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Resumo

O género Thymus L. é uma das plantas aromaticas e medicinais mais utilizadas em
todo o mundo, fundamentalmente devido aos seus oleos essenciais. De facto, a procura de
substancias naturais biologicamente ativas tem encorajado a utilizagdio de Oleos essenciais
por serem compostos de baixo peso molecular, biodegradaveis, capazes de atravessarem a
barreira hemato-encefilica, normalmente isentos de toxicidade e com propriedades
antioxidantes, anti-inflamatoérias e microbicidas.

Varias espécies de Thymus sao atualmente utilizadas em fitoterapia para a prevengao e
tratamento de diversas doengas, nomeadamente do foro respiratorio, gastrointestinal e
sistema nervoso. Além disso, sao utilizadas pelas suas caracteristicas odoriferas, como
condimento e na conservagao de alimentos. Uma ampla gama de propriedades bioldgicas e
terapéuticas foram relatados para este género.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito anti-inflamatério do
oleo essencial do taxon T. zygis subsp. sylvestris, uma planta de uso reconhecido na area
alimentar (condimentos).

O oleo essencial e os seus compostos principais (p-cimeno, timol e carvacrol,), foram
avaliados relativamente a sua atividade anti-inflamatoria, utilizando ensaios in vitro realizados
em linhas celulares preponderantes na resposta inflamatoria periférica e central (macroéfagos
e microglia, respetivamente), analisando simultaneamente a toxicidade celular.

Os resultados dos testes efetuados na linha celular de macrofagos (Raw 264.7)
evidenciaram a diminuigao da produgao do mediador proé-inflamatoério oxido nitrico (NO)
induzida pelo componente bacteriano lipopolissacarideo (LPS). O efeito anti-inflamatoério foi
observado para concentragoes do oleo isentas de citotoxicidade (0,64 e 0,32 pL/mL). Os
compostos principais p-cimeno, timol e carvacrol evidenciaram uma diminuigao da produgao
de NO para concentragoes que simultaneamente apresentaram elevada citotoxicidade. Os
resultados obtidos com o oleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris em células de microglia
(BV2) evidenciaram um decréscimo na produgao de NO para todas as concentragoes
testadas apesar de apenas as concentragoes de 0,16 e 0,08 pL/mL apresentaram um perfil
seguro e isento de toxicidade. Estes resultados sugerem que o T. zygis subsp. sylvestris
apresenta potencial terapéutico para o tratamento de doengas neurodegenerativas
associadas a um estado proé-inflamatério mediado pela ativagao da microglia. Os compostos
principais timol e carvacrol apresentaram efeito anti-inflamatorio para todas as
concentragoes testadas apesar de exibirem elevada citotoxicidade; o p-cimeno demonstrou

uma boa atividade anti-inflamatoéria nas concentragoes de 0,16 e 0,08 uL/mL.
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Com o objetivo de avaliar o perfil de seguranga toxicoldgica, o oleo essencial de T.

zygis subsp. sylvestris e os seus compostos maioritarios foram testados noutras linhas
celulares humanas, nomeadamente queratinocitos (HacaT), hepatocitos (HepG2) e células de
epitélio alveolar (A549).
O Odleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris nao apresentou citotoxicidade nas linhas de
queratindticos, hepatocitos e epitélio alveolar nas concentragoes de 0,16 e 0,08 uL/mL. Os
compostos maioritarios timol e carvacrol apresentaram citotoxicidade nos tipos celulares
referidos; o p-cimeno nao demonstrou citotoxidade nas concentragoes de 0,16 e 0,08
puL/mL.

Com este trabalho demonstrou-se que o 6leo essencial de T. zygis subsp. sylvestris e
um dos seus compostos, o p-cimeno representam uma fonte natural de novas moléculas
anti-inflamatorias que poderao ser utilizadas em estratégias terapéuticas inovadoras no

tratamento de patologias associadas a um componente inflamatorio.

Palavras-chave: Thymus zygis subsp. sylvestris, 6leo essencial, 6xido nitrico, citotoxicidade,

inflamacgao
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Abstract

The genus Thymus L. is one of the most aromatic and medicinal plants used
worldwide, mainly due to its essential oils. In fact, the search for biologically active natural
substances has encouraged the use of essential oils to be compounds of low molecular
weight, biodegradable, capable of crossing the blood-brain barrier, normally free of toxicity
and simultaneously presenting anti-inflammatory, antioxidant and microbicides properties.

Several species of Thymus are currently used in herbal medicine for the prevention
and treatment of various diseases, including disorders of the respiratory, gastrointestinal and
nervous system. Moreover, they are used by their scent features such as condiment and
food preservation. A wide range of biological and therapeutic properties have been reported
for this genus.

In this context, the present study aimed to evaluate the anti-inflammatory effect of
the essential oil of the taxon T. zygis subsp. sylvestris, a plant recognized for use in the food
area (condiments).

The essential oils and their major compounds (p-cymene, thymol and carvacrol) were
evaluated for their anti-inflammatory activity using in vitro assays performed in cell lines
prevalent in the peripheral and central inflammatory response (macrophages and microglia,
respectively) while analyzing their cellular toxicity.

The results of the tests performed on the macrophage cell line (RAW 264.7) showed a
decreased production of the pro-inflammatory mediator nitric oxide (NO) induced by the
bacterial component lipopolysaccharide (LPS). The anti-inflammatory effect was observed for
concentrations of the oil devoided of cytotoxicity (0.64 to 0.32 plL/mL). The main
compounds p-cymene thymol and carvacrol showed a decreased production of NO at
concentrations that simultaneously exhibited high cytotoxicity. The results obtained from
the essential oil of T. zygis subsp. sylvestris in microglial cells (BV2) showed a decrease in NO
production for all concentrations tested, although only the concentrations of 0.16 to 0.08
ML/mL had a safe toxicity profile. These results suggest that T. zygis subsp. sylvestris has
therapeutic potential for the treatment of neurodegenerative diseases associated with a pro-
inflammatory condition mediated by activation of microglia. The main compounds thymol
and carvacrol showed anti-inflammatory effect at all concentrations tested although they
exhibit high cytotoxicity; p-cymene showed good anti-inflammatory activity in concentrations

of 0.16 to 0.08 uL/mL.
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Aiming to evaluate the toxicological safety profile of the essential oil of T. zygis subsp.
sylvestris and its major compounds, their effects were also tested on other human cell lines,
in particular keratinocytes (HaCaT), hepatocyte (HepG2) and alveolar epithelial cells (A549).
The essential oil of T. zygis subsp. sylvestris showed no cytotoxicity in keratinocytes,
hepatocytes and alveolar epithelium for the concentrations 0.16 and 0.08 pL/mL. The
compounds thymol and carvacrol showed cytotoxicity in these cell types; p-cymene showed
no cytotoxicity at the concentrations 0.16 and 0.08 pL/mL.

Taken together, these results demonstrated that the essential oil of T. zygis subsp.
sylvestris and p-cymene represent a natural source of new anti-inflammatory molecules, which
can be used for innovative therapeutic strategies in the treatment of disorders presenting an

inflammatory status.

Keywords: Thymus zygis subsp. sylvestris, essential oil, nitric oxide, cytotoxicity, inflammation
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I-Introducdo

I. Plantas aromaticas e medicinais

As plantas representam uma fonte importante de produtos bioativos para a
Humanidade e o uso de produtos naturais com propriedades medicamentosas € tao antigo
como a civilizagado humana. Por muito tempo, produtos minerais, vegetais e animais foram os
Unicos recursos para o alivio de enfermidades (Adams et al., 2009; Proenga da Cunha et al.,
2010; Rates, 2001).

Nas ultimas décadas a ciéncia tem vindo a validar praticas de medicina tradicional e a
reforgar esse conhecimento, pela identificagdo dos compostos ativos e dos respetivos
mecanismos de agao (Proenga da Cunha et al, 2010). Com o aparecimento crescente de
novas ameagas a saude publica e dada a toxicidade associada ao uso indiscriminado de
farmacos sintéticos tem havido um aumento de interesse pela utilizagdio de plantas e
produtos derivados de plantas (Elless et al., 2000). Os produtos naturais e seus derivados
estao na base do desenvolvimento de mais de 50% dos farmacos atualmente disponiveis, e as
plantas contribuem com 25% desse total (Garcia & Solis, 2007; Gurib-Fakim, 2006).

Diversas areas relacionadas com as plantas medicinais e outros produtos naturais sao
das que mais crescem a nivel mundial (Ameh et al, 2010), pelo que é muito importante
impulsionar estudos nesta area.

As plantas produzem metabolitos primarios, responsaveis pela produgao de agucares,
lipidos, proteinas e acidos nucleicos, que desempenham fungoes metabdlicas essenciais nas
plantas (Croteau et al., 2000; Svoboda & Svoboda, 2000; Zwenger & Basu, 2008). Além disso
produzem metabolitos secundarios, que incluem uma grande diversidade de classes de
compostos. Estes compostos desempenham importantes fungoes ecoldgicas de comunicagao
ou defesa, nomeadamente, em resposta a condigoes de stresse, a ataques de herbivoros e de
diversos predadores, na atragao de polinizadores e na prevengao de doengas, auxiliando,
assim, a sobrevivéncia das espécies (Svoboda & Svoboda, 2000; Trapp & Croteau, 2001).

