galico
(EAG).
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2.3.4 Quantificacdo dos Flavonoides Totais

A quantificacdo dos flavonoides totais foi realizada de acordo com o método descrito por Barros
et al. (2010), com pequenas adaptacdes. Assim, em tubos de ensaio colocaram-se 1 mL de
agua ultrapura, 250 yL de amostra ou suas diluicbes e 75 L de solugéo de nitrito de sédio 5%
(pesol/volume), aguardando-se 6 minutos. Em seguida adicionaram-se 75 pL de solugdo de
cloreto de aluminio 10% (peso/volume), aguardando-se mais 6 minutos. Por fim, adicionaram-
se 1 mL de solugao de hidroxido de sédio 4% (peso/volume) e 100 uL de agua ultrapura. Apos
uma incubagédo 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 concentracéo em
flavonoides sido determinada por interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada da forma
ja descrita para as amostras mas substituindo as amostras por solu¢cdes de catequina com
concentracdes finais entre os 15,6 e os 750 pM, tendo os resultados sido expressos em mmol

de equivalentes de catequina.

2.3.5 Determinacdo da atividade antioxidante dos diferentes extratos de plantas

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

O ensaio FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power) foi originalmente desenvolvido por Benzie
e Strain (1996) para determinar a capacidade redutora do plasma, tendo sido posteriormente
adaptado para outro tipo de amostras (Prior et al., 2005). Este método consiste na
determinacdo da capacidade da amostra para reduzir o Fe(lll) a Fe(ll). Quando o Fe(lll) do
complexo de Fe(lll)-tripiriditriazina (Fe3+-TPTZ) € reduzido a Fe(ll) forma-se, em meio acido,
uma intensa coloracéo azul (Figura 2.1) passivel de ser quantificada espectrofotometricamente
a 593 nm e que é proporcional a quantidade de espécies redutoras presentes na amostra
(Benzie & Strain, 1996). O referido ensaio é simples rapido, pouco dispendioso e robusto,
podendo ser realizado com o auxilio de métodos manuais, semiautomaticos ou automaticos
(Prior et al., 2005).
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Figura 2.1 - Formagao do complexo (Fe**-TPTZ) apés reducéo do Fe** por um antioxidante
(adaptado de Prior et al., 2005).

O ensaio FRAP realizou-se de acordo com o método descrito por Benzie (1996) com as
modifica¢cdes de Ramful (2010). Assim, num tubo de ensaio adicionou-se 100 pL de cada uma
das amostras ou suas diluigdes, 300 uL de agua ultrapura e 3 mL de reagente FRAP (Tabela

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

Tabela 2.1- Composicéo do reagente FRAP

Reagentes Quantidade
Tampé&o acetato 0,25 M pH 3,6 25 mL
TPTZ 10 mM em HCI 40 mM 2,5mL
FeCl3.6H,0 20 mM 2,5 mL

Os tubos foram incubados 4 minutos a 37 °C. Apés a incubacdo foi possivel visualizar o
aparecimento de uma coloracéo azul, que foi quantificada por leitura da absorvancia a 593 nm
num espectrofotdmetro (SPEKOL 1500) utilizando como branco a absorvancia do reagente
FRAP (Tabela 2.1).

As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a atividade antioxidante sido determinada
por interpolacdo de uma recta de calibragdo, preparada da forma ja descrita mas substituindo
as amostras por solucdes de sulfato ferroso com concentragfes entre os 0 e os 1,25 mM. Os

resultados foram expressos em mmol de Fe**

2.3.5.2 Determinacédo da reducéo do Cu(ll) pelo ensaio CUPRAC

O método CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) consiste na reducéo do Cu(ll)
para Cu(l) por acdo de redutores (antioxidantes) presentes numa amostra. A forma reduzida do

complexo Cu-neocuproina (Cu(l)-neocuproina) apresenta uma coloragdo intensa com um
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maximo de absor¢cdo a 450 nm. Assim, a reducdo da forma oxidada deste complexo (Cu(ll)-
neocuproina) pelos compostos da amostra pode ser determinada espectrofotometricamente
através da leitura da absorvancia a 450 nm (Figura 2.2). Este € um método rapido, nao
necessitando de aparelhos sofisticados, sendo a reacédo relativamente insensivel ao ar, luz,
humidade ou pH (Apak et al., 2004).

antioxidant

oxidant

Figura 2.2 — Redugéo do Cu(ll) para Cu(l) por accao de antioxidantes

A realizag&o do ensaio CUPRAC foi efetuada de acordo com o método descrito por Apak et al.
(2004) com algumas adaptagdes. Assim, num tubo de ensaio juntou-se 1 mL de cada uma das
seguintes solucdes: cloreto de cobre (II) bihidratado 10 mM, acetato de aménio 1 M,
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 agua em vez da amostra.

As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a atividade antioxidante sido determinada
por interpolacéo de uma recta de calibragdo, preparada da forma ja descrita mas substituindo
as amostras por 1,1 mL de solu¢Bes padréo de 4cido ascérbico com concentragbes entre 12,5

e 250 pM. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido ascérbico (EAA).

2.35.3 Determinac&o da capacidade de sequestro do radical DPPH’

O ensaio da capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH’) foi
desenvolvido por Blois em 1958, sendo que, atualmente o DPPH’ é um dos poucos radicais de
azoto organico estaveis e disponiveis comercialmente (Prior et al., 2005; Kedare & Singh,
2011). Esta determinagdo baseia-se na medicdo da capacidade redutora dos antioxidantes
relativamente ao DPPH’, sendo que o radical vai desaparecendo, a medida que recebe um
atomo de hidrogénio dos antioxidantes, dando lugar a hidrazina correspondente, passando a
cor de puarpura para amarelo (Figura 2.3). Desta forma, a atividade antioxidante pode ser
determinada através da avaliacdo da diminuicdo da absorcdo do DPPH’ a 517 nm. A
percentagem final de DPPH’ é proporcional & concentragdo de antioxidantes (Prior et al., 2005;
Huang et al., 2005; Kedare & Singh, 2011).
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Figura 2.3 — Desativagdo do DPPH’ pelos antioxidantes

Este € um método rapido, simples, pouco dispendioso e amplamente usado para avaliar a

atividade antioxidante de alimentos (Kedare & Singh, 2011).

Este ensaio foi efetuado de acordo com o método descrito por Miceli et al. (2009) com
pequenas adaptagdes. Assim, 500 yL de diversas diluigdes dos extratos foram misturados com
3 mL de uma solugdo de DPPH" (24mg/L em etanol). As misturas foram agitadas no vortex e
incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente, e no escuro, procedendo-se entdo a
medicéo da absorvancia a 517 nm. Todas as amostras foram analisadas em triplicado, no
espectrofotometro (SPEKOL 1500).

A percentagem de inibicdo da redugdo do DPPH’ de cada uma das concentragfes das

amostras foi calculada utilizando a seguinte expressao:
[(Abssem amostra ~ AbSCOm amostra /Abssem amostra)] X 100

A capacidade de sequestro do radical DPPH’ das amostras foi expressa mg de equivalentes de
acido ascorbico, ap6s interpolagdo de uma reta de calibracdo, preparada da forma ja descrita
mas substituindo as amostras por solu¢cbes de acido ascoérbico com concentracBes entre os
0,0044 e 0,035 mg/mL.

2354 Determinacédo da capacidade de sequestro do radical anido superdxido

detetada pela diminuicdo da formacao de formazano

O azul de nitrotetrazélio (NBT2+) reage com o radical anido superoxido (O,") dando origem a
um diformazano que possui um maximo de absor¢do a 560 nm (Figura 2.4). Desta forma se a
mistura de reacdo se adicionar um composto com capacidade para captar o O," passardo a
existir no meio reacional dois compostos a competir pelo radical anido superoxido, o que se
traduz por uma diminuicdo da extensdo da reducdo do NBT?*, com uma consequente
diminuicdo da taxa de aumento da absorvancia a 560 nm (Nakamura et al., 1992; Valentdo et
al., 2001)
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Neste ensaio, o radical anido superoxido foi gerado pelo sistema metossulfato de fenazina
(PMS) e NADH, em que, o PMS apo6s ser reduzido pelo NADH reage com o oxigénio
produzindo o radical anido superoxido (Nakamura et al., 1992). Tendo em conta que o radical
anido superoéxido 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).

NBT Fomazan

Figura 2.4 — Reacdo do NBT?" com o radical anido superéxido (O,*) dando origem a um diformazano

A capacidade das amostras para sequestrar o radical anido superodxido foi avaliada de
acordo com o método descrito por Valentdo et al. (2001) com pequenas adaptacdes. Assim,
em cuvetes do espectrofotémetro adicionaram-se diferentes volumes de amostras ou suas
diluicbes, de forma a testar diferentes concentracdes, e completou-se com agua até 200 pL.
Em seguida adicionaram-se 300 yL de NADH 1,66 mM em tampéao fosfato (19 mM, pH 7.,4),
300 uL de NBT?* 430 UM em tampéo fosfato (19 mM, pH 7,4) e por fim tampé&o fosfato (19 mM,
pH 7,4) para completar a 2 950 pL. A reacéo iniciou-se com a adi¢gdo de 50 uyL de PMS 162 yM
em tampaéo fosfato (19 mM, pH 7,4) tendo-se acompanhado a variacdo da absorvancia a 560
nm, durante dois minutos a temperatura ambiente e, posteriormente, determinado o declive
dessa variagdo. Realizou-se, igualmente, um ensaio controlo substituindo a amostra por igual
volume de solvente da amostra (agua). As determinagdes foram realizadas em triplicado, no
espectrofotometro (SPEKOL 1500). A percentagem de inibicdo da reducéo do NBT?* de cada
uma das concentracdes das amostras foi calculada em relagdo ao controlo utilizando a

seguinte expressao:

%Inibicdo = [(Declive médiogonol — Declive médiomestra)/(Declive médiogontoin)] X 100

A capacidade de sequestro do radical anido superoxido das amostras foi expressa em pmol de
equivalentes de acido galico, apés interpolacdo de uma reta de calibragdo, preparada da forma
ja descrita mas substituindo as amostras por solu¢des de acido galico com concentragdes entre
0s 3,9 e 0s 78,9 uM.
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2.3.6 Determinacao da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos de plantas

aromaticas

A atividade antimicrobiana foi estudada testando a sensibilidade aos extratos dos seguintes
microrganismos: Staphylococcus aureus (ATCC6538) (bactéria gram-positiva); Escherichia coli
(ATCC8739) (bactéria gram-negativa) e Candida albicans (ATCC10231) (levedura). Todas as

estirpes foram gentilmente cedidas pela Doutora Elisabete Mauricio (Elisa Camara, Lda)

O procedimento seguido foi baseado no descrito em Mauricio (2014). Assim, a suspensao dos
microrganismos para o0s ensaios foi preparada transferindo-se diversas col6nias, com
crescimento entre 18-24 horas, bem isoladas, do meio Muller Hinton Agar (MHA) para um tubo
contendo 10 mL de meio salino (0,85% NaCl), de modo a obter uma turbidez 6tica comparavel
a da solugéo padrdo 0,5 na escala McFarland. Esta suspensdéo inicial foi diluida 10 vezes,
tendo-se entdo plaqueado 1000 pL desta suspensdo por incorporagdo em meio Muller Hinton
Agar. Ap6s completa solidificacdo do meio, efetuaram-se pog¢os equidistantes de 6 mm de
didmetro com o auxilio de um tubo de vidro estéril, tendo as diversas amostras sido
introduzidas nesses pocos. As placas foram depois colocadas durante 2 horas a 4°C para
difusdo completa dos extratos 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 inibicdo obtidos.