As plantas aromaticas e medicinais apresentam inumeras potencialidades gragas as
diversas atividades bioldgicas conferidas pelos seus metabolitos. Os 6leos essenciais sao um
exemplo de metabolitos produzidos com uma vasta utilizagdo (Proenga da Cunha et al,
2012). Devido as suas diversas aplicagoes, os oleos essenciais sao cada vez mais populares e

interessantes a nivel cientifico (Sadeghi et al., 2013).



I-Introducdo

2. Oleos essenciais

2.1. Caracteristicas, composicao e biossintese

O termo O6leo essencial parece proceder da alquimia, praticada na ldade Média. A
palavra oleo indica insolubilidade em agua, e solubilidade em solventes organicos e gorduras
(Proenga da Cunha et al, 2012; Simoes et al., 1999). O qualificativo “essencial” resulta do
“destilado” ter sido considerado um produto ativo e essencial da planta (Morales, 1986).

Os 6leos essenciais sao normalmente misturas complexas e singulares de compostos
volateis aromaticos resultantes do metabolismo secundario das plantas (Bakkali et al., 2008).
Sao caracterizados pelo seu aspeto oleoso, por possuirem um forte odor, por serem
raramente coloridos e, em geral, possuirem uma densidade menor que a da agua (Miguel,
2010; Simoes et al., 1999).

Ocorrendo naturalmente nas plantas aromaticas, os oleos essenciais tornam estas
espécies muito valiosas. As principais familias produtoras de 6leos essenciais sao as Apiaceae,
Asteraceae, Geraniaceae, Lamiaceae, Pinaceae, Rutaceae, e Verbenaceae (Antunes et al., 2004;
Figueiredo et al., 2007).

Extraidos a partir de diversos orgaos da planta (flores, folhas, sementes, cascas,
madeira, frutos e raizes) (Proenga da Cunha et al, 2012), os oleos essenciais sao produzidos
maioritariamente em células secretoras, bolsas, canais, células epidérmicas ou tricomas
glandulares (Bakkali et al., 2008; Burt, 2004). Os oleos essenciais conferem importantes
caracteristicas as plantas que os produzem, sendo muito utilizados nas industrias alimentar,
cosmética e farmacéutica (Burt, 2004; Edris, 2007).

A composicao e rendimento dos 6leos essenciais nas plantas depende nao sé da
diversidade genética mas também de outros fatores conhecidos por influenciar o seu
rendimento e composi¢ao. Entre estes fatores estao, a evolugao das espécies, variagoes
fisiologicas, condigoes ambientais e variagoes geografica (Figueiredo et al., 2007).

Constituidos, muitas vezes, por varias dezenas de compostos em diferentes
concentragoes, nos Oleos essenciais predominam os compostos terpénicos e/ou
fenilpropanodides (Tappin et al, 2004). Biogeneticamente, os terpenodides e fenilpropanoides
tém diferentes precursores metabodlicos e sao gerados por meio de diferentes vias
biossintéticas. As vias envolvidas nos terpendides sao a do mevalonato e a via independente
de mevalonato, enquanto que os fenilpropandides sao originados através da via do
chiquimato (Dewick, 2002; Tolonen, 2003).

Frequentemente sujeitos a fatores abioticos, os compostos terpénicos volateis sao os

mais frequentes nos oOleos essenciais (Lima et al, 2003), sendo os monoterpenos e
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sesquiterpenos os que ocorrem com mais frequéncia nos oleos essenciais (Bakkali et al.,
2008). Estes sao responsaveis pelas propriedades odoriferas, pelas caracteristicas
farmacologicas, relacionadas com a atividade da planta aromatica de onde provem, e pelos
produtos aromaticos industriais deles obtidos (Proenga da Cunha et al,, 2012).

Os compostos terpénicos sao a maior e mais diversificada familia de produtos
naturais (Croteau et al., 2000), agrupando-se de acordo com a fusao sucessiva de unidades
ramificadas em cinco carbonos (C5) com base no esqueleto de isopreno, podendo ser
classificados em: hemiterpenos (C5) monoterpenos (C10), sesquiterpenos (CI5), diterpenos
(C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (Dubey et
al, 2003). Os terpenos de baixo peso molecular que sao frequentes nos oleos essenciais
podem ser aciclicos, monociclicos, biciclicos e irregulares. Para além destes terpenos sao
também frequentes nos 6leos essenciais fenilpropanoides e, por vezes acidos organicos de
baixo peso molecular (Simoes et al., 1999).

A biossintese dos compostos terpénicos (Fig. 1) inicia-se com a condensagao de dois
compostos com cinco atomos de carbono, o pirofosfato de isopentenilo (PPl) e o seu
isdmero, o pirofosfato de dimetilallo (PPDMA), que sao produtos da via do acetato-
mevalonato (McGarvey & Croteau, 1995; Proenga da Cunha et al,, 2010). Esta condensagao
origina um composto intermediario em C10, o pirofosfato de geranilo, percussor imediato
dos monoterpenos. O pirofosfato de geranilo, por sua vez, pode condensar com outra
unidade de PPl e formar um novo intermediario em CI5, o pirofosfato de farnesilo,
precursor dos sesquiterpenos. Uma nova condensagao do intermediario em CI5 com o PPI
vai originar o pirofosfato de geranilgeranilo, precursor dos diterpenos, terpendides em C20,
sendo estes ultimos menos frequente nos oleos essenciais, principalmente nos que sao

isolados por destilagao (McGarvey & Croteau, 1995; Proenga da Cunha et al,, 2010).
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Figura | - Biossintese dos compostos terpénicos

Fonte: Adaptado de McGarvey & Croteau, 1995.

2.2. Métodos de extracao

O termo “Oleo essencial” esta definido para os produtos que se obtém
exclusivamente por destilagaio da matéria vegetal, com ou sem vapor de agua, ou por
processos mecanicos, a partir do epicarpo de frutos de espécies do género Citrus. A
destilagao e a expressao sao os processos de obtengao industrial de 6leos essenciais (Baser
& Demirci, 2007; Figueiredo, et al., 2007; Miguel, 2010; Proenga da Cunha et al.,, 2007).

A destilagao proporciona a extragao dos compostos volateis sem arrastamento de
produtos fixos, utilizando agua e/ou o vapor de agua para facilitar a libertagao dos 6leos
essenciais das células ou das estruturas vegetais onde se acumulam. O vapor de agua arrasta
os compostos volateis que, apds condensagao, vao constituir uma fase oleosa imiscivel com a
agua, o 6leo essencial. Existem trés tipos de técnicas de destilagao: a hidrodestilagao, a
destilagao em agua com arrastamento de vapor e a destilagao por arrastamento de vapor. A

hidrodestilagao € a técnica usada pela maioria dos investigadores e também pelas industrias
5
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de menores dimensoes, por requerer destiladores mais simples (Proenga da Cunha et al,
2010). Esta técnica tem a vantagem de apenas arrastar substancias volateis, de ser simples e
barata (Lawrence, 1995). A determinagao do teor em oleos essenciais € efetuado num
aparelho especial (aparelho de Clevenger modificado (Fig.2), de acordo com o procedimento

descrito na Farmacopeia Portuguesa, 2005.

Figura 2 - Aparelho de Clevenger



I-Introducdo

2.3. Importancia Econémica

A nivel mundial, o valor econdémico das plantas aromaticas, reflete-se particularmente
sobre os oleos essenciais deles obtidos. A terapéutica, principalmente a nivel da fitoterapia,
usa um grande nimero de plantas aromaticas nos cuidados primarios de saude (Proenga da
Cunha et al, 2010).

Os oleos essenciais tem diversas utilizagdes na industria alimentar e de bebidas,
como aditivos naturais, para melhorar certas carateristicas dos alimentos. Sao também
utilizados na industria de perfumes, de saboaria e de cosméticos, pois encontram nos 6leos
essenciais os aromas que valorizam o seu produto. De uso mais recente e restrito encontra-
se a utilizagao de oleos essenciais na industria de alimentos compostos para animais, onde
sao incluidos, como aromatizantes, contribuindo para a aceitabilidade do alimento composto,
quer como modificadores de fungoes fisiologicas. Na agricultura os oleos essenciais sao
utilizados, como repelentes de insetos, inseticidas ou moluscicidas. Em Farmacia, sao cada
vez mais utilizados como adjuvantes corretivos de sabor e odor em medicamentos
destinados a administragao por via oral, ou ainda como aromatizantes em medicamentos
para a aplicagao sobre a pele e mucosas (Proenga da Cunha et al., 2010).

O conhecimento prévio das condigoes de cultivo é fundamental, para garantir o
aumento ou manutengao do rendimento e da produgao dos componentes dos oOleos
essenciais de importancia economica reconhecida. O valor de mercado do 6leo essencial é
determinado pela sua qualidade, que depende diretamente da composi¢ao, maioritariamente
rica em terpenos. A identificagdio de quimiotipos deve ser considerado, sendo muito
importante para a manutengao da qualidade, planeamento de cultivos e obtengao de
fitofarmacos (Lima et al., 2003).

Estima-se que a produgao mundial dos Oleos essenciais seja superior a 42.000
toneladas (Figueiredo et al. 2007), sendo que uma grande parte provém de plantas
espontaneas. Esta situagdo tem consequéncias negativas, como a ameaga de algumas
populagoes e habitats de plantas medicinais e aromaticas, uma vez que a colheita nem
sempre ¢ feita de forma sustentavel, e algumas espécies sao endemismos, por vezes com
nichos ecoldgicos muito vulneraveis (Figueiredo et al., 2007). Assim, a cultura de plantas
aromaticas e medicinais deve ser incentivada e processada de acordo com as boas praticas

de cultura, colheita e conservagao para que se possam obter produtos finais de qualidade.
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2.4. Atividades biologicas

O uso de plantas medicinais, ou extratos dos mesmos, tem sido tradicionalmente
praticado em todo o mundo na prevengao e tratamento de diversas doengas cronicas,
nomeadamente doengas cardiovasculares, inflamatorias, intestinais, artrite, diabetes, alergias,
esclerose multipla e ainda doengas neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer (Juhas

et al., 2008).

As plantas aromaticas e medicinais, nomeadamente os seus Oleos essenciais,
apresentam inumeras potencialidades, e sao diversas as atividades biologicas que lhes sao
atribuidas, tais como: antioxidantes, bactericidas, fungicidas, antivirais, antiparasitarias,
inseticidas, anti-inflamatorias, sendo a atividade antioxidante e anti-inflamatoria de grande
interesse para as industrias alimentar, cosmética e farmacéutica (Bakkali et al., 2008; Edris,
2007; Inouye et al., 2001; Miguel, 2010; Zuzarte et al, 2011). Os oleos essenciais e seus
constituintes aplicam-se a nivel da saude humana e animal, pelas suas propriedades com
interesse terapéutico, resultantes da agdo de algum dos seus multiplos constituintes ou
sinergismos entres varios deles (Proenga da Cunha et al, 2010). Com efeito, muitas vezes a
bioatividade dos 6leos essenciais € devida, nao apenas a um componente, mas sim a agao

combinada dos seus diversos constituintes.

A atividade antimicrobiana € uma das mais estudadas e reportada para os O6leos
essenciais. Esta atividade esta, geralmente, associada a presenga de pequenas moléculas
oxigenadas, capazes de estabelecer pontes de hidrogénio, exemplos do timol, do carvacrol,
do eugenol, do lianalol, do geraniol, ou do geranial. Geralmente atuam por modificagdes da
membrana externa dos microrganismos e por inibicao de enzimas da cadeia respiratoria,
comprometendo o equilibrio energético da célula (Proenga da Cunha et al., 2012).

A eficacia na inibicao do desenvolvimento de bactérias Gram positivas e Gram
negativas, de leveduras e fungos filamentosos, incluindo por vezes estirpes usualmente
resistentes aos antibioticos convencionais, por alguns 6leos de algumas espécies (exemplo de
Foeniculum vulgare, Mentha piperita, Thymus vulgaris) tem motivado o interesse para a avaliagao
e caracterizagao da atividade antimicrobiana de dleos essenciais (Cowan, 1999).

Reichling et al., (2009) compilou os resultados mais importantes sobre as
propriedades antibacterianas e antivirais de oleos essenciais publicados na ultima década.
Nesta revisao, os Oleos essenciais mostraram-se eficazes contra bactérias do trato

respiratorio. Além disso, os 6leos essenciais também revelaram ser eficientes na inibicao do
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crescimento e redugao do numero de outras baterias altamente patogénicas, tais como
Salmonella spp, E. coli O157:H7 e Listeria monocytogenes (Burt, 2004).

Muitas plantas aromaticas usadas na medicina tradicional nunca foram caracterizadas
relativamente a sua composi¢ao quimica nem sujeitas a avaliagoes cientificas das suas
atividades bioldgicas, pelo que se torna crucial investir nesta area de conhecimento de modo
a que essas plantas possam ser utilizadas tendo por base critérios de qualidade, eficacia e

segurancga.

2.4.1. Atividade anti-inflamatoria e antioxidante

A inflamagao é uma resposta bioldgica complexa do hospedeiro contra agentes
agressivos, tais como agentes patogeénicos, irritantes, ou células danificadas. Pode ser
classificada como aguda ou croénica e envolve uma cascata de eventos bioquimicos que
constituem o sistema vascular local, o sistema imunologico, e diferentes tipos de células
encontradas no tecido lesionado. A inflamagao aguda é a resposta inicial e é caracterizada
pelo recrutamento e ativagao de células do sistema imune inato, tais como neutrdfilos e
monocitos, do sangue para os tecidos lesionados. A inflamagao cronica, por sua vez, refere-
se a uma mudanga progressiva no tipo de células presentes no local da reagao inflamatéria e
caracteriza-se pela destruigao e posterior cicatrizagao do tecido lesionado (Ferrero-Miliani et
al.,, 2007).

Independentemente do fator desencadeante, os mecanismos envolvidos no processo
inflamatorio sao comuns a todos os sinais padrao e de inflamagao, e sao expressos por um
aumento do fluxo de sangue, elevado metabolismo celular, vasodilatagao, libertagao de
mediadores soluveis, extravasamento de fluidos e influxo celular (Ferrero-Miliani et al.,
2007).

O fator de transcricao nuclear kappa B (NF-kB) é altamente ativo em locais de
inflamagao em diversas patologias e pode induzir a transcricao de citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas, isoforma indutivel da sintase do 6xido nitrico (iNOS) e cicloxigenase-2 (COX-
2) (Tak & Firestein, 2001).

O aumento da expressao de diversas citocinas, tais como o fator de necrose tumoral
(TNF-a), interleucina (IL)-1B e IL-6, facilitam a migragao de leucocitos para o local da
inflamagao. A produgao destas citocinas pro-inflamatérias pode ser induzida por
lipopolissacarideo (LPS), que esta localizada na parede celular de bactérias Gram-negativas,
capazes de ativar macrofagos que libertam mediadores inflamatorios, incluido o oxido nitrico
(NO), exercendo fungoes regulatdrias a fim de restaurar a homeostase do tecido (Silveira e

Saetal, 2014).
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As doengas neurodegenerativas (por exemplo, doenca de Alzheimer e doenga de
Parkinson) envolvem respostas neuro-inflamatoérias mediadas pela microglia, que podem ser
ativadas por fatores enddgenos e estimulos ambientais, tais como LPS, levando a ativagao de
fatores de transcrigao, nomeadamente o NF-kB e como consequéncia, a expressao de genes
pro-inflamatodrios (Silveira e Sa et al., 2014).

Neste sentido a utilizagao de farmacos anti-inflamatorios constitui uma ferramenta
eficaz na prevengao ou tratamento de doengas associadas a um componente inflamatorio.
Neste contexto, as plantas medicinais e seus metabolitos sao muito utilizados na medicina
popular para o tratamento de diferentes condigoes inflamatorias (Silveira e Sa et al., 2013). A
titulo de exemplo referem-se os oleos essenciais do eucalipto, rosmaninho, lavanda,
milefolio, juntamente com outras plantas (pinho, cravo e mirra) que tém sido utilizados em
formulagoes mistas como agentes anti-inflamatérios (Darshan & Doreswamy, 2004). O dleo
essencial de camomila foi utilizado durante séculos como um anti-inflamatério e também

para aliviar os sintomas associados ao eczema, dermatite e outras irritagoes cutianeas

(Kamatou & Viljoen, 2010).

A atividade antioxidante dos oleos essenciais € também uma das suas atividades
biologicas de grande interesse, uma vez que os Oleos essenciais podem ser Uuteis na
preservagao de alimentos contra os efeitos toxicos dos oxidantes (Maestri et al, 2006).
Além disso, os oleos essenciais sao também competentes na eliminagao de radicais livres,
desempenhando um papel importante na prevengao de doengas, tais como, a disfungao
cerebral, cancro, doengas do coracao e o declinio do sistema imunoldgico. Evidéncias
cientificas crescentes sugerem que estas patologias podem resultar de danos celulares
causados pelos radicais livres (Aruoma, 1998; Kamatou & Viljoen, 2010).

Se os oleos essenciais sao capazes de eliminar alguns radicais livres, eles também
podem atuar como agentes anti-inflamatorios, uma vez que a resposta inflamatoria esta
associada ao poder oxidativo que ocorre em diversas células (mondcitos, neutrofilos,
eosindfilos e macrofagos). A atividade anti-inflamatéria dos oleos essenciais pode ser
atribuida nao apenas a sua atividade antioxidante, mas também as suas interagoes com
cascatas de sinalizagao intracelular que envolvem a ativagao de fatores de transcricao com
consequente aumento da expressao de genes pro-inflamatérios, nomeadamente citocinas
(Miguel, 2010).

Na busca continua de novos produtos naturais anti-inflamatorios, os 6leos essenciais
e os seus compostos isolados sao cada vez mais referidos como uma fonte rica em tais

compostos bioativos (Silveira e Sa et al,, 2013).
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3. Género Thymus L.

A designagao tomilho inclui as plantas pertencentes ao género Thymus L. e ainda a
espécie Thymbra capitata (L.) Cav. que alguns autores incluiram em Thymus, pela sua
semelhanga com as plantas deste género (Salgueiro, 1994). De acordo com a Farmacopeia
Portuguesa o farmaco tomilho é constituido pelas folhas inteiras, destacadas dos ramos,
previamente secos, de Thymus vulgaris L., ou de T. zygis Loefl. ex L., ou a mistura das duas
espécies (Proenga da Cunha et al., 2010).

Os tomilhos (Thymus sp.), pertencem a familia Lamiaceae. Esta familia consiste em
aproximadamente 3500 espécies que sao nativas principalmente na area do Mediterraneo,
embora algumas tenham origem na Australia, no Sudoeste da Asia e na América do Sul
(Mariutti & Bragagnol, 2007). Sao ainda exemplos desta familia as espécies de alecrim
(Rosmarinus sp.), salvia (Salvia sp.), oregao (Origanum sp.), manjericao (Ocimum sp.),
manjerona (Marjorana sp.), menta (Mentha sp.), segurelha (Satureja sp.), entre outras, as quais
tém sido estudadas particularmente devido as suas propriedades biologicas (Naghibi et al.
2005). Na familia das Labiadas ou Lamiaceae, o 6leo essencial predomina nas partes aéreas
floridas da planta (Proenga da Cunha et al., 2007).