A par das amostras, foram também determinadas as atividades antimicrobianas de antibiéticos
conhecidos, de modo servirem como controlos positivos. A suspensdo dos microrganismos foi
preparada transferindo-se diversas col6nias, com crescimento entre 18-24 horas, bem isoladas,
do meio MHA para um tubo contendo 10 mL de meio salino (0,85% NaCl), de modo a obter
uma turbidez Otica comparavel a da solugdo padrdo 0,5 na escala McFarland. A suspensao
assim obtida foi distribuida uniformemente pela superficie de uma placa MHA com recurso a
uma zaragatoa estéril. Com o auxilio de uma pinca estéril colocaram-se na superficie da placa
discos esterilizados de papel de filtro com 6 mm de didametro (Roth), nos quais foram
posteriormente aplicados 10 microlitros das respetivas solu¢des de antibiético preparadas em
agua estéril (ampicilina 1 pg/pL; meticilina 1 pg/uL; tetraciclina 3 pg/yL e vancomicina 3 pg/pL).
As placas foram colocadas durante 2 horas a 4°C para difusédo completa dos antibi6ticos 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 antibidticos.
2.3.7 Determinacgao da acéo anti-inflamat6ria do extrato de segurelha — ensaios in vivo
2.3.7.1 Modelo de edema da pata induzido pela carragenina

A carragenina € um polissacarideo extraido de algas marinhas vermelhas (Hui, 2006) e a sua

administracdo desencadeia um estimulo quimiotatico que culmina na infiltracdo de neutréfilos e
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macréfagos no local da inflamacdo desencadeando, consequentemente, um processo
inflamatério local. Os neutréfilos e macrofagos ativados produzem o radical anido superoxido
através da reacdo catalisada pela NADPH oxidase. A producdo deste radical livre entédo
aumenta a expressao da enzima superoxido dismutase (SOD), que desta forma é ativada e
catalisa a sua dismutacdo em peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Através da reacao
de Fenton, o perdxido de hidrogénio formado pode originar o radical hidroxilo. Segue-se entédo
uma amplificacdo desta resposta, com libertagdo de outras moléculas como IL-6, o TNF-a, IL-
1B, 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 inflamacao.

Os animais foram identificados, pesados e aleatoriamente divididos em seis grupos, como

descrito na tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Caraterizagdo dos grupos em estudo

N°de animais  Administracéo

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

Numa primeira fase, administrou-se com sonda intra-gastrica extrato de segurelha (15 mg de
fendis/kg de peso corporal), indometacina, trolox, tempol e 4gua desionizada aos respetivos
grupos. As patas dos animais foram marcadas e apés 30 minutos injetaram-se na planta da
pata 100 uL de uma solugéo de 1% de carragenina-A em soro fisioldgico, de modo a induzir-se
0 edema na pata nos grupos carragenina e segurelha. Cada animal foi marcado com tinta
(resistente a 4gua) na articulagdo da pata esquerda ou de ambas, no caso do tamanho das
patas ser diferente, ao nivel do maléolo (eminéncia 6ssea do tornozelo), procedendo-se em
seguida a medicdo do volume das patas. Ao momento da administracdo da carragenina
atribuiu-se o tempo zero (t=0h), procedendo-se imediatamente a medicdo do volume da pata
esquerda, repetindo-se esta medi¢édo 3 e 6 horas depois, dando, entdo, por terminado o ensaio
(t=6h).

Todas as medi¢cbes do volume da pata foram efetuadas num pletismometro (Digital
Plethysmometer LE7500 — Letica Scientific Instruments). A pata foi imersa numa solucéo
detergente [solucéo de Triton X-100 a 0,15% (v/v) e cloreto de sddio 0,1% (m/v)] contida num

vaso pertencente a um sistema de dois vasos comunicantes (Figura 2.5). Ao imergir a pata fez-
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se coincidir a marcagédo desta com a marcacao existente no vaso. A variacdo do volume por

imersao da pata é indicada diretamente pelo aparelho.

Figura 2.5 — A: Pletism6metro; B: Medi¢&o do volume da pata

Os resultados obtidos foram expressos em percentagem do aumento do volume da pata
relativamente ao volume inicial da pata. A formula utilizada para calcular essa percentagem foi:
% = [(V-Vo)/Vg] * 100, onde V corresponde ao volume da pata no final dos ensaios e V, 0

volume da pata inicialmente.

2.3.7.2 Modelo da colite ulcerativa

O acido sulfénico trinitrobenzeno (TNBS) promove uma inducdo quimica da colite, por
instilacé@o intra-rectal, resultando em inflamacg&o aguda com Ulceras 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 ativacéo de
macréfagos e células T. O TNBS foi diluido em etanol (EtOH), de modo a facilitar a disrupcéo
da barreira mucosa (Morris et al., 1989; Ishiguro et al., 2010; Mateus et al., 2013).

Os animais, ratinhos, foram identificados, pesados e aleatoriamente divididos em quatro

grupos, como descrito na tabela 2.3.
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Tabela 2.3 — Caraterizagao dos grupos em estudo

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+segurelha 8 TNBS + EtOH 50% Extrato de segurelha

A colite foi induzida através do uso de uma baixa dose de &cido sulfonico trinitrobenzeno
(TNBS), como descrito por Mandalari et al. (2011). Apés anestesia dos animais por via intra-
peritoneal, com uma solucdo de cetamina e xilazina, na propor¢édo 2:1 (20 pL), foi administrado
TNBS (100 pL, 50% etanol) por via intracolonica em dose Unica, através da insercdo de um
cateter 4,5 cm proximalmente ao anus. Apds este procedimento, os animais foram mantidos na
posicéo de Trendelenburg durante 15 minutos, de modo a evitar refluxo. Durante quatro dias,

0s animais receberam uma dose de extracto por via oral (15 mg de fendis/kg de peso corporal).

No quarto dia, os animais foram pesados e anestesiados, retirou-se sangue por puncdo
cardiaca e os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. O abdémen foi aberto por
uma incisdo na linha média. O colon foi removido, liberto dos tecidos adjacentes, aberto ao
longo da borda antimesentérica, lavado e pesado. De seguida, foi observado por microscopio
cirdrgico de bancada (Zeiss OPMI) para avaliacdo das lesBes. A consisténcia das fezes foi

também avaliada apds o sacrificio do animal.

2.3.8 Andlise 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 niumero de animais em estudo — foram estudados através de uma analise de
variancia ANOVA de uma entrada, seguida de um pos-teste de Bonferroni para comparagoes
multiplas utilizando o software Graph Pad Prism Statistical Package (versao 5.0). As diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas para um valor de P<0,05.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Determinacao da percentagem de humidade das plantas aromaticas

Neste trabalho optou-se por realizar os extratos com as plantas tal como sdo utilizadas na
alimentacéo, ou seja, optou-se pela utilizacdo das plantas frescas. Esta opcao prendeu-se com
o facto dos processos enzimaticos e quimicos que ocorrem durante a secagem poderem levar
a oxidacbes e, outras alteracdes significativas da composicdo fitoquimica das plantas em
andlise (Capecka et al., 2005). Deste modo, a avaliacdo das plantas aromaticas frescas, ao
invés de secas, permite uma determinacdo mais real da sua aplicabilidade como alimento de

elevada qualidade, com beneficios para a satde humana.

A percentagem de humidade das trés plantas em analise encontra-se na tabela 3.1. A
segurelha apresentou um teor em humidade estatisticamente inferior quer ao da salsa quer ao
dos coentros. Entre a salsa e os coentros ndo se verificaram diferengas estatisticamente
significativas na percentagem em humidade. As diferencas observadas no teor em humidade
resultam de diferencas na constituicdo das proprias plantas e foram percetiveis durante a sua

manipulagéo.

Tabela 3.1 — Percentagem de humidade das diferentes amostras

Amostra Humidade (Percentagem)

Coentros 87,367 + 0,420
Salsa 84,404% + 1,310

Segurelha 74,319° + 1,153

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

3.2 Determinagao dos fendis totais pelo método Folin-Ciocalteau

Os compostos fendlicos totais dos diversos 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 nas diferentes amostras

. Compostos fendlicos Compostos fendlicos
Compostos fendlicos

) totais (mg eq. totais (mg eq.
Amostra totais (mg eq. o o
o ac.galico/g peso fresco  ac.galico/g peso seco
ac.galicol/l)
de planta) de planta)
Coentros 433,817° +2,772 0,937° + 0,006 7,421° £ 0,047
Salsa 353,630° + 11,334 0,705° + 0,023 4,520°+ 0,145
Segurelha 3028,131% + 55,197 6,641%+ 0,121 25,860°% + 0,471

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

Através da andlise da tabela 3.2 é possivel verificar a existéncia de uma variagdo significativa
no teor em compostos fendlicos totais entre os diferentes extratos de plantas aromaticas, com
os valores a variarem entre os 353,630 e os 3028,131 mg de equivalentes de acido galico por
litro de extrato. O extrato de salsa foi aquele que apresentou o valor mais baixo, seguido do de
coentros, e finalmente, do de segurelha que foi aquele que apresentou o teor mais elevado em
compostos fendlicos totais, sendo que todos os valores foram significativamente diferentes
(teste t com P<0,05). Quando se analisa o teor em fendis por grama de peso fresco ou por
grama de peso seco de planta utilizada na preparacdo do extrato, os valores continuam a ser
todos estatisticamente diferentes, mantendo-se a mesma ordem, ou seja, a salsa continua a
ser a planta que apresentou o valor mais baixo e a segurelha o valor mais elevado. Contudo,
quando os valores de compostos fendlicos totais sdo expressos por grama de peso seco de
planta as diferencas sdo menos acentuadas devido ao menor teor em humidade apresentado
pela segurelha. Assim, o teor em fendis totais da segurelha é cerca de nove vezes superior ao
teor em fendis totais da salsa e cerca de 7 vezes superior ao teor em fendis totais dos
coentros, quando os valores sdo expressos em mg EAG por peso fresco de planta ou por litro
de extrato, sendo cerca de seis vezes superior ao da salsa e trés vezes aos dos coentros
quando os valores s@o expressos por grama de peso seco de planta utilizada na preparagéo do

extrato.