De acordo com (Morales, 1986), que estudou o género Thymus na Peninsula Ibérica,
considera-se sete secgoes no género Thymus, ocorrendo em Portugal apenas cinco: sect.
Mastichina (Mill.) Benth., sect. Micantes Velen., sect. Pseudothymbra Benth., sect. Thymus subsect.
Thymus, sect. Thymus subsect. Thymastra R. Morales, sect. Serpyllum (Mill.) Benth. subsect.
Alternantes klover, sect. Serpyllum subsect. Pseudomarginari (H. Braun & Borbas) Jalas.

Das onze espécies que ocorrem em Portugal algumas apresentam polimorfismo
morfologico, sendo possivel considerar nessas espécies taxa infra-especificos com areas
fitogeograficas diferentes. Assim, consideram-se no total catorze taxa portugueses: T.
mastichina (L.) L. subsp. mastichina; T. mastichina (L.) L. subsp. donyanae R. Morales; T. albicans
Hoffmanns & Link; T. caespititius Brot; T. lotocephalus G. Lopez & R. Morales; T. villosus L. subsp.
villosus; T. villosus L. subsp. lusitanicus (Boiss.) Coutinho; T. carnosus Boiss; T. zygis Loefl. ex L.
subsp. zygis, T. zygis Loefl ex L. subsp. sylvestris (Hoffmanns. & Link) Brot. ex Coutinho; T.
capitellatus Hoffmanns. & Link; T. camphoratus Hoffmanns. & Link; T. pulegioides L.; T. praecox
Opiz subsp. ligusticus ( Brig.) Paiva & Salgueiro. Deste Ultimo taxon s6 se conhece material da

colheita original (Salgueiro, 2007).
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3.1. Thymus zygis L.

Subarbusto até 30 cm, ereto ou prostrado e radicante. Caules eretos ou ascendentes.
Folhas 4,5-10x0,5-1mm, lineares, com margem revoluta, ciladas na base, esparsamente
pubescentes na pagina superior, pubescentes na inferior. Inflorescéncias espiciformes com
verticilastros afastados, os apicais por vezes mais aproximados. Bracteas 4,5-10x0,7-1,2 mm;
semelhantes as folhas. Calice 2,5-5mm longo; tubo pubescente; dentes superiores tao
compridos como largos, nao cilados. Corola até 6 mm longa, esbranquicada a rosada; labio
superior + emarginado (Salgueiro, 1994).

T. zygis vegeta nos paises ao redor do Mar Mediterraneo e é muito bem difundido em
Portugal e Espanha. Este taxon apresenta 3 subespécies (Morales, 1986).

Em Portugal Continental, apresentando duas subespécies a zygis e a sylvestris
(Hoffmanns & Link) Brot. Ex Coutinho (Proenga da Cunha, et al,, 201 1). Em Espanha em vez
da subespécie zygis, € possivel encontrar a subespécie gracillis (Morales, 1986). Este trabalho

concentra-se no estudo da espécie T. zygis subsp. sylvestris.

3.1.1. Thymus zygis subsp. zygis

T. zygis subsp. zygis (Fig. 3), conhecido vulgarmente por serpao-do-monte, tomilhinha,
€ um subarbusto até 20 cm, * decumbente ou radicante; esparsamente pubescente, com
pelos curtos, <0,2 mm longos. Folhas 5,5-8,5x0,5-1mm. Calice 3-4 mm longos; tubo [,5-2
mm, pubescente. Corola até 4 mm longa, branca ou creme (Fig. 4) (Morales, et al., 2010;
Salgueiro, 1994).

Desenvolve-se bem sobre calcarios, margas, granitos. Areias, serpentinitos e Xxistos,
formando por vezes grandes manchas. Este taxon suporta bem as baixas temperaturas, mas
tem menor resisténcia a seca que a subespécie sylvestris. Floresce normalmente de Maio a
Julho. E um endemismo das regides interiores do Norte da Peninsula Ibérica. Em Portugal,
esta muito bem difundido em Tras-os-Montes (Fig. 5), onde forma amplas manchas

(Salgueiro, 1994).
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Figura 4 - T. zygis subsp. zygis: a) folha; b) inflorescéncia; c) flor; d) calice

(adaptado de Morales, et al., 2010)
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Figura 5 - Ocorréncia em Portugal de T. zygis subsp. zygis
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3.1.2. Thymus zygis subsp. sylvestris

T. zygis subsp. sylvestris (Fig.6), conhecido vulgarmente por erva-de-Santa-Maria,
marganica, margacinha, sargacinha, erva-santa, erva-das-azeitonas, serpio, tomilho-branco. E
um subarbusto até 25-30 cm. Caules eretos ou radicantes, densamente pubescentes,
normalmente com pélos > 0,2mm longos. Folhas 6-9x0,6-Imm. Cailice 3,5-5,5 mm longo;
tubo com 2 mm longo, pubescente. Corola 4-6 mm longa; branca ou rosada (Fig.7) (Morales
et al., 2010; Salgueiro, 1994).

Planta preferencialmente basofila, encontrando-se predominantemente sobre
calcarios, em sitios secos, descampados e pedregosos. Floresce normalmente de Abril a
Junho. E um endemismo da regiio centro e sul da Peninsula ibérica. Em Portugal encontra-se
muito bem distribuida na zona centro, formando grandes manchas (Fig.8). Esta subespécie é

muito dificil de distinguir morfologicamente da subespécie zygis (Salgueiro, 1994).

Figura 6 - T. zygis subsp. sylvestris. (adaptada de flora-on.pt)
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Figura 7 - T. zygis subsp.sylvestris : j) habito; k)folha; ) Inflorescéncia; m) flor; n) cilice

(adaptado de Morales, et al., 2010)
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Figura 8 - Ocorréncia em Portugal de T. zygis subsp. sylvestris
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4. Composicao do 6leo essencial de Thymus zygis
A identificagao dos constituintes dos Oleos essenciais é importante para a
compreensao e previsao dos respetivos efeitos fisiologicos. Por exemplo, os oleos essenciais

ricos em hidrocarbonetos sesquiterpénicos exibem, frequentemente, efeito anti-inflamatério

(Tappin et al., 2004).

Os resultados do estudo de um elevado numero de amostras individuais de T. zygis
subsp. zygis evidenciaram uma acentuada variabilidade infra-especifica no seio das populagoes
(Salgueiro, 1994), tendo sido possivel caracterizar quatro quimiotipos: timol, carvacrol,
acetato de geranilo/ geraniol e acetato de geranilo/ geraniol/ timol. Nos quimiotipos
fenolicos, o p-cimeno e o y-terpineno, percursores de timol e de carvacrol, estao sempre
presentes em teores significativos (Salgueiro, 2007).

De modo geral, estes resultados estao concordantes com os obtidos por outros
investigadores com plantas espanholas, com excegao do quimiotipo linalol que apenas foi
assinalado em Espanha (Saez, 1995). Em Portugal este quimiotipo é especifico da subespécie
sylvestris. Por outro lado, as populagoes espanholas que tem oleo essencial do tipo fendlico
apresentam, normalmente, teores mais elevados de timol e/ou carvacrol do que as
portuguesas do mesmo tipo (Salgueiro, 1994).

O T. zygis subsp. sylvestris é muito dificil de distinguir quimicamente da subespécie
zygis. Assim, apresenta os seguintes quimiotipos: timol, carvacrol, acetato de geranilo/
geraniol como a subespécie tipo, distinguindo-se desta apenas pelos quimiotipos ricos em
linalol e em 1,8-cineol, que podem ser considerados especificos da subespécie sylvestris

(Salgueiro, 1994).

O quadro | apresenta o resumo dos principais trabalhos realizados sobre a
composicao do 6leo de T. zygis, destacando os compostos maioritarios identificados,
podendo-se verificar que o T. zygis, assim como de um modo geral muitos outros tomilhos, é
um taxon com polimorfismo quimico, que se traduz em diversos quimiotipos. Ou seja, a
mesma espécie pode apresentar composicao quimica diferente, sobretudo a nivel
quantitativo, independentemente das condigoes ambientais e edaficas, estando relacionado
fundamentalmente com a parte genética da planta (Salgueiro, 1994). Assim, é muito
importante haver um controlo da planta em relagao a composicao do seu dleo essencial,
pois algumas nao satisfazem o teor de fenois exigido pelas Farmacopeias e as suas normas

nacionais e internacionais (Proenga da Cunha et al,, 2012).
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Quadro |- Revisao bibliografica

Origem

Taxon

Compostos principais

(Salgueiro, 1994), Portugal

(Saez, 1995), Espanha

(Moldao-Martins et al., 1999),
Portugal
(Moldao-Martins et al., 2000),
Portugal

(Pina-Vaz et al., 2004),
Portugal
(Martinez et al., 2006),

Espanha
(Rota et al., 2008), Espanha

(Gongalves et al., 2010),
Portugal
(Dandlen et al., 2011),

Portugal
(Salas et al., 2012), Espanha

(Ballester-Costa et al., 2013),

Espanha

T. zygis subsp

T. zygis subsp

T. zygis subsp.

T. zygis subsp.
T. zygis subsp.

T. zygis subsp.

T. zygis subsp.

T. zygis subsp.

T. zygis subsp.

T. zygis subsp.

T. zygis

T. zygis subsp

T. zygis

. Zygis

. sylvestris

sylvestris

gracillis

sylvestris

sylvestris

zygis

gracillis

gracillis

sylvestris

. gracillis

p-cimeno (5-30%), carvacrol (0,3-41%),
timol (0,2-34%), y-terpineno (1-24%),
acetato de geranil (0,1-44%), geraniol
(0,1-25%).

timol (4-25%), carvacrol (1-23%), p-
cimeno (10-22%), y-terpineno (4-17%),
linalool (3-30%), acetato de geraniol t-
(21%), geraniol t-(21%), 1,8-cineol (12%).

timol e linalol.

timol.
timol (21%), acetato de geranilo (17%),
geraniol (13%) e presenga de p-cimeno.

Hidrocarbonetos monoterpenos (29%),
fendis  terpénicos  (22%), alcoois
(21%),

(19%), sesquiterpenos (5%).

terpénicos ésteres terpénicos

timol (39,6) e p-cimeno (21,2%).

timol (62,1%), p-cimeno (17,03%).
timol (68,1%) , p-cimeno (I1,2%), c-
terpineno, (4,8%) e carvacrol (3,5%).
carvacrol (1,3-25,0%), timol (5,2-23,8%),
geraniol (0,1-19,8%),

Acetato de geranilo (0,5-20,8%) e linalol
(3,5-30,0%).

p-cimeno (24-40%), carvacrol (1-35%)
timol (1-24%)

p-cimeno, y-terpineno e timol.

timol (48,59%), p-cimeno (18,79%) e Y-
terpineno (8,31%).
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5. Atividades bioldgicas do género Thymus

O género Thymus esta entre as plantas aromaticas medicinais mais utilizadas em todo
o mundo, em parte devido aos seus Oleos essenciais (Stahl-Biskup & Saez, 2002).

Varias espécies de Thymus e os respetivos extratos, incluindo os 6leos essenciais, sao
atualmente utilizados contra uma diversidade de doengas (Folcara & Vanaclocha, 2000;
Vladimir-knzevic et al., 2014), devido a ampla gama de propriedades biolégicas e terapéuticas
que foram relatados para este género. Neste sentido, tém sido reportadas propriedades
antiespasmodicas, expetorantes, antissépticas que justificam a sua utilizagdo em diversas
afecoes respiratorias. As atividades anti-inflamatorias e antissépticas dos tomilhos
fundamentam o seu uso em estomatites e algumas afecoes do aparelho genital feminino.
Entre as varias atividades bioldgicas reportadas para o tomilho incluem-se ainda o efeito
estimulador de secregoes gastricas (Salgueiro, 2007), atividade antioxidante, inseticida,
antibacteriana, antifungica, antiviral (Figueiredo et al, 2008). Todas estas atividades estao
relacionadas com o elevado conteido de compostos fenodlicos, com especial enfase para o
timol e carvacrol (Karaman et al, 2001; Rasooli & Mirmostafa, 2003; Rota et al., 2008). Além
disso, os tomilhos sao utilizados para aplicagoes aromaticas, culinarias e na conservagao de
alimentos (Proencga da Cunha et al,, 201 I).

Rasooli & Mirmostafa (2003) verificaram que os compostos aromaticos, tais como o
carvacrol, timol (fendis), e p-cimeno contribuiam para mais de 75% da composicao quimica
do oleo de muitos tomilhos, como T. vulgaris e T. zygis, com fortes propriedades
antibacterianas. Esses resultados indiciam propriedades antibacterianas promissoras de
varios oleos essenciais de género Thymus.

As atividades de alguns 6leos de tomilhos portugueses foram testadas contra varias
estirpes de Candidas, Aspergillus e dermatéfitos, pela determinagao das concentragoes minimas
nomeadamente os quimiotipos timol e/ou carvacrol de T. zygis, T. pulegioides apresentavam
uma boa atividade antifungica (Gongalves et al., 2010; Pina-Vaz et al., 2004; Pinto et al., 2006).

Em relagao a atividade antioxidante, foi demonstrado que um suplemento dietético
de oleo essencial de tomilho poderia restaurar o equilibrio desfavoravel antioxidante/pro-
oxidante associado ao envelhecimento (Youdim & Deans, 1999).

Um estudo cientifico revelou que a administragao de uma combinagao de oleos
essenciais de tomilho (contendo p-cimeno, timol como principais componentes bioativos) e
oregao (contendo carvacrol como principal componente bioativo), em concentragoes

adequadas, pode reduzir a produgao de citocinas pro-inflamatorias e atenuar o grau de lesao
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do tecido inflamado do cdélon e assim melhorar a colite induzida pelo acido 2,4,6-
trinitrobenzeno sulfonico (TNBS) em ratos. Os autores sugerem que a combinagao de oleos
essenciais de tomilho e orégao apresenta potencial terapéutico como tratamento adicional
ou de apoio em inflamagdoes gastrointestinais. No entanto estes resultados foram
constatados para uma faixa bastante estreita de concentragoes dos dleos essenciais, o que
podera limitar o seu potencial terapéutico / preventivo (Bukovska et al., 2007).

O carvacrol e timol como principais compostos de diversos 6leos essenciais, incluido
do género Thymus, sao considerados potenciais farmacos para a doenga de Alzheimer,
al, 2008). O carvacrol é ainda descrito como anti-tumoral (Arunasree, 2010), anti-
inflamatorio (Fachini-Queiroz et al, 2012) e neuroprotetor sem afetar a seguranga e saude
humana (Yu et al, 2012). O timol como um dos componentes principais dos tomilhos em
conjugagao com outros compostos evidenciam uma boa atividade anti-inflamatoria (Miguel,
2010; Riella et al., 2012).

Um outro composto presente em alguns tomilhos, o borneol, foi também descrito
como possuindo propriedades anti-inflamatorias, uma vez que a sua utilizagio em
suplementos dietéticos demonstrou diminuir significativamente os niveis de citocinas pro-
inflamatorias de IL-IB e IL-6 em ratos. Sao relatadas outras propriedades do borneol
benéficas para a saude, incluindo antimicrobianas, analgésicas, anti-stresse (Chen et al., 2010;
Juhas et al., 2008), e de eliminagao de radicais (Saravanakumar et al., 2012).

O borneol podera ter efeito neuroprotetor contra a lesao induzida no cérebro por
isquemia/ reperfusao (Chen et al., 2010; Liu et al, 2011). Os mecanismos responsaveis por
esta atividade podem estar envolvidos com a redugao intracelular das espécies reativas de
oxigénio (ROS) e isoforma indutivel da sintase do oxido nitrico (iINOS), a inibigao de
libertagao do fator inflamatorio, a inibicao do fator nuclear de transcrigao kappa B (NF- kB)
e vias de transdugao do sinal, entre outros fatores que podem desempenhar um papel
significativo na neuroprotecgao do borneol (Liu et al, 2011). Saravanakumar et al., (2012),
demostraram ainda a capacidade do borneol exercer uma agao protetora sobre o
metabolismo hepatico.

De referir ainda que o oleo essencial de tomilho num estudo demonstrou uma boa
atividade anti-inflamatéria, em parte devido as elevadas concentragoes de carvacrol e timol
(Tsai et al., 2011). Vigo et al., (2004) demonstraram que o 6leo de tomilho inibiu a produgao

de NO em macrofagos; no entanto, sao escassos os estudos sobre a atividade anti-
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inflamatoria dos tomilhos (Ocana & Reglero, 2012), pelo que se torna crucial aprofundar os

mecanismos de agao responsaveis pela bioatividade dos mesmos.

6. Objetivos

O principal objetivo do presente trabalho consistiu na investigagao da bioatividade do
oleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris, de uso reconhecido na area alimentar
(condimentos). O oleo essencial, previamente caraterizado quimicamente, e os seus
compostos principais (p-cimeno timol e carvacrol) foram investigados em relagao a sua
atividade anti-inflamatoria, utilizando ensaios in vitro realizados em linhas celulares
preponderantes na resposta inflamatoria periférica e central (macréfagos (Raw 264.7) e
microglia (BV2), respetivamente), analisando simultaneamente a toxicidade celular do dleo
para concentragoes detentoras de bioatividade relevante. O perfil toxicologico do dleo
essencial de T. zygis subsp. sylvestris e dos seus compostos maioritarios foi ainda investigado
noutros tipos celulares humanas, nomeadamente queratinocitos (HacaT), hepatocitos
(HepG?2) e células de epitélio alveolar (A549).

A relevante bioatividade demonstrada pelo 6leo essencial de T. zygis subsp. sylvestris e
pelos seus compostos maioritarios, nomeadamente as suas propriedades anti-inflamatdrias
observadas para concentragoes isentas de citotoxicidade sustenta a sua possivel aplicagao

nas industrias farmacéutica, cosmética e/ou nutracéutica.
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I. Materiais e métodos

I.1. Material vegetal
Partes aéreas floridas de T. zygis subsp. sylvestris foram colhidas na Serra de Aire e
Candeeiros. Um exemplar testemunho foi depositado no Herbario de Plantas Medicinais,

Faculdade de Farmacia, Universidade de Coimbra.

1.2. Isolamento e analise do 6leo essencial

O oleo essencial foi isolado por hidrodestilagao durante 3 horas utilizando um
aparelho do tipo Clevenger, de acordo com o procedimento descrito na Farmacopeia
Europeia (Farmacopeia Portuguesa, 2005).