Comparando os valores publicados na literatura cientifica € possivel observar a existéncia de
inUmeras diferencas no conteddo em fendis da mesma planta aromatica. Tal facto podera
dever-se a diferencas na origem da planta, nomeadamente a variedade utilizada, as condicdes
de clima e de solo onde foi produzida, bem como a diferencas no método de extracédo aplicado
e na técnica analitica utilizada. A preparacdo dos extratos com as plantas frescas ou secas
constitui aqui um fator preponderante para a discrepancia de resultados. Devido ao elevado
grau de humidade das plantas aromaticas, o peso fresco € bastante diferente do peso seco, ou
seja, os extratos realizados com as plantas secas sdo bastante mais concentrados do que

aqueles realizados com as plantas frescas, resultando num maior teor de compostos fendlicos.
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Num estudo de Ramkissoon et al. (2013), também realizado com as plantas frescas os
investigadores obtiveram um teor em fendis totais para extratos hidroalcodlicos (50% em
etanol) de coentros aproximado ao obtido neste trabalho (0,443 mg EAG/mL), mas um valor
superior para o extrato de salsa (1,583 mg EAG/mL). Por sua vez, Pandey et al. (2012) e
Kamkar et al. (2014), realizaram extratos metandlicos a partir das ervas secas e obtiveram,
respetivamente, valores de 38,828 mg EAG/g de extrato seco para o0s coentros e 96 mg EAG/g
de extrato seco para a segurelha. O fato dos extratos terem sido efetuados com as plantas
secas e, especialmente, o fato dos valores estarem expressos por peso de extrato seco torna
impossivel a comparacdo com os valores obtidos neste trabalho. No entanto, é possivel
verificar uma concordancia entre as concentracdes relativas dos extratos das duas plantas.
Com efeito, verifica-se que o extrato de segurelha apresenta um teor em fendis totais
aproximadamente trés vezes superior ao extrato de coentros, tal como verificado neste trabalho

quando se comparam os valores de fendis totais expressos por grama de peso seco de planta.

3.3 Quantificacédo dos flavonoides totais

A determinacéo dos flavonoides totais foi realizada através do método de complexag¢do com o
aluminio na presenca do nitrito de soédio 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 flavonoides totais nas diferentes amostras

) ) Flavonoides totais
Flavonoides totais )
Amostra . (umol eq. catequinalg
(mmol eq. catequina/L)
peso seco de planta)

Coentros 0,462° + 0,005 7,898° + 0,094
Salsa 0,074° + 0,004 0,947° + 0,048
Segurelha 9,116% + 0,246 77,846% + 2,100

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

Através da analise dos resultados € possivel verificar uma variagao significativa no teor em
flavonoides totais entre os extratos das diferentes plantas aromaticas, com os valores a
variarem entre os 0,074 e os 9,116 mmol de equivalentes de catequina por litro de extrato, e
sendo todos significativamente diferentes (teste t com P<0,05). O extrato de segurelha foi o que
apresentou maior teor em flavonoides, seguido do extrato de coentros, com um valor bastante
inferior, e finalmente, o de salsa com o menor teor em flavonoides totais. A ordem de valores
mantém-se e as diferencas verificadas no teor em flavonoides totais continuam a ser
significativas quando os resultados sdo expressos em pmol eq. catequina/g peso seco de
planta (tabela 3.3). Neste caso o extrato de segurelha apresentou um teor em flavonoides totais
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cerca de dez vezes superior ao do extrato de coentros. Noutro estudo, Kim et al. (2011)
obtiveram também um valor de flavonoides para a segurelha (35,19 ug equivalentes de
quercetina/g de extrato seco) cerca de dez vezes superior ao dos coentros (3,38 ug
equivalentes de quercetina/g de extrato seco), 0 que vai ao encontro dos resultados obtidos
neste ensaio. Assim, apesar de no trabalho de Kim et al., (2011) os extratos terem sido
preparados com as plantas secas e por extragdo em agua quente e dos valores de flavonoides
se encontrarem expressos em unidades diferentes, mais uma vez foi possivel verificar uma
concordancia com as concentragdes relativas dos flavonoides totais nas amostras de segurelha
e de coentros determinadas neste trabalho quando se comparam os valores expressos por

grama de peso seco de planta.

Para averiguar qual o peso dos flavonoides no teor em fendis totais efetuou-se a razéo entre o
teor em flavonoides, expresso em pmol eq. catequinal/lL, e o teor em fendis totais, expresso em
mg EAGI/L, dos diversos extratos (tabela 3.4). Os resultados mostraram que a segurelha é a
amostra em que os flavonoides tém um maior peso nos fendis totais e a salsa aquela em que
tém um menor peso. Os flavonoides, como um dos grupos mais diversos e difundidos de
compostos naturais sdo, provavelmente, dos fendlicos mais importantes. Estes compostos
possuem diversas atividades quimicas e biolégicas como propriedades de eliminagdo de
radicais (Foti et al., 1996; Miliauskas et al., 2004).

Tabela 3.4 — Peso dos flavonoides no teor em fendis totais

Razao flavonoides/fenois totais

Amostra
(umol eq. catequina/mg EAG)
Coentros 1,064° £ 0,013
Salsa 0,210° + 0,011
Segurelha 3,010% + 0,081

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

3.4 Determinacgao da atividade antioxidante dos diferentes extratos de

plantas aroméaticas

A caracterizacao da atividade antioxidante dos diferentes extratos de plantas aromaticas em
estudo foi realizada através da avaliacdo da sua capacidade redutora, com os ensaios FRAP e

CUPRAC, bem como da sua capacidade de sequestro dos radicais DPPH" e anido superoxido.

3.4.1 Determinacéo da atividade de reducéo do Fe(lll) a Fe(ll) pelo ensaio FRAP

A determinacdo da atividade de reducado do Fe(lll) a Fe(ll), expressa em umol de Fe®* por mL
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de extrato, foi realizada através do ensaio FRAP, encontrando-se os resultados na tabela 3.5.
A analise desta tabela (tabela 3.5) permite verificar que as amostras apresentaram valores de
FRAP significativamente diferentes (teste t com P<0,05), variando entre os 1,645 e os 39,055
umol de Fe®*/mL, sendo o menor valor pertencente ao extrato de salsa e 0 maior ao extrato de
segurelha. Esta ordem de valores continua a manter-se mesmo depois de se eliminar a

interferéncia da humidade, ou seja, quando se expressam os valores por peso seco de planta.

Tabela 3.5 — Valores obtidos com as diferentes amostras no ensaio FRAP

Valor de FRAP
Valor de FRAP

Amostra mol de Fe*/g peso
(umol de Fe**/mL) ® ap
seco de planta)

Coentros 2,229° + 0,070 38,134° + 1,900
Salsa 1,645° + 0,029 21,022°+ 0,376
Segurelha 39,055° + 2,240 333,519% £ 19,131

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

Num estudo realizado por Hinneburg et al. (2006), em que se comparou a atividade FRAP de
hidrodestilados de salsa, manjericdo, anis, louro, zimbro, erva-doce, cominhos e gengibre, a
salsa foi de todas estas plantas aromaticas a que apresentou a menor capacidade de redugéo

do ferro, o que vai ao encontro dos valores determinados no presente estudo.

Procedendo-se a comparacao entre os valores obtidos para o teor em fendis totais (tabela 3.2),
o teor em flavonoides totais (tabela 3.4) e os valores do ensaio FRAP (tabela 3.5) é possivel
verificar-se que se mantém sempre a mesma ordem, ou seja, 0s valores mais baixos foram
sempre obtidos com a salsa e os valores mais elevados com a segurelha. E assim possivel
estabelecer uma certa correlagdo positiva entre o teor em fendis totais e/ou o teor em
flavonoides e a capacidade de reducéo do ferro medida pelo ensaio FRAP. Esta correlacio ndo
€ surpreendente uma vez que a reducéo de Fe (lIll) é utilizada como um indicador de atividade
de doacao de eletrdes (atividade redutora), que se sabe representar um importante mecanismo
de acdo antioxidante dos compostos fendlicos (Hinneburg et al., 2006; Shahidi & Zhong, 2015).

3.4.2 Determinacéo da reducéo do Cu(ll) pelo ensaio CUPRAC

A determinacdo da atividade de reducdo do Cu(ll) das trés plantas em estudo foi avaliada
através do ensaio CUPRAC encontrando-se os valores obtidos na tabela 3.6. Os valores de
CUPRAC obtidos com todas as amostras foram significativamente diferentes (teste t com
P<0,05). Os valores variaram entre 3,461 e 39,888 mmol eq. &c. ascorbico/L de extrato, sendo
0 menor valor pertencente ao extrato de salsa e o maior ao extrato de segurelha. Tal como
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verificado no ensaio FRAP, também no ensaio CUPRAC esta ordem de valores continuou a
manter-se mesmo depois de se eliminar a interferéncia da humidade, ou seja, quando se

expressaram os valores por peso seco de planta.

Tabela 3.6 — Valores obtidos com as diferentes amostras no ensaio CUPRAC

Valor de CUPRAC Valor de CUPRAC
Planta (mmol eq. ac. (umol eq. &c. ascérbico/
ascorbicol/lL) g peso seco de planta)
Coentros 3,461 + 0,058 59,203° + 0,392
Salsa 1,961° + 2,621 25,066° + 0,737
Segurelha 39,888 + 0,331 340,625° + 2,824

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

Comparando os valores obtidos no ensaio CUPRAC com os obtidos no ensaio FRAP (tabelas
3.5 e 3.6)é possivel observar-se uma concordancia entre 0s mesmos, ou seja, os valores do
ensaio CUPRAC mantém a mesma ordem verificada no ensaio FRAP: salsa < coentros <
segurelha. A concordancia de resultados demonstrada poderd ser um indicador de que os
compostos responsaveis pelas atividades FRAP e CUPRAC sejam maioritariamente o0s
mesmos. Esta concordancia ndo é surpreendente visto que ambos o0s ensaios determinam a

actividade antioxidante das amostras através da sua capacidade redutora.