Estudos prévios realizados no Laboratorio de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia
da Universidade de Coimbra permitiram avaliar o perfil quimico dos oleos essenciais por
cromatografia gas-liquido e por cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria de
massa.

Na tabela |, encontra-se a informacgao relativa ao rendimento em o6leo essencial, os

principais compostos identificados na espécie em estudo e a sua proveniéncia.

Tabela | - Proveniéncia de T. zygis subsp. sylvestris, rendimento em 6leo essencial e compostos principais.

Espécie Rendimento Compostos principais Proveniéncia

p-cimeno: 22,1%
T. zygis subsp. cimol: 19.5% Serra de Aire e

sylvestris 1,2 % (p/v) Candeeiros
carvacrol: 15,9%

y-terpineno: 7,4%
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2. Avaliacao da atividade anti-inflamatoéria

2.1. Culturas celulares e materiais

A linha celular de macrofagos (Raw 264.7), obtida da American Tipe Culture Colection
(TIB-71), foi gentilmente cedida pela Doutora Otilia Vieira do Centro de Neurociéncias e
Biologia Celular da Universidade de Coimbra. As células foram cultivadas em Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), com 3,02 g/L de bicarbonato de soédio (Sgima), 100 U/mL de
penicilina (Sigma), 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma), suplementado com 10 % de soro
fetal bovino nao inativado, e mantidas a 37°C numa atmosfera humidificada de 95% de ar e
5% de CO,.

A linha celular de microglia (BV2) foi adquirida a Banca Biologica e Cell Fatory,
Centro di Risorse Biologiche, Genova. As células foram cultivadas em Roswell Park Memorial
Institute médium (RPMI), com 3,02 g/L de bicarbonato de sodio, 100 U/mL de penicilina, 100
pg/ml de estreptomicina, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, e mantidas
a 37°C numa atmosfera humidificada de 95% de ar e 5% de CO,.

A morfologia das células foi monitorizada regularmente por observagao ao
microscopio. As células foram utilizadas nos ensaios biologicos quando apresentavam 80-90%
de confluéncia. A viabilidade celular foi confirmada por contagem num hemocitometro

(camara de Neubauer) utilizando azul de tripano.

2.2. Producao de 6xido nitrico (NO)

A atividade anti-inflamatoéria do oleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris e dos seus
compostos principais: p-cimeno (The British drug house LTD), timol (The British drug house
LTD) e carvacrol (Eastman Organic chemicals), foi avaliada na linha celular macroéfagos (Raw
264.7) e de microglia (BV2).

A producao de oxido nitrico (NO) foi avaliada pela detegao da acumulagao de
nitritos nos sobrenadantes das culturas celulares, utilizando uma reagao colorimétrica com
recurso ao reagente de Griess (Cruz et al,, 2001; Green et al., 1982).

As células de macrofagos (Raw 264.7) e microglia (BV2) foram cultivadas em
microplacas de 48 pogcos (MW 48), numa concentragio de 0,6x10%0,3x10° por pogo
respetivamente, e deixadas a estabilizar durante 12 horas a 37°C com 5% de CO,. Apos 12
horas, o meio foi removido e foram adicionados 600 pL de meio de cultura aos pogos
controlo e 588 ul aos restantes pogos. O 6leo essencial e os compostos principais foram

solubilizados em DMSO e meio de cultura nas concentragoes de 0,08-0,64 pL/mL, dos quais
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|2 pL foram adicionados a cada pogo. Apds | hora, as células foram ativadas com |pug/mL de
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (serotipo 026:B6) durante 24 horas, nas condigoes
de cultura referidas.

Apos as 24 h, 170 pL de sobrenadante da cultura foram diluidos com igual volume de
reagente de Griess [preparado numa proporgao (l:1) de reagente A e reagente B, estaveis a
4°C, em que o reagente A é preparado com sulfanilamida a | % (m/v) em H,PO, a 5% (v/v)
em H,O mili-Q e o reagente B com N-(I-naftil) etilenodiamina a 0,1 % (m/v) em H,O mili-
Q)] numa microplaca Elisa de 96 pogos. A placa foi mantida ao abrigo da luz durante 30
minutos a temperatura ambiente. A absorvéncia foi lida a 550 nm num leitor automatico de
microplacas.

Foram realizadas trés ensaios independentes com o 6leo essencial de T. zygis subsp.
sylvestris e um ensaio com os seus compostos principais (p-cimeno, timol e carvacrol). Os
resultados foram expressos em percentagem de produgao de nitritos pelas células na

presenca de LPS.

3. Avaliacdo da citotoxicidade

3.1. Cultura celular e materiais

A linha celular de queratinocitos humanos (HaCaT), adquiridos a DKFZ (Heidelberg),
foi gentilmente cedida pela Doutora Eugénia Carvalho (Centro de Neurociéncias e Biologia
Celular, Universidade de Coimbra). Os queratindcitos foram cultivados em Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (alto teor de glucose), suplementado com 3,7 g/L de bicarbonato de
sodio, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 4 mM de glutamina, 10% de
soro fetal bovino inativado pelo calor, e mantidos a 37°C numa atmosfera humidificada de

95% de ar e 5% de CO,.

A linha celular de hepatécitos humanos (HepG2) foi adquirida a ATCC (numero:
77400) foi gentilmente fornecida pela Doutora Conceigao Pedroso Lima. Os hepatocitos
foram cultivados em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (baixo teor de glucose), suplementado
com [,5 g/L de bicarbonato de sédio, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina,
10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, e mantidos a 37°C numa atmosfera

humidificada de 95% de ar e 5% de CO,.

A linha celular de epitélio alveolar humano (A549) foi adquirida a ATCC (nimero
CCL-185). As células epiteliais alveolares foram cultivadas no mesmo meio utilizado para os

queratinocitos e acima referido.
26



II- Materiais e Métodos

A metodologia de cultura das linhas celulares de microglia (BV2) e de macrofagos

(Raw 264.7) foi anteriormente descrita na secgao 2.2.

Ao longo das experiéncias, as células foram monitorizadas por observagao ao

microscopio a fim de detetar qualquer alteragao morfologica.

3.2. Determinacao da viabilidade celular pelo ensaio de MTT

A viabilidade celular foi avaliada para o 6leo essencial de T. zygis subsp. sylvestris e
para os compostos principais do 6leo essencial, p-cimeno, timol e carvacrol, nas linhas
celulares de: macrofagos (Raw 264.7), microglia (BV2), queratinocitos (HaCaT), hepatdcitos
(HepG?2) e epitélio alveolar (A549).

A avaliacao da viabilidade celular foi realizada através de um ensaio colorimétrico
usando o composto 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil brometo de tetrazolico (MTT)
(Mosmann,1983). Neste método, a densidade otica da solugao contendo os cristais de
formazano  produzidos  por  células  metabolicamente  ativas foi = medido
espectrofotometricamente.

As linhas celulares de macrofagos (Raw 264.7), microglia (BV2), queratindcitos
(HaCaT), hepatocitos (HepG2) e epitélio alveolar (A549) foram cultivadas nas densidades de:
0.6x10°% 0,3x10°% 0,2x10%0,2x10%0,2x10° células por pogo, respetivamente. As células foram
cultivadas em microplacas de 48 pogos e incubadas num volume final de 600uL durante 12
horas, e foram posteriormente incubadas durante 24 horas com 12 pL das diferentes
concentragoes (0,08-0,64 pL/mL) do dleo essencial e dos seus principais compostos.

Apos 24h, adicionaram-se 60 pL de uma solugao de MTT (5 mg/mL em PBS), por
pogo, as células de queratindcitos (HaCaT), hepatocitos (Hep G2) e epitélio alveolar (A549)
e 43 pL as células de macrofagos (Raw 264.7) e microglia (BV2). As células foram incubadas a
37°C, numa atmosfera humidificada de 95% de ar e 5% de CO,. Os queratindcitos (HaCaT)
foram incubados durante 30 minutos; as células de microglia (BV2), macrofagos (Raw 264.7)
e hepatocitos (Hep G2) foram incubadas durante | hora e a linha celular de epitélio alveolar
(A549) durante 2 horas e 30 minutos. Apos estes tempos de incubagao com MTT, os
sobrenadantes foram rejeitados e adicionaram-se 300 pL de isopropanol acido (0,04 N HCI
em isopropanol) as céluas aderentes para solubilizar os cristais azuis de formazano. A
quantificagao de cristais de formazano foi realizada utilizando um leitor automatico de
microplacas ELISA, com um comprimento de onda de 570 nm e com um filtro de referéncia

de 620 nm.
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Foram realizadas trés ensaios independentes no 6leo essencial de T. zygis subsp.
sylvestris e um ensaio com os seus compostos principais (p-cimeno, timol e carvacrol). Os
resultados foram expressos em percentagem da redugao do MTT por células cultivadas com

meio de cultura (controlo).