3.4.3 Determinago da capacidade de sequestro do radical DPPH’

Os valores da determinacio da capacidade de sequestro do radical DPPH’ sdo apresentados
na tabela 3.7. De acordo com o teste t (P<0,05), todas as amostras diferiram de forma
significativa. Os resultados para a capacidade de sequestro do DPPH’ variam entre 0,112 e
3,055 mg equivalentes de acido gélico por litro de extrato, para a salsa e segurelha,
respetivamente. Tal como verificado nos ensaios anteriores, também no ensaio do DPPH os
valores voltaram a apresentar a mesma ordem crescente quando se expressaram os valores

por peso seco de planta.
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Tabela 3.7 — Valores obtidos com as diferentes amostras na determinagdo da capacidade de sequestro do DPPH’

Valor de DPPH
Valor de DPPH . o
Amostra . o (Ug eq. ac. ascorbicolg
(mg eq. &c. ascorbicol/lL)
planta seca)

Coentros 0,243° + 0,004 4,158° + 0,070
Salsa 0,112° + 0,003 1,434° + 0,040
Segurelha 3,055% + 0,045 26,090% + 0,380

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

Num estudo de Kim et al. (2011), os investigadores obtiveram um valor de DPPH" para extratos
aquosos preparados com segurelha seca superiores ao valor obtido para extratos idénticos

preparados a partir de coentros, o que vai ao encontro dos resultados obtidos neste estudo.

Através da comparacdo dos valores obtidos nos ensaios DPPH’, FRAP e CUPRAC (tabelas 3.5
a 3.7) continua a observar-se uma concordancia entre o0s mesmos, ou seja, os valores do
ensaio DPPH" mantém a mesma ordem verificada nos ensaios anteriores, com a salsa a exibir
o valor mais baixo, e a segurelha a apresentar o valor mais elevado. A continuacdo desta
concordancia entre os resultados demonstrados continua a ser um indicador de que os
compostos responsaveis pelas atividades FRAP, CUPRAC e DPPH’ sejam maioritariamente os
mesmos. Uma vez que esta concordancia também se verifica em relagdo ao teor em
compostos fendlicos totais e em flavonoides totais, os resultados sugerem um forte
envolvimento dos compostos fendlicos, em particular dos flavonoides, na atividade antioxidante

exercida pelos extratos destas plantas.

3.4.4 Determinacdo da capacidade de sequestro do radical anido superdxido detetada

pela diminuicdo da formagao de formazano

A determinacdo da capacidade de sequestro do radical anido superoxido foi detetada através
da diminuicAo da oxidacdo do NBT com a concomitante formacdo de formazano. A
determinacé@o desta atividade apresenta grande relevancia fisiologica, dado que a formacao
desta espécie radicalar ocorre in vivo. Os resultados obtidos no ensaio de sequestro do radical

anido superéxido encontram-se na tabela 3.8.
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Tabela 3.8 — Valores obtidos com as diferentes amostras na determinacéo da capacidade de sequestro do superoxido

Planta Sequestro do superoxido Sequestro do superoxido
(mg EAGI/L) (g EAG/g planta seca)
Coentros 4,453° + 1,316 76,167 + 22,509
Salsa 5,972° + 1,316 76,339° + 16,828
Segurelha 39,093 + 0,000 333,843% + 0,000

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

Através da analise da tabela 3.8 pode observar-se que os valores variaram entre 4,453 e
39,093 mg EAG/L de extrato, sendo o menor valor correspondente aos coentros e 0 maior a
segurelha. Contudo, os extratos de coentros e salsa ndo apresentaram diferencas significativas
entre si (teste t com P>0,05), enquanto a segurelha apresentou diferengas significativas
relativamente a estes dois (teste t com P<0,05). A mesma sequéncia de resultados se continua
a observar depois de eliminar a interferéncia da humidade da amostra (valores expressos por
peso de planta seca). Assim, pode concluir-se que todas as amostras apresentam capacidade
de sequestrar o radical anido superdxido, ou seja, as amostras possuem compostos
antioxidantes, capazes de captar o radical anido superdxido gerado pelo sistema NADH/PMS,
causando, deste modo, uma diminuicdo da extensdo de reducdo da NBT?*, com uma
consequente diminuicdo da taxa de aumento da absorvancia a 560 nm, sendo a segurelha

aquela que se destaca pela positiva.

3.5 Determinacgao da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos de

plantas aroméaticas

A atividade antimicrobiana das amostras foi determinada através do método de difusdo em
placa, pela da medicdo dos halos de inibicdo, em milimetros, que surgiram a volta da zona
onde foi colocada a amostra (tabela 3.9 e figura 3.1). A normal sensibilidade das bactérias
utilizadas foi confirmada através da realizacdo de ensaios com antibiéticos (controlo positivo)
ao longo do trabalho experimental, tendo os resultados obtidos ficado dentro das gamas
esperadas.

Tabela 3.9 — Didmetro dos halos de inibi¢&o das diferentes amostras na determinacdo da atividade antimicrobiana

Didmetro do halo de inibicdo (mm)

Amostra
S. aureus E. coli C. albicans
Coentros <6 <6 <6
Salsa <6 <6 <6
Segurelha 11+0,6 <6 <6
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Figura 3.1 — A - Resultados obtidos na determinacéo da atividade antimicrobiana dos coentros, salsa e segurelha com
0 S. aureus; B — Halo de inibicao da segurelha.

Através da andlise da tabela 3.9 bem como da figura 3.1 é possivel observar-se que os
extratos de coentros e salsa ndo apresentaram atividade antimicrobiana para nenhum dos
microrganismos estudados, dado que ndo se verificaram halos de inibicdo. Por sua vez,
embora a segurelha ndo tenha também apresentado a referida atividade para dois dos
microrganismos, E. coli e C. albicans, verificaram-se halos de inibicdo de 11 mm com a bactéria

S. aureus (figura 3.1).

Segundo estudos anteriores, 0s extratos e 6leos essenciais de segurelha apresentam uma
significativa agdo antimicrobiana contra diversas bactérias e fungos (Kotana et al., 2013). As
propriedades antimicrobianas da Satureja hortensis ndo se encontram amplamente estudadas,
no entanto, Sahin et al. (2003) demonstram a sensibilidade de Candida albicans, Escherichia
coli, Kocuria varians e Micrococcus luteus a extratos desta erva. A diferenca de resultados
podera residir no método de extragdo, uma vez que Sahin et al. (2003) utilizaram a planta seca
e realizaram uma extracdo sequencial primeiro com hexano e depois com metanol. Desta
forma podem ter sido extraidos compostos com diferente estrutura quimica e, igualmente, com

diferente atividade bioldgica.

Relativamente aos coentros, existem também alguns estudos a indicar a sua capacidade
antimicrobiana. Num estudo de Srinivasan et al. (2001) os investigadores n&do obtiveram
inibicdo da E. coli e do S. aureus, 0 que estd de acordo com os dados obtidos nesta
investigacdo. No entanto, a C. albicans apresentou sensibilidade relativamente aos extratos

desta planta aromaética, ao contrario dos resultados obtidos nesta investigacéo.

Comparando os resultados obtidos neste ensaio com os valores obtidos para o teor de fendis

totais, pode observar-se que existe uma correlagdo entre os mesmos. Assim, as plantas

aromaticas com um menor teor em fendis totais, a salsa e coentros, ndo apresentaram acao

antimicrobiana, enquanto a segurelha, que apresentou um maior teor neste compostos,
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apresentou atividade antimicrobiana contra a bactéria Gram-positiva S. aureus.

Estudos anteriores também encontraram correlacdes elevadas entre a atividade antimicrobiana
e o teor em fendis totais e a capacidade antioxidante. Num estudo, Shan et al. (2007)
investigaram um total de 46 extratos de ervas e especiarias, demonstrando uma boa relacéo
linear entre a atividade antimicrobiana e o teor em compostos fendlicos, enfatizando a
importancia destes compostos e das suas propriedades antioxidantes na referida actividade.
Dentro dos compostos fendlicos, os taninos e os flavondides, parecem ser importantes

substancias antimicrobianas (Shan et al., 2007).

O modo de accao dos agentes antimicrobianos depende ndo sé da sua composicao, mas
também do tipo de microrganismo, sendo principalmente relacionado com a estrutura da sua
parede celular e da sua membrana externa. De um modo geral, as bactérias Gram-negativas,
como a E. coli, sdo menos sensiveis a agentes antimicrobianos do que as bactérias Gram-
positivas, como o S. aureus, uma vez que as primeiras possuem uma membrana externa
lipopolissacaridica, que constitui uma barreira contra a penetracdo de inUmeras moléculas
antimicrobianas. Contudo, tal ndo significa que as bactérias Gram-positivas sejam sempre mais

suscetiveis (Ceylan & Fung, 2004; Tajkarimi et al., 2010).

Os Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos que podem apresentar-se isolados, em pares,
tétradas ou em cachos. A espécie mais virulenta desta familia é o Staphylococcus aureus, cujo
reservatério natural nos humanos sédo as narinas dos adultos e pele incluindo as axilas e o
perineo (Padua, 2008). Estima-se que 20-50% da populagdo apresente S. aureus nas suas
fossas nasais, sendo que grande parte destes sdo enterotoxicogénicos, sendo comum que
grande parte das doencgas alimentares se deva a contaminacao dos alimentos por operadores
contaminados com esta bactéria (Gustafson, 2015). A intoxicagdo alimentar por S. aureus é
caracterizada por diversos sintomas, como vémitos, dor abdominal e de estébmago, podendo
levar a hospitalizagdo em casos mais severos, nomeadamente em grupos de risco, como
criancas, idosos e gravidas, sendo que a suscetibilidade individual as enterotoxinas, assim
como a concentragdo ingerida destas, irdo influenciar a severidade dos sintomas (Fetsch et al.,
2014). Além da sua importancia no desenvolvimento de intoxicacdes alimentares, o S. aureus €
também uma das principais causas de infecdes nosocomiais e de infe¢cBes adquiridas na
comunidade, estando associado, tal como as suas enterotoxinas, em patologias como
dermatite atépica, polipose nasal e outras desordens mediadas pelo sistema imune (Gustafson,
2015). O sucesso do S. aureus como patogénico depende de diversos fatores, principalmente a
sua capacidade de persistir como comensal, a sua frequente resisténcia e multiplos agentes

antimicrobianos e os seus determinantes de viruléncia (Uhlemann et al., 2014).
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3.6 Determinacéo da acéao anti-inflamatoria do extrato de segurelha

3.6.1 Modelo de edema da pata induzido pela carragenina

A acdo anti-inflamatoria foi determinada, neste modelo, através da inducao pela carragenina de

edema da pata nos ratos. Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 3.2

# #
T =+

% aumento volume da pata
w
o

-10 SF Carragenina Segurelha Indometacina Trolox

Figura 3.2 — Efeito da administracéo oral do extrato de segurelha e de outros farmacos comerciais no aumento do volume
da pata 6 horas apés a administragéo da carragenina (* P<0,001 vs soro fisiolégico (SF); * P<0,001 vs carragenina)

Pela observacdo da figura 3.2 verifica-se que, tal como esperado, a administracdo da
carragenina provocou um aumento estatisticamente significativo (valor P<0,001), de cerca de
70% do volume da pata, comparativamente ao grupo controlo negativo, em que ndo se
observou aumento de volume da pata. Na mesma figura pode também observar-se que o
extrato de segurelha reduziu a percentagem de aumento do volume da pata em cerca de 50%,
quando comparando com o grupo controlo positivo (carragenina). Tal facto sugere que o
extrato de segurelha teve uma acgéo anti-inflamatdria com consequente reducdo do edema da
pata, o que poderd estar relacionado com o seu teor em compostos antioxidantes dado que
esta foi, entre as plantas arométicas estudadas, a que apresentou um maior teor nestes

compostos.