4. Analise de dados

Os resultados foram expressos como médiatSEM (erro padrio da média) do
numero de experiencias indicadas. Para o tratamento estatistico dos resultados realizou-se
uma andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do poés teste de Dunnett’s, para
comparar o efeito das diferentes concentragoes de oleo essencial nas células estimuladas por
LPS com as células estimuladas apenas na presenca de LPS (nivel de significancia:
*#%p<0,001). Adicionalmente foi aplicado um test-t, para verificar se o LPS estimulou a
produgao de nitritos em comparagao com células cultivadas apenas na presen¢a de meio de
cultura (controlo) (nivel de significancia ***p<0,001). As analises estatisticas foram aplicadas

usando o programa GraphPadPrism, versao 5.02 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Ill- Resultados

I. Producao de 6xido nitrico
No presente trabalho avaliou-se o efeito anti-inflamatorio (inibicao da produgao de
NO) da amostra de 6leo de T. zygis subps. sylvestris e dos seus compostos principais, p-

cimeno, timol e carvacrol, sendo os resultados apresentado de seguida.

I.1. Efeito do 6leo essencial e dos seus compostos principais na
producdo de 6xido nitrico induzida por LPS em macréfagos (Raw

264.7)

O efeito do 6leo essencial na produgao de NO desencadeada por LPS foi avaliado na
linha celular de macrofagos (Raw 264.7). Apds a estimulagao com LPS na presenga das
quatro concentragoes do oleo essencial (Fig.9), a produgao de nitritos foi reduzida para:
42,67%12,24 (0,64 pL/mL), 62,67+10,84 (0,32 pL/mL), 91,67+2,03 (0,16 pL/mL) e 88,00+5,57

(0,08 pL/mL), relativamente a células cultivadas apenas na presenca de LPS.

1501

Producgao de nitritos

Figura 9 - Efeito do oleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris na inibicdo da produgao de nitritos em
macrofagos (Raw 264.7). Os macrofagos (0,6x 10 células/pogo) foram mantidos em meio de cultura (controlo),
ou estimulados com | pg/mL de LPS, ou cultivadas na presenca de LPS e de diferentes concentragoes de 6leo
essencial (0,64-0,08 pL/mL), durante 24h. Os resultados estio expressos em percentagem de produgao de
nitritos pelas células na presenca de LPS. Cada valor corresponde a média + SEM de trés experiéncias

independentes, realizadas em duplicado (***p <0,001, comparado com LPS).
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O efeito dos compostos principais de T. zygis subsp. sylvestris na produgao de NO
desencadeada por LPS foi avaliado na linha celular de macréfagos (Raw 264.7). Apos a
estimulagao com LPS na presenga das quatro concentragoes de p-cimeno, timol e carvacrol
(Tab.2), a produgao de nitritos foi reduzida para: 8,45 (0,64 pL/mL), 74,49 (0,32 pL/mL),
80,17 (0,16 pyL/mL), 92,57 (0,08 pL/mL), 8,03 (0,64 uL/mL), 8,25 (0,32 pL/mL), 8,74 (0,16
pL/mL), 27,77 (0,08 pL/mL) 1,00 (0,64 pL/mL), 1,00 (0,32 pL/mL), 45,00 (0,16 uL/mL), 63,00

(0,08 pL/mL), respetivamente.

Tabela 2 - Efeito do 6leo essencial e compostos principais de T. zygis subsp. sylvestris na inibicao da produgao

de nitritos em macroéfagos (Raw 264.7).

Oleo essencial

e compostos Concentracdo, média * SEM *
principais 0,64 pL/mL 0,32 pL/mL 0,16 pL/mL 0,08 pL/mL
Tzs 42,67+12,24%+* 62,67+10,84*** 91,67+2,03 88,00+5,57
p-cimeno 8,45 74,49 80,17 92,57
timol 8,03 8,25 8,74 27,77
carvacrol 1,00 1,00 45,00 63,00

Os resultados estiao expressos em percentagem de produgao de nitritos pelas células na presenga de LPS.
*SEM-erro padrio da média (os resultados referentes ao oleo essencial apresentam valores de SEM, os
resultados referentes aos compostos principais nao apresentam valores de SEM nem andlise estatistica uma vez
que foi apenas efetuado um ensaio para cada um deles), (*** p <0,001, comparado com LPS).

Tzs- Thymus zygis subsp. Sylvestris

1.2. Efeito do 6leo essencial e dos seus compostos principais na
producao de oxido nitrico induzida por LPS em células de
microglia (BV2)

O efeito do dleo essencial na produgao de NO desencadeada por LPS foi avaliado na
linha celular de microglia (BV2). Apds a estimulagio com LPS na presenga das quatro
concentragoes do 6leo essencial (Fig.10), a produgao de nitritos foi reduzida para: 221,19
(0,64 pL/mL), 24,34+1,26 (0,64 pL/mL), 26,71%1,64 (0,16 pL/mL) e 38,94+1,78 (0,08 pL/mL),

relativamente a células cultivadas apenas na presenga de LPS.

31



Ill- Resultados

1501
(7]
o
L
S
‘= » 100-
o
0
o [J]
0
Q
g 0\\0’ 50- *%%*
o Fkk - -
o
[ S
o
0

Figura 10 - Efeito do o6leo essencial de T. zygis subsp. sylvestris na inibigao da producio de nitritos em células
da microglia (BV2). As células de microglia (0,3x10° células/pogo) foram mantidas em meio de cultura
(controlo), ou estimuladas com | pg/mL de LPS, ou cultivadas na presenga de LPS e de diferentes
concentragoes de oleo essencial (0,64-0,08 plL/mL), durante 24h. Os resultados estio expressos em
percentagem de produgao de nitritos pelas células na presenga de LPS. Cada valor corresponde a média + SEM

de trés experiéncias independentes, realizadas em duplicado (*** p <0,001, comparado com LPS).

O efeito dos compostos principais de T. zygis subsp. sylvestris na produgao de NO
desencadeada por LPS foi avaliada na linha celular de microglia (BV2). Apos a estimulagao
com LPS na presenca das quatro concentragoes de p-cimeno, timol e carvacrol (Tab.3), a
produgao de nitritos foi reduzida para: 33,82 (0,64 pL/mL), 32,94 (0,32 pL/mL), 38,55 (0,16
puL/mL), 59,41 (0,08 pL/mL), 34,41 (0,64 pL/mL), 35,00 (0,32 pL/mL), 35,88 (0,16 pL/mL),
33,53 (0,08 pL/mL), 22,89 (0,64 pL/mL), 17,39 (0,32 pL/mL), 16,75 (0,16 pL/mL), 16,88 (0,08

pL/mL), respetivamente.
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Tabela 3 - Efeito do 6leo essencial e compostos principais de T. zygis subsp. sylvestris na inibicao da produgao

de nitritos em células de microglia (BV2).

Oleo essencial

e compostos Concentracdo, média * SEM *
principais 0,64 pL/mL 0,32 pL/mL 0,16 pL/mL 0,08 pL/mL
Tzs 22,00+ 1,03%** 24,34+0,96%** 26,72+ |,25%%* 38,94+ |,48%+*
p-cimeno 33,82 32,94 38,53 59,41
timol 34,41 35,00 35,88 33,53
carvacrol 22,89 17,39 16,75 16,88

Os resultados estdo expressos em percentagem de produgao de nitritos pelas células na presenga de LPS.
*SEM-erro padrio da média (os resultados referentes ao 6leo essencial apresentam valores de SEM, os
resultados referentes aos compostos principais nao apresentam valores de SEM nem anilise estatistica uma vez
que foi apenas efetuado um ensaio para cada um deles), (*** p <0,001, comparado com LPS).

Tzs- Thymus zygis subsp. sylvestris

2. Avaliacdao da viabilidade celular
Para avaliar a potencial atividade citotoxica do 6leo e dos compostos principais de T.
zygis subsp. sylvestris, realizou-se o ensaio de MTT nas linhas celulares de macrofagos (Raw
264.7), microglia (BV2), queratinocitos (HaCaT), hepatocitos (Hep G2) e epitélio alveolar
(A549).

2.1. Efeito do 6leo essencial e dos seus compostos principais na

viabilidade celular de macrofagos (Raw 264.7)

Como demonstrado na figura |1, o dleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris nao
apresentou citotoxidade significativa em macréfagos (Raw 264.7) para as concentragoes de
0,64 pL/mL (75,67+9,28), 0,32 pyL/mL (81,00+7,02), 0,16 pL/mL (82,00+7,51) e 0,08 pyL/mL
(121,3%1,75) (Fig.11). Contudo, os compostos principais do 6leo essencial p-cimeno, timol e

carvacrol revelaram citotoxicidade para todas as concentragoes testadas (Tab.4).
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Figura || - Efeito do o6leo essencial de T. zygis subsp. sylvestris na viabilidade celular de macréfagos (ensaio do

MTT). As células de macrofagos (Raw 264.7) foram expostas a diferentes concentragoes do oleo essencial
(0,64-0,08 pL/mL), durante 24h. Os resultados estao expressos em percentagem de redugao do MTT por
células cultivadas na presenca de meio de cultura (controlo). Cada valor corresponde a média + SEM de trés

experiéncias independentes, realizadas em duplicado.

Tabela 4 - Efeito do 6leo essencial e compostos principais de T. zygis subsp. sylvestris na viabilidade celular de

macrofagos (Raw 264.7) (ensaio do MTT).

Oleo essencial

e compostos Concentrac¢do, média * SEM*
principais 0,64 pL/mL 0,32 pL/mL 0,16 pL/mL 0,08 pL/mL
Tzs 75,67+9,28 81,00+7,02 82,00+7,51 121,3%1,75
p-cimeno 1,39 49,68 46,60 69,36
timol 0,25 0,63 0,57 41,30
carvacrol 2,00 1,00 36,00 73,00

Os resultados estao expressos em percentagem de reducao do MTT por células cultivadas na presenga de
meio de cultura (controlo). *SEM-erro padrio da média (os resultados referentes ao 6leo essencial apresentam
valores de SEM, os resultados referentes aos compostos principais nao apresentam valores de SEM nem analise
estatistica uma vez que foi apenas efetuado um ensaio para cada um deles).