Concomitantemente ao extrato em estudo, a figura 3.2 apresenta também resultados de trés
farmacos anti-inflamatérios comerciais (indometacina, trolox e tempol), analisados de igual
modo, de modo a poder proceder-se a sua comparagdo. A indometacina, um anti-inflamatério
nao-esteroide ndo seletivo para as ciclooxigenases apresentou uma percentagem de aumento
do volume da pata de cerca de 18%, bastante semelhante ao resultado obtido para o trolox, um
analogo hidrossolivel da vitamina E. O tempol, um mimético da SOD de baixo peso molecular,

apresentou uma percentagem de aumento do volume da pata ligeiramente superior, de cerca
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de 20%.

Comparando o efeito anti-inflamatério exercido pelo extrato de segurelha com os restantes
farmacos, é possivel verificar que este é bastante semelhante ao tempol e ao trolox, dado que
apresentaram uma percentagem semelhante, demonstrando assim que o extrato em estudo
possui uma acao anti-inflamatoria significativa. Esta acdo podera, eventualmente, dever-se as
suas propriedades antioxidantes pois este € um dos mecanismos que podem ser responsaveis
pelas propriedades anti-inflamatérias.

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 observacdes a microscépio cirdrgico (figura 3.3),

morfolégicas e funcionais (tabela 3.10).

Figura 3.3 — Observacdes a microscoépio cirdrgico do célon aberto transversalmente (A: Grupo Sham; B: Grupo Etanol;
C: Grupo TNBS + Etanol; D: Grupo TNBS + Segurelha).
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Tabela 3.10 — Observag6es morfoldgicas e funcionais no célon limpo e aberto transversalmente logo apds a colheita
(#P<0,05 vs Sham; *P<0,05 vs TNBS + EtOH 50%).

G Tamanho do Tamanho da Consisténcia das
rupo
P intestino (cm) les&o (cm) fezes
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 + Segurelha 14,3+ 0,09 * 0,5+0,14* 0,25 *

Através da observacéo da figura 3.3 € visivel que ndo existem altera¢des histoldgicas no grupo
Sham, dado que este apresenta uma cor rosada, quase translicida, tal como esperado, uma
vez que este € o controlo negativo. O grupo etanol, a semelhanca do grupo Sham, apresenta
uma cor normal, sendo que pode observar-se um pequeno derrame. Tal facto confirma-nos
que, apesar do etanol potenciar a acdo do TNBS, as lesdes ulcerativas sdo maioritariamente
causadas por este Ultimo composto. A observacao do co6lon do grupo TNBS+Etanol demonstra
que a administracdo de TNBS+Etanol 50% provocou inflamacéo dos tecidos, com necrose dos
mesmos e lesdes ulcerativas. Finalmente, o grupo TNBS+Segurelha apresentou uma visivel
melhoria relativamente ao grupo TNBS+Etanol, com diminuicdo significativa da extensdo e
severidade das altera¢cdes morfoldgicas observadas.

A andlise da tabela 3.10 confirma as alterac6es morfolégicas do célon dos ratinhos do grupo
TNBS+Etanol, dado que foram observadas diferencas significativas (P<0,05) entre este e 0
grupo Sham, nomeadamente lesbes de 3,6 + 0,14 cm e uma diminuicdo do tamanho do
intestino de 14,5 + 0,082 cm para 11,8 + 0,19 cm. Na figura 3.4 € possivel visualizar-se as
diferencas entre o tamanho do intestino dos diferentes grupos. Observando os resultados
obtidos para o grupo TNBS+Segurelha, é visivel que existem diferengas significativas entre
este e 0 grupo TNBS+Etanol (P<0,05), com uma diminuicdo do tamanho das lesfes para 0,5 +
0,14 cm, assim como uma menor diminuicdo do tamanho do intestino, que é semelhante ao

dos grupos Sham e Etanol (14,3 + 0,09 cm).
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Figura 3.4 — Efeito da administracéo de extrato de segurelha no tamanho do intestino dos ratinhos relativamente aos
restantes grupos (*P<0,001 vs Sham; #P<0,001 vs TNBS).

Além das alteragBes morfoldgicas, foram também observadas alteracdes funcionais,
nomeadamente a consisténcia das fezes dos ratinhos, que foi classificada com o score
apresentado na tabela 3.11. Desta forma, através da andlise da tabela 3.10, 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+Segurelha observaram-se fezes com uma
consisténcia entre o normal e o ligeiramente mucoso (0,25), com diferencas estatisticamente

significativas (P<0,05) relativamente ao grupo TNBS+Etanol.

Tabela 3.11 — Classificagdo da gravidade da diarreia

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

A andlise dos resultados obtidos parece indicar que o extrato de segurelha apresenta acao
anti-inflamatoria, uma vez que diminui os efeitos nefastos provocados pela administracdo do
TNBS. Tal como referido no subcapitulo 3.6.1 esta acdo podera dever-se as propriedades
antioxidantes do extrato. A mucosa intestinal é bastante vulneravel ao stress oxidativo
resultante da exposicdo constante a ROS, sendo que os danos causados por estas
representam um importante papel no desenvolvimento de doengas inflamatoérias do intestino,
como a colite ulcerativa. Neste sentido, existem evidéncias epidemiologicas e experimentais de
que os polifenodis provenientes da dieta, nomeadamente os flavonoides, podem ser
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considerados como um importante recurso na intervencéo de desordens inflamatérias como as
referidas acima (Mandalari et al., 2011; Impellizzeri et al., 2014).

O efeito anti-inflamatério observado com o extrato de segurelha pode ser muito til do ponto de
vista de profilaxia pois o extrato foi administrado aos animais logo a seguir a inducao da colite e
os resultados demonstram haver uma diminuicdo significativa da extensdo e violéncia dos

sinais da inflamag&o cronica observados no grupo controlo positivo.

3.7 Analise global dos resultados

De modo a proceder-se a uma andlise dos resultados obtidos neste estudo de um modo global,
realizaram-se vérias correlagdes lineares, de modo a sugerir relag6es entre a composicdo em
compostos fendlicos e flavonoides das amostras estudadas e as suas respetivas atividades
antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias.

O coeficiente de correlacao linear € uma medida do grau de associagdo linear entre variaveis,
podendo tomar valores entre -1 e 1, sendo que este Ultimo significa uma relagdo linear perfeita
e positiva (Reis, 2002). Assim, quanto mais proximo de 1 for o coeficiente de Pearson, mais

perfeita a correlacdo entre as variaveis.

Na tabela 3.12 podem observar-se os valores do coeficiente de Pearson para as correlacdes
entre o teor em fendis e em flavonoides das amostras em estudo. O valor obtido
(r=0,999933096) indica a existéncia de uma correlacdo fortemente positiva entre ambos os
parametros, sendo que os resultados obtidos nos ensaios apontavam nesse sentido, uma vez

que as plantas com maior teor de fendis também possuiam o maior nivel de flavonoides.

Tabela 3.12 — Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre a composicao em fendis totais e em flavonoides das
amostras estudadas

Fendis? Flavonoides

Fenois®
Flavonoides 0,999933096
a) mg eq. &c. galico/L de extrato; b) mol eq. catequina/L de extrato

A tabela 3.13 apresenta os valores do coeficiente de Pearson para as correlaces entre o teor
em fenodis e flavonoides totais e a atividade antioxidante determinada pelos véarios ensaios

realizados para as amostras em estudo.
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Tabela 3.13 — Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre composigéo quimica e atividade antioxidante das
varias amostras

Fenéis? Flavonoides FRAP® CUPRAC® DPPH'® Superoxido’

Fenois?

Flavonoides  0,999933096
FRAP® 0,99991916  0,999705182
CUPRAC® 0,999963245  0,999995518 0,999773394
DPPH™ 0,999915163  0,999998937 0,999668709 0,999990089

Su peréxidof 0,997876934 0,997056814  0,998624369 0,997281872 0,996943948
a) mg eq. ac.gélico/L; b) mg eq. catequina/L; c) pmol de Fe“"/mL; d) mmol eq. &c. ascérbico/L; ) mg eq. &c.

ascorbico/L; f) mg eq. ac. galico/L

Através da analise da tabela 3.13 é possivel observar-se a existéncia de uma correlacdo
fortemente positiva entre o teor em fendis totais e a atividade antioxidante determinada em
todos os ensaios realizados. De facto, 0s extratos com maior teor de fendis totais apresentaram
maiores valores em todos 0s ensaios antioxidantes, indicando assim que os polifendis
contribuem significativamente para a atividade antioxidante, tendo esta correlagdo positiva,
entre o teor em fenois totais e os resultados obtidos nos ensaios antioxidantes, sido descrita
noutros estudos (Zheng & Wang, 2001).

A correlagdo entre os flavonoides totais e as atividades antioxidantes estudadas foi,
igualmente, fortemente positiva, podendo este facto indicar que, entre 0s inlmeros compostos
fendlicos existentes nas amostras, os flavonoides sejam maioritariamente responsaveis pela
atividade antioxidante detetada nos ensaios realizados. Capecka et al. (2005) refere que os

acidos fendlicos e os flavonéides sdo os principais responsaveis pela actividade antioxidante.

Pode ainda observar-se a existéncia de uma correlacdo fortemente positiva entre todos os
ensaios antioxidantes, FRAP, CUPRAC, DPPH e sequestro do radical anido superéxido, o que
pode sugerir o envolvimento, pelo menos parcial, dos mesmos compostos nos diferentes

ensaios.

A analise de correlacdes foi realizada no sentido de sugerir possiveis associagdes entre 0s
compostos (fendis totais e flavonoides) e as atividades antioxidantes detetadas nos extratos.
No entanto, esta analise baseia-se somente em ferramentas estatisticas, apresentando varias
limitagBes. Assim, ha que ter em conta que 0s extratos, ao serem misturas complexas, podem
exibir atividades antioxidantes derivadas de diferentes compostos que pertengam ao mesmo
grupo, bem como, podem existir compostos com atividades antagonicas, como por exemplo, a
coexisténcia de compostos pr6 e antioxidantes, ou ainda a ocorréncia de fenémenos de
sinergia e/ou potenciacdo entre o0s varios compostos com consequente alteracdo dos

resultados.

N

Procedendo-se & comparacdo dos resultados obtidos nesta correlagdo com a atividade

antimicrobiana, pode constatar-se que se mantém uma correlacdo positiva entre o teor de
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fendis totais e de flavonoides e a referida atividade, uma vez que a segurelha, ao ser o extrato
com o maior teor nestes compostos, foi também aquela que apresentou propriedades

antimicrobianas.

Relativamente a acdo anti-inflamatoria, esta apenas foi estudada no extrato de segurelha. Em
ambos os modelos, tanto da inflamacdo aguda como de inflamacdo crénica foi observada
atividade anti-inflamatéria. E de realcar o efeito obtido no modelo de colite que é um modelo
muito agressivo e em que os sinais de inflamag¢8o foram minimizados pelo extrato de

segurelha.

O efeito anti-inflamatério pode, eventualmente, ser justificado através de um mecanismo
antioxidante ja que determinamos a riqueza deste extrato em polifendis, e também

demonstramos a sua capacidade antioxidante.
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4 Conclusao

Este estudo incidiu sob trés ervas aromaticas utilizadas comummente em Portugal: coentros,
salsa e segurelha. O objetivo do mesmo foi avaliar o teor em compostos fendlicos totais e em
flavonoides, uma vez que estes tém sido indicados como alguns dos principais responsaveis
pelas propriedades benéficas das ervas arométicas, bem como avaliar as propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatérias, contribuindo assim para um maior

conhecimento das propriedades benéficas das plantas estudadas.

Os resultados demonstraram de todos os extratos de plantas arométicas possuem atividade
antioxidante, sendo que o extrato de segurelha foi aquele que apresentou um maior teor de
compostos fendlicos e flavonoides, bem como demonstrou possuir uma maior atividade
antioxidante relativamente aos restantes extratos estudados, o que sugere 0 envolvimento
destes compostos neste tipo de atividade antioxidante (capacidade redutora e sequestro dos
radicais DPPH’ e anido superdxido). Entre o extracto de coentros e salsa, o extracto de
coentros apresentou um teor em compostos fendlicos e uma actividade antioxidante
significativamente superior relativamente ao extracto de salsa. O extrato de segurelha foi o
Unico que apresentou acao antimicrobiana, o que podera indicar que os compostos fendlicos se
encontram também interligados com esta propriedade. A atividade anti-inflamatéria foi
determinada apenas para o extrato de segurelha, sendo que se observou que este possui
efeitos benéficos para a inflamagdo aguda e crénica, o que podera estar novamente

relacionado com o seu teor em fendis e flavonoides.

O efeito anti-inflamatério observado com o extrato de segurelha pode ser muito Gtil do ponto de
vista de profilaxia pois o extrato foi administrado aos animais logo a seguir & inducdo da colite e
os resultados demonstram haver uma diminuicdo significativa da extensdo e violéncia dos

sinais da inflamacao cronica observados no grupo controlo positivo.

De modo a completar este estudo e estabelecer associacdes entre as atividades estudadas e
0s compostos que as originam com um maior rigor, seria fulcral realizar uma andlise quimica
detalhada dos extratos de ervas aromaticas estudadas, nomeadamente a determinacéo do seu

perfil fendlico.

Embora os compostos fendlicos sejam bastantes comuns na dieta humana, nem todos séo
muito ativos no organismo, quer por baixa atividade intrinseca quer por fraca absor¢cdo no
intestino, elevada metabolizacdo ou rapida eliminacdo. As suas propriedades bioldgicas irdo
entdo depender tanto da quantidade ingerida como da sua biodisponibilidade (Scalbert &
Williamson, 2000; Manach et al., 2004).

Segundo um estudo de Manach et al. (2005) os polifen6is melhor absorvidos pelo Homem séo
0 acido galico e as isoflavonas, seguidos pelas catequinas, flavanonas e glicosideos de

quercetina, sendo as proantocianidinas, as catequinas galato do cha e as antocianinas os
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polifendis de mais dificil absor¢cdo. Ha que ter ainda em conta a metabolizacdo destes
compostos pela flora intestinal, dado que apesar de ndo estar amplamente estudada, pode
interferir nas suas actividades biolégicas. Tal deve-se a possivel metabolizacdo dos polifendis
pelos microrganismos, quando ndo forem absorvidos no trato gastrointestinal, originando
metabolitos passiveis de ser absorvidos no epitélio do célon e alcancar a corrente sanguinea.
Segundo Williamson & Manach (2005) a proantocianidinas sdo um exemplo deste fenémeno,
dado que demonstram alguns efeitos benéficos apesar da sua reduzida absor¢éo intestinal, o
gue sugere que as actividades bioldgicas poderdo resultar de algum metabolito formado no
decurso da sua metabolizacao pela flora intestinal. Assim, seria de todo o interesse analisar
aprofundadamente a biodisponibilidade dos compostos bioativos dos extratos estudados,
avaliando a forma como decorre a sua digestdo, absorcdo e biotransformacdo. Seria,
igualmente, importante efetuar ensaios de toxicidade para se conhecerem as doses de
ingestdo seguras, visto que alguns compostos fendlicos em doses superiores as seguras,
podem desencadear processos de toxicidade.

A industria alimentar tem demonstrado um crescente interesse pelo uso de compostos naturais
provenientes de plantas aromaticas e especiarias como aditivos alimentares, devido a procura
por parte dos consumidores de alimentos mais saudaveis e seguros. A oxidacéo lipidica,
seguida da deterioracéo microbiana, sdo as principais causas de deterioragdo dos alimentos,
sendo que varios estudos demonstram que a adicdo de extratos e 6leos essenciais de ervas
aromaticas inibem as mesmas (Costa et al., 2015). Assim, além dos efeitos benéficos para a
saude das propriedades estudadas, as atividades antioxidantes e antimicrobianas demonstram
também que poderd existir interesse na aplicacdo destas plantas aromaticas a nivel da
indUstria alimentar, nomeadamente a segurelha, com o intuito de prolongar o tempo de
prateleira dos géneros alimenticios.

55



5 Referéncias bibliograficas

Aleksic, V., & Knezevic, P. (2014). Antimicrobial and antioxidative activity of extracts and

essential oils of Myrtus communis L. Microbiological Research, 169(4), 240— 254.

Al-Gubory, K., Fowler, P., & Garrel, C. (2010). The roles of cellular reactive oxygen species,
oxidative stress and antioxidants in pregnancy outcomes. The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology, 42(10), 1634—1650.

Andlauer, W., & Furst, P. (2002). Nutraceuticals: a piece of history, present status and outlook.
Food Research International, 35(2), 171-176.

AOAC (1990) Official Methods of Analysis. Agricultural chemicals; Contaminants; Drugs.
Volume 1, 152 Edicéo. Association of Official Analytical Chemists, Arligton, EUA.

Apak, R., Giclu, K., Ozyirek, M., & Karademir, S. E. (2004). Novel Total Antioxidant Capacity
Index for Dietary Polyphenols and Vitamins C and E, Using Their Cupric lon Reducing
Capability in the Presence of Neocuproine: CUPRAC Method. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 52(26), 7970-7981.

Bahramikia, S., Yazdanparast, R., & Nosrati, N. (2008). A comparison of antioxidant capacities
of ethanol extracts of Satureja Hortensis and Artemisia Dracunculus leaves.
Pharmacologyonline, 2, 694-704.

Barros, L., Duefias, M., Dias, M., Sousa, M., Santos-Buelga, C., & Ferreira, |. (2011). Phenolic

profiles of in vivo and in vitro grown Coriandrum sativum L. Food Chemistry, 132(2), 841-848.

Begnami, A., Duarte, M., Furletti, V., & Rehder, V. (2010). Antimicrobial potential of Coriandrum
sativum L. against different Candida species in vitro. Food Chemistry, 118(1), 74-77.

Benzie, I. F., & Strain, J. J. (1996). The Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) as a Measure
of "Antioxidant Power": The FRAP Assay. Analytical Biochemistry, 239(1), 70-76.

Bernal, J., Mendiola, J. A., Ibafiez, E., & Cifuentes, A. (2011). Advanced analysis of

nutraceuticals. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 55(4), 758-774.

Borneo, R., Leon, A., Aguirre, A., Ribotta, P., & Cantero, J. (2009). Antioxidant capacity of
medicinal plants from the Province of Cdrdoba (Argentina) and their in vitro testing in a model
food system. Food Chemistry, 112(3), 664—670.

Buonocore, G., Perrone, S., & Tataranno, M. (2010). Oxygen toxicity: chemistry and biology of

reactive oxygen species. Seminars in Fetal & Neonatal Medicine , 15(4), 186-190.

56



Burton, G. J. (2011). Oxidative stress. Best Practice & Research Clinical Obstetrics and
Gynaecology, 25(3), 287—-299.

Calo, J., Crandall, P., O'Bryan, C., & Ricke, S. (2015). Essential oils as antimicrobials in food
systems - A review. Food Control, 54, 111-119.

Capecka, E., Mareczek, A., & Leja, M. (2005). Antioxidant activity of fresh and dry herbs of
some Lamiaceae species. Food Chemistry, 93(2), 223-226.

Carocho, M., & Ferreira, |. (2013). A review on antioxidants, prooxidants and related
controversy: Natural and synthetic compounds, screening and analysis methodologies and
future perspectives. Food and Chemical Toxicology, 51, 15-25.

Cetin-Karaca, H., & Newman, M. (2015). Antimicrobial efficacy of plant phenolic compounds

against Salmonella and Escherichia Coli. Food Bioscience, 11, 8-16.

Ceylan, E., & Fung, D. Y. (2004). Antimicrobial activity of spices. Journal of Rapid Methods and
Automation in Microbiology, 12(1), 1-55.

Charles, D. (2004). Parsley. In K. V. Peter (Ed.), Handbook of herbs and spices - Volume 2 (pp.
242-254). Cambridge: Woodhead Publishing Ltd.

Contini, C., Katsikogianni, M., O’Neill, F., O"Sullivan, M., Dowling, D., & Monahan, F. (2011).
Development of active packaging containing natural antioxidants. Procedia Food Science, 1,
224 — 228.

Costa, D., Costa, H., Albuquerque, T., Ramos, F., Castilho, M., & Sanches-Silva, A. (2015).
Advances in phenolic compounds analysis of aromatic plants and their potential applications.
Trends in Food Science & Technology, doi:10.1016/j.tifs.2015.06.009, (in press).

Deurenberg, R., & Stobberingh, E. (2008). The evolution of Staphylococcus aureus. Infection,
Genetics and Evolution, 8(6), 747—-763.

Di Rosa, M., Giroud, J., & Willoughby, D. (1971). Studies on the mediators of the acute
inflammatory response induced in rats in different sites by carrageenan and turpentine. Journal
of Pathology, 104(1), 15-29.

Dogru, Y. Z., & Erat, M. (2012). Investigation of some kinetic properties of polyphenol oxidase

from parsley (Petroselinum crispum, Apiaceae). Food Research International, 49(1), 411-415.

Dorman, H., & Hiltunen, R. (2004). Fe(lll) reductive and free radical-scavenging properties of
summer savory (Satureja hortensis L.) extract and subfractions. Food Chemistry, 88(2), 193—
199.

57



EFSA (2011). Panel on food additives and nutrient sources added to food (ANS); Scientific
opinion on the reevaluation of butylated hydroxyanisole—-BHA (E 320) as a food additive. EFSA
Journal, 9(10), 2392.

EFSA (2012). Panel on food additives and nutrient sources added to food (ANS); Scientific
opinion on the reevaluation of butylated hydroxytoluene BHT (E 321) as a food additive. EFSA
Journal, 10(3), 2588.

Elias, R., Kellerby, S., & Decker, E. (2008). Antioxidant Activity of Proteins and Peptids. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, 48(5), 430-441.

Embuscado, M. (2015). Spices and herbs: Natural sources of antioxidantes - A mini review.
Journal of Functional Foods, doi: 10.1016/j.jff.2015.03.005, (in press).

Espin, J. C., Garcia-Conesa, M. T., & Tomas-Barberan, F. A. (2007). Nutraceuticals: Facts and
fiction. Phytochemistry, 68(22-24), 2986—-3008.

Farzaei, M. H., Abbasabadi, Z., Ardekani, M. R., Rahimi, R., & Farzaei, F. (2013). Parsley - a
review of ethnopharmacology, phytochemistry and biological activities. Journal of Traditional
Chinese Medicine, 33(6), 815-826.

Fetsch, A., Contzen, M., Hartelt, K., Kleiser, A., Maassen, S., Rau, J., Kraushaar, B., Layer, F. &
Strommenger, B. (2014). Staphylococcus aureus food-poisoning outbreak associated with the

consumption of ice-cream. International Journal of Food Microbiology, 187, 1-6.

Foti, M., Piattelli, M., Baratta, M., & Ruberto, G. (1996). Flavonoids, coumarins, and cinnamic
acids as antioxidants in a micellar system structure-activity relationship. J. Agric. Food Chem.,
44(2), 497-501.

Fundacion Dieta Mediterranea. (s.d.). Obtido em 27 de Julho de 2015, de

http://dietamediterranea.com/en/mediterranean-diet/what-is-the-mediterranean-diet/

Gilroy, D., & Lawrence, T. (2008). The resolution of acute inflammation: A ‘tipping point’ in the
development of chronic inflammatory diseases. In A. Rossi, & D. Sawatzky (Ed.), The
Resolution of Inflammation (pp. 1-18). United Kingdom: Birkh&auser Verlag AG.

Gomez-Estaca, J., Lopez-de-Dicastillo, C., Hernandez-Mufioz, P., Catalan, R., & Gavara, R.
(2014). Advances in antioxidant active food packaging. Trends in Food Science & Technology,
35(1),42-51.

Gosslau, A, Li, S., Ho, C.-T., Chen, K., & Rawson, N. (2011). The importance of natural product
characterization in studies of their anti-inflammatory activity. Molecular Nutrition & Food
Research, 55(1), 74-82.

58



Giilgin, i. (2011). Antioxidant activity of food constituents: an overview. Archives of Toxicology,
86(3), 345-391.

Gustafson, J. E., Muthaiyan A., Dupre, J. M. & Ricke, S. C. (2015). Staphylococcus aureus and
understanding the factors that impact enterotoxin production in foods: A review. Food Control,
doi:10.1016/j.foodcont.2014.10.016, (in press).

Guyton, A., & Hall, J. (2006). Resistance of the Body to Infection: I. Leukocytes, Granulocytes,
the Monocyte-Macrophage System, and Inflammation. In A. C. Guyton, & J. E. Hall (Eds.),
Textbook of Medical Physiology (pp. 429-438). Philadelphia: Elsevier Saunders.

Gyawali, R., & Ibrahim, S. (2014). Natural products as antimicrobial agents. Food Control, 46,
412-429.

Hadian, J., Tabatabaei, S., Naghavi, M., Jamzad, Z., & Ramak-Masoumi, T. (2008). Genetic
diversity of Iranian accessions of Satureja hortensis L. based on horticultural traits and RAPD
markers. Scientia Horticulturae, 115(2), 196—-202.

Halliwell, B. (1996). Antioxidants in Human Health and Disease. Annual Review of Nutrition,
16(1), 33-50.

Halliwell, B. (2007). Biochemistry of oxidative stress. Biochemical Society Transactions, 35(5),
1147-1150.

Halliwell, B., Aeschbach, R., Ldéliger, J., & Aruoma, O. l. (1995). The characterization of
antioxidants. Food and Chemical Toxicology, 33(7), 601-617.

Hinneburg, I., Dorman, H., & Hiltunen, R. (2006). Antioxidant activities of extracts from selected
culinary herbs and spices. Food Chemistry, 97, 122-129.

Ho, G.-T., Lees, C., & Satsangi, J. (2007). Ulcerative colitis. Medicine, 35 (5), 277-282.

Huang, D., Ou, B., & Prior, R. (2005). The Chemistry behind Antioxidant Capacity Assays.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53(6), 1841-1856.

Hui, Y. (2006). Handbook of food science, technology, and engineering. CRC Press.

Impellizzeri, D., Bruschetta, G., Di Paola, R., Ahmad, A., Campolo, M., Cuzzocrea, S., Esposito,
E. & Navarra, M. (2014). The anti-inflammatory and antioxidant effects of bergamot juice extract
(BJe) in an experimental model of inflammatory bowel disease. Clinical Nutrition, doi:
10.1016/j.cInu.2014.11.012, (in press)

Ishiguro, K., Ando, T., & Maeda, O. (2010). Novel mouse model of colitis characterized by
haptenprotein visualization. BioTechniques, 49(3), 641-648.

59



Jensen, S. (2003). Oxidative stress and free radicals. Journal of Molecular Structure
(Theochem), 666-667, 387—-392.

Jungbauer, A., & Medjakovic, S. (2012). Anti-inflammatory properties of culinary herbs and

spices that ameliorate the effects of metabolic syndrome. Maturitas, 71(3), 227— 239.

Kamkar, A., Tooriyan, F., Jafari, M., Bagherzade, M., Saadatjou, S., & Molaee Aghaee, E.
(2014). Antioxidant Activity of Methanol and Ethanol Extracts of Satureja hortensis L. in
Soybean Oil. Journal of Food Quality and Hazards Control, 1(4), 113-119.

Kedare, S., & Singh, R. (2011). Genesis and development of DPPH method of antioxidant
assay. Journal of Food Science and Technolology, 48(4), 412—-422.

Kim, I.-S., Yang, M.-R., Lee, O.-H., & Kang, S.-N. (2011). Antioxidant Activities of Hot Water
Extracts from Various Spices. Int. J. Mol. Sci., 12(6), 4120-4131.

Kohen, R., & Nyska, A. (2002). Oxidation of Biological Systems: Oxidative Stress Phenomena,
Antioxidants, Redox Reactions, and Methods for Their Quantification. Toxicologic Pathology, 30
(6), 620-650.

Kotan, R., Dadasoglu, F., Karagoz, K., Cakir, A., Ozer, H., Kordali, S., Cakmakci, R., & Dikbas,
N. (2013). Antibacterial activity of the essential oil and extracts of Satureja hortensis against
plant pathogenic bacteria and their potential use as seed disinfectants. Scientia Horticulturae,
153, 34-41.

Kosar, M., Fatih, G., & Baser, K.H.C. (2008). In vitro antioxidant properties and phenolic
composition of Salvia virgata Jacq. from Turkey. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56,
2369-2374.

Krasniewska, K., Gniewosz, M., Synowiec, A., Przybyt, J., Baczek, K., & Weglarz, Z. (2014).
The use of pullulan coating enriched with plant extracts from Satureja hortensis L. to maintain

pepper and apple quality and safety. Postharvest Biology and Technology, 90, 63-72.

Krishnaiah, D., Sarbatly, R., & Nithyanandam, R. (2011). A review of the antioxidant potential of
medicinal plant species. Food and Bioproducts Processing, 89(3), 217-233.

Laribi, B., Kouki, K., M'Hamdi, M., & Bettaieb, T. (2015). Coriander (Coriandrum sativum L.) and

its bioactive constituents. Fitoterapia, 103, 9-26.

Limoén-Pacheco, J., & Gonsebatt, M. (2009). The role of antioxidants and antioxidant-related
enzymes in protective responses to environmentally induced oxidative stress. Mutation
Research, 674(1-2), 137-147.

60



Lushchak, V. (2014). Free radicals, reactive oxygen species, oxidative stress and its

classification. Chemico-Biological Interactions, 224, 164-175.

Magalhées, L. M., Segundo, M. A, Reis, S., & Lima, J. L. (2008). Methodological aspects about

in vitro evaluation of antioxidant properties. Analytica Chimica Acta, 613(1), 1-19.

Makwana, S., Choudhary, R., Haddock, J., & Kohli, P. (2015). In-vitro antibacterial activity of
plant based phenolic compounds for food safety and preservation. LWT - Food Science and
Technology, 62(2), 935-939.

Manach, C., Scalbert, A., Morand, C., Rémésy, C., & Jiménez, L. (2004). Polyphenols: food
sources and bioavailability. The American Journal of Clinical Nutrition, 79(5), 727-747.

Manach, C., Williamson, G., Morand, C., Scalbert, A., & Rémésy, C. (2005). Bioavailability and
bioefficacy of polyphenols in humans. I. Review of 97 bioavailability studies. The American
Journal of Clinical Nutrition, 81(1), 230S— 42S.

Mandalari, G., Bisignano, C., Genovese, T., Mazzon, E., Wickham, M., Paterniti, I. &
Cuzzocrea, S. (2011). Natural almond skin reduced oxidative stress and inflammation in an
experimental model of inflammatory bowel disease. International Immunopharmacology, 11(8),
915-924

Mata, A., Proenca, C., Ferreira, A., Serralheiro, M., Nogueira, J., & Araudjo, M. (2007).
Antioxidant and antiacetylcholinesterase activities of five plants used as Portuguese food
spices. Food Chemistry, 103(3), 778-786.

Matasyoh, J. C., Maiyo, Z. C., & Ngure, R. M. (2008). Chemical composition and antimicrobial
activity of the essential oil of Coriandrum sativum. Food Chemistry, 113(2), 526-529.

Matés, J., & Sanchez-Jiménez, F. (2000). Role of reactive oxygen species in apoptosis:
implications for cancer therapy. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 32(2),
157-170.

Mateus, V., Faisca, P., Mota-Filipe, H., Sepodes, B., & Pinto, R. (2013). Development of TNBS-
induced colitis: animal model to test new pharmacological approaches. Acta Farm Port., 2(2),
29-35.

Mauricio, E. M. (2014) Estudo do potencial de aplicabilidade dos extractos de subprodutos da
ginja na promoc¢éo da salde e bem estar cutineos. Tese de Doutoramento em Biomedicina.

Universidad de Alcala, Madrid, Espanha.

61



Micelli, N., Trovato, A., Dugo, P., Cacciola, F., Donato, P., Marino, A., Bellinghieri, V., La
Barbera, T.M., Giveng, A., & Taviano, M.F., (2009). Comparative analysis of flavonoid profile,
antioxidant and antimicrobial activity of the berries of Juniperus communis L. var. communis
and Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. from Turkey. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 57, 6570-6577.

Miliauskas, G., Venskutonis, P., & van Beek, T. (2004). Screening of radical scavenging activity

of some medical and aromatic plant extracts. Food Chemistry, 85(2), 231-237.

Mishra, K., Ojha, H., & Chaudhury, N. (2012). Estimation of antiradical properties of antioxidants
using DPPH assay: A critical review and results. Food Chemistry, 130(4), 1036—-1043.

Morris, G., Beck, P., Herridge, M., Depew, W., Szewczuk, M., & Wallace, J. (1989). Hapten-
induced model of chronic inflammation and ulceration in the rat colon. Gastroenterology, 96(3),
795-803.

Mueller, M., Hobiger, S., & Jungbauer, A. (2010). Anti-inflammatory activity of extracts from
fruits, herbs and spices. Food Chemistry, 122(4), 987-996.

Nakamura, S., Kato, A., & Kobayashi, K. (1992). Enhanced antioxidative effect of ovalbumin
due to covalent binding of polysaccharides. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 40(11),
2033-2037.

Ordas, I., Eckmann, L., Talamini, M., Baumgart, D., & Sandborn, W. (2012). Ulcerative colitis.
Lancet, 380(9853), 1606—1619.

Oroian, M., & Escriche, I. (2015). Antioxidants: Characterization, natural sources, extraction and

analysis. Food Research International, 74, 10-36.

Ozsoy-Sacan, O., Yanardag, R., Orak, H., Ozgey, Y., Yarat, A., & Tunali, T. (2006). Effects of
parsley (Petroselinum crispum) extract versus glibornuride on the liver of streptozotocin-induced
diabetic rats. Journal of Ethnopharmacology, 104(1-2), 175-181.

Padua, M. M. (2008). Patologia Clinica para Técnicos - Bacteriologia. Lisboa: Lusociéncia.

Pandey, M., Vijayakumar, M., Rastogi, S., & Rawat, A. (2012). Phenolic Content and
Antioxidant Properties of Selected Indian Spices of Apiaceae. Journal of Herbs, Spices &
Medicinal Plants, 18(3), 246-256.

Pesavento, G., Calonico, C., Bilia, A., Barnabei, M., Calesini, F., Addona, R., Mencarelli, L.,
Carmagnini, L., Di Martino, M. C., & Lo Nostro, A. (2015). Antibacterial activity of Oregano,
Rosmarinus and Thymus essential oils against Staphylococcus aureus and Listeria

monocytogenes in beef meatballs. Food Control, 54, 188-199.

62



Pisoschi, A. M., & Pop, A. (2015). The role of antioxidants in the chemistry of oxidative stress: A

review. European Journal of Medicinal Chemistry, 97, 55-74.

Prior, R. L., Wu, X., & Schaich, K. (2005). Standardized Methods for the Determination of
Antioxidant Capacity and Phenolics in Foods and Dietary Supplements. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 53(10), 4290-4302.

Proenca Da Cunha, A., Pereira Da Silva, A., & Rodrigues Roque, O. (2003). Plantas e Produtos

Vegetais Em Fitoterapia. Lisboa: Fundacéo Calouste Gulbenkian.

Proenca Da Cunha, A., Teixeira, F., Pereira Da Silva, A., & Rodrigues Roque, O. (2008).
Plantas na terapéutica: farmacologia e ensaios clinicos. Lisboa: Fundacdo Calouste

Gulbenkian.

Rajendran, P., Nandakumar, N., Rengarajan, T., Palaniswami, R., Gnanadhas, E. N.,
Lakshminarasaiah, U., Gopas, J. & Nishigaki, I. (2014). Antioxidants and human diseases.
Clinica Chimica Acta, 436(25), 332-347.

Ramkissoon, J., Mahomoodally, M., Ahmed, N., & Subratty, A. (2013). Antioxidant and anti-
glycation activities correlates with phenolic composition of tropical medicinal herbs. Asian
Pacific Journal of Tropical Medicine, 6(7), 561-569.

Raso, G. M., Meli, R., Di Carlo, G., Pacilio, M., & Di Carlo, R. (2001). Inhibition of inducible nitric
oxide synthase and cyclooxygenase-2 expression by flavonoids in macrophage J774A.1. Life
Sciences, 68(8), 921-931.

Reis, E. (2002). Estatistica descritiva. Lisboa: Edi¢bes Silabo.

Rocha, J. (2009). Avaliagdo da actividade anti-inflamatéria do &cido rosmarinico e de um
extracto de Rosmarinus officinalis. Tese de mestrado da Faculdade de Farméacia da

Universidade de Lisboa.

Rubio, L., Motilva, M.-J., & Romero, M.-P. (2013). Recent Advances in Biologically Active
Compounds in Herbs and Spices: A Review of the Most Effective Antioxidant and Anti-

Inflammatory Active Principles. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 53(9), 943—-953.

Sahin, F., Karaman, |., Giilliice, M., Ogiitcii, H., Sengul, M., Adiglizel, A., Oztirk, S. & Kotan, R.
(2003). Evaluation of antimicrobial activities of Satureja hortensis L.. Journal of
Ethnopharmacology, 87(1), 61-65.

Samaranayaka, A., & Li-Chan, E. (2011). Food-derived peptidic antioxidants: A review of their

production, assessment, and potential applications. Journal of Functional Foods, 3(4), 229-254.

63



Scalbert, A., & Williamson, G. (2000). Dietary Intake and Bioavailability of Polyphenols. The
Journal of Nutrition, 130(8), 2073S-2085S.

Sefidkon, F., Abbasi, K., & Khaniki, G. B. (2006). Influence of drying and extraction methods on
yield and chemical composition of the essential oil of Satureja hortensis. Food Chemistry, 99(1),
19-23.

Seifried, H., Anderson, D., Fisher, E., & Milner, J. (2007). A review of the interaction among
dietary antioxidants and reactive oxygen species. Journal of Nutritional Biochemistry, 18(9),
567-579.

Shah, M. A., Don Bosco, S. J., & Mir, S. A. (2014). Plant extracts as natural antioxidants in meat
and meat products. Meat Science, 98(1), 21-33.

Shahidi, F., & Zhong, Y. (2015). Measurement of antioxidant activity. Journal of Functional
Foods, doi: 10.1016/}.jff.2015.01.047, (in press).

Shan, B., Cai, Y.-Z., Brooks, J., & Corke, H. (2007). The in vitro antibacterial activity of dietary

spice and medicinal herb extracts. International Journal of Food Microbiology, 117(1), 112-119.

Shojaee-Aliabadi, S., Hosseini, H., Mohammadifar, M. A., Mohammadi, A., Ghasemlou, M.,
Ojagh, S. M., Hosseini, S. M. & Khaksar, R. (2013). Characterization of antioxidant-antimicrobial
k-carrageenan films containing Satureja hortensis essential oil. International Journal of

Biological Macromolecules, 52, 116— 124.

Sindhi, V., Gupta, V., Sharma, K., Bhatnagar, S., Kumari, R., & Dhaka, N. (2013). Potential
applications of antioxidants - A review. Journal of Pharmacy Research, 7(9), 828-835.

Singleton, V. L., Orthofer, R., & Lamuela-Raventds, R. M. (1999). Analysis of total phenols and
other oxidation substrates and antioxidants by means of folin-ciocalteu reagent. In P. Lester
(Ed), Methods in Enzymology, 299, 152-178: Academic Press.

Sorg, O. (2004). Oxidative stress: a theoretical model or a biological reality? C. R. Biologies,
327(7), 649-662.

Srinivasan, D., Nathan, S., Suresh, T., & Perumalsamy, P. (2001). Antimicrobial activity of
certain Indian medicinal plants used in folkloric medicine. Journal of Ethnopharmacology, 74(3),
217-220.

Tajkarimi, M., Ibrahim, S., & Cliver, D. (2010). Antimicrobial herb and spice compounds in food.
Food Control, 21(9), 1199-1218.

64



Uhlemann, A.-C., Otto, M., Lowy, F., & DelLeo, F. (2014). Evolution of community- and
healthcare-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Infection, Genetics and
Evolution, 21, 563-574.

Valentdo, P., Fernandes, E., Carvalho, F., Andrade, P., Seabra, R., & Bastos, M. (2001).
Antioxidant activity of Centaurium erythraea infusion evidenced by its superoxide radical
scavenging and xanthine oxidase inhibitory activity. Journal of Agriculture and Food Chemistry,
49(7), 3476-3479.

Valko, M., Leibfritz, D., Moncola, J., Cronin, M., Mazura, M., & Telser, J. (2007). Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The International
Journal of Biochemistry & Cell Biology , 39(1), 44-84.

Ward, P. (2010). Acute and Chronic Inflammation. In C. N. Serhan, P. A. Ward, & D. V. Gilroy

(Eds.), Fundamentals of Inflammation (pp. 1-16). Cambridge: Cambridge University Press.

Williamson, G., & Manach, C. (2005). Bioavailability and bioefficacy of polyphenols in humans.
Il. Review of 93 intervention studies. The American Journal of Clinical Nutrition, 81(1), 243S—
255S.

Wojdyto, A., Oszmianski, J., & Czeme, R. (2007). Antioxidant activity and phenolic compounds
in 32 selected herbs. Food Chemistry, 105(3), 940-949.

Zhang, C.-R., Dissanayake, A., Kevseroglu, K., & Nair, M. (2014). Evaluation of coriander spice

as a functional food by using in vitro bioassays. Food Chemistry, 167, 24-29.

Zheng, W., & Wang, S. (2001). Antioxidant activity and phenolic compounds in selected herbs.
Journal of Agriculture and Food Chemistry, 49(11), 5165-5170.

65