Tzs- Thymus zygis subsp. sylvestris
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2.2. Efeito do dleo essencial e dos seus compostos principais na

viabilidade de microglia (BV2)

Como demonstrado na figura 12, o dleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris nao
apresentou citotoxidade significativa em células de microglia (BV2) para as concentragoes de
0,16 pL/mL (92,45%+1,28) e 0,08 pL/mL (96,98+0,24). As concentragoes de 0,64 pL/mL
(27,54%2,36) e 0,32 pL/mL (74,24+1,40) demonstraram citotoxicidade.

Os compostos principais do 6leo essencial timol e carvacrol revelaram citotoxicidade
em células de microglia (BV2), para todas as concentragoes testadas. O composto p-cimeno
nao apresentou citotoxicidade significativa para as concentragoes de 0,16 pL/mL (85,66) e

0,08 uL/mL (99,04) (Tab.5).
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Figura 12 - Efeito do dleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris na viabilidade celular de microglia (BV2) (ensaio
do MTT). Células de microglia (BV2) foram expostas a diferentes concentragées do 6leo essencial (0,64-0,08
pL/mL), durante 24h. Os resultados estao expressos em percentagem de redugio do MTT por células
cultivadas na presenga de meio de cultura (controlo). Cada valor corresponde a média + SEM de trés

experiéncias independentes, realizadas em duplicado (*** p <0,001, comparado com o controlo).
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Tabela 5 - Efeito do 6leo essencial e compostos principais de T. zygis subsp. sylvestris na viabilidade celular de

microglia (BV2) (ensaio do MTT).

Oleo essencial

e compostos Concentracdao, média £ SEM* (uL/mL)
principais 0,64 0,32 0,16 0,08
Tzs 27,5412 367+ 74,24% | 40%+* 92,45+1,28 96,98+0,24
p-cimeno 29,28 34,98 85,66 99,04
timol 0,74 0,63 1,21 4,93
carvacrol 3,48 6,89 7,74 7,96

Os resultados estao expressos em percentagem de redugao do MTT por células cultivadas na presenca de
meio de cultura (controlo). *SEM-erro padrio da média (os resultados referentes ao 6leo essencial apresentam
valores de SEM, os resultados referentes aos compostos principais nao apresentam valores de SEM nem analise
estatistica uma vez que foi apenas efetuado um ensaio para cada um deles), (*** p <0,001, comparado com o
controlo).

Tzs- Thymus zygis subsp. sylvestris

2.3. Efeito do dleo essencial e dos seus compostos principais na

viabilidade de queratinécitos (HaCaT)

Como demonstrado na figura 13, o dleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris nao
apresentou citotoxidade significativa em queratinocitos (HaCaT) para as concentragoes de
0,32 pL/mL (53,67+17,17), 0,16 pL/mL (70,00+17,62) e 0,08 uL/mL (80,67+13,62). O valor
da concentragao 0,64 pL/mL (2,67+1,20), quando comparado com o controlo revelou

elevada citotoxicidade.

36



Ill- Resultados

150+
= ~
~ o
£ 0  100-
o v
© 5
,gg
S o 50-
O
o 3%
mv
0
O
®

Figura 13 - Efeito do dleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris na viabilidade celular de queratinécitos (HacaT)
(ensaio do MTT). Células de hepatoécitos foram expostas a diferentes concentragdes do 6leo essencial (0,64-
0,08 pL/mL), durante 24h. Os resultados estao expressos em percentagem de redugao do MTT por células
cultivadas na presenga de meio de cultura (controlo). Cada valor corresponde a média * SEM de trés

experiéncias independentes, realizadas em duplicado (***p <0,001, comparado com o controlo).

Os compostos principais do oleo essencial timol e carvacrol demonstraram
citotoxicidade em queratinocitos (HaCaT) para todas as concentragoes testadas. O
composto p-cimeno nao apresentou citotoxicidade significativa para as concentragoes de

0,16 uL/mL (75,03) e 0,08 uL/mL (88,88) (Tab.6).

Tabela 6 - Efeito do 6leo essencial e compostos principais de T. zygis subsp. sylvestris na viabilidade celular de

queratinécitos (HacaT) (ensaio do MTT).

Oleo essencial

e compostos Concentracdao, média £ SEM* (uL/mL)
principais 0,64 0,32 0,16 0,08
Tzs 2,67+1,20%%* 53,67x17,17 70,00+17,62 80,67+13,62
p-cimeno 1,57 2,41 75,03 88,88
timol 6,40 6,61 6,51 6,51
carvacrol 1,78 1,68 1,05 3,99

Os resultados estao expressos em percentagem de reducao do MTT por células cultivadas na presenga de
meio de cultura (controlo). *SEM-erro padrio da média (os resultados referentes ao 6leo essencial apresentam
valores de SEM, os resultados referentes aos compostos principais nao apresentam valores de SEM nem anilise
estatistica uma vez que foi apenas efetuado um ensaio para cada um deles), (*** p <0,001, comparado com o
controlo).

Tzs- Thymus zygis subsp. sylvestris
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2.4. Efeito do 6leo essencial e dos seus compostos principais na

viabilidade de hepatocitos (Hep G2)

Como demonstrado na figura 14, o dleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris nao
apresentou citotoxidade significativa em hepatocitos (Hep G2) para as concentragoes de
0,16 pL/mL (97,73%%1,87) e 0,08 pL/mL (99,17%%1,02). As concentragoes de 0,64 pL/mL
(25,95+0,81) e 0,32 pL/mL (65,23%2,70) revelaram citotoxicidade.

150+
- ~
= o
=0  100-
_8 ‘E *kk
o
lg %) -
(S o)
3 © 50- *kk
O
0 X
" Y
0 T T Y
\0 A\ VvV
N Ng Ng
9 & el

Figura 14 - Efeito do 6leo essencial de T. zygis subsp. sylvestris na viabilidade celular de hepatécitos (Hep G2)
(ensaio do MTT). Células de hepatocitos (Hep G2) foram expostas a diferentes concentragoes do oleo
essencial (0,64-0,08 pL/mL), durante 24h. Os resultados estao expressos em percentagem de redugao do MTT
por células cultivadas na presenga de meio de cultura (controlo). Cada valor corresponde a média + SEM de

trés experiéncias independentes, realizadas em duplicado (*** p <0,001, comparado com o controlo).
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Os compostos principais do 6leo essencial timol e carvacrol revelaram citotoxicidade
para todas as concentragoes testadas. O composto p-cimeno, nao apresentou citotoxicidade

significativa para as concentragoes de 0,16 pL/mL (95,84) e 0,08 uyL/mL (101,41), (Tab.7).

Tabela 7 - Efeito do 6leo essencial e compostos principais de T. zygis subsp. sylvestris na viabilidade celular de

hepatocitos (Hep G2) (ensaio do MTT).

Oleo essencial

e compostos Concentracdao, média £ SEM* (uL/mL)
principais 0,64 0,32 0,16 0,08
Tzs 25,95+0,8 | ##* 65,232,707+ 97,73%1,41 99,17+0,81
p-cimeno 3,49 28,45 95,84 101,41
timol 3,24 2,57 3,00 9,90
carvacrol 1,33 1,33 0,92 3,66

Os resultados estao expressos em percentagem de redugao do MTT por células cultivadas na presenca de
meio de cultura (controlo). *SEM-erro padrio da média (os resultados referentes ao 6leo essencial apresentam
valores de SEM, os resultados referentes aos compostos principais nao apresentam valores de SEM nem analise
estatistica uma vez que foi apenas efetuado um ensaio para cada um deles), (*** p <0,001, comparado com o
controlo).

Tzs- Thymus zygis subsp. sylvestris

2.5. Efeito do 6leo essencial e dos seus compostos principais na

viabilidade de células de epitélio alveolar (A549)

Como demonstrado na figura |5, o dleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris nao
apresentou citotoxicidade significativa em células de epitélio alveolar (A549), para as
concentragoes de 0,16 pL/mL (97,33%+1,87) e 0,08 pyL/mL (97,66+2,81). As concentragoes
de 0,64 pL/mL (25,95+0,81) e 0,32 pL/mL (65,23%2,70) revelaram citotoxicidade.
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Figura 15 - Efeito do 6leo essencial de T. zygis subsp. sylvestris na viabilidade celular de células de epitélio
alveolar (A549) (ensaio do MTT). Células de epitélio alveolar foram expostas a diferentes concentragoes do
oleo essencial (0,64-0,08 uL/mL), durante 24h. Os resultados estao expressos em percentagem de redugao do
MTT por células cultivadas na presenga de meio de cultura (controlo). Cada valor corresponde a média + SEM

de trés experiéncias independentes, realizadas em duplicado (*** p <0,001, comparado com o controlo).

Os componentes principais do oleo essencial timol e carvacrol demonstraram
citotoxicidade para todas as concentragoes estudadas. O composto p-cimeno, nhao
apresentou citotoxicidade significativa para as concentragoes de 0,16 pyL/mL (97,69) e 0,08

ul/mL (93,71) (Tab.8).

Tabela 8 - Efeito do 6leo essencial e compostos principais de T. zygis subsp. sylvestris na viabilidade celular de

células de epitélio alveolar (A549) (ensaio do MTT).

Oleo essencial

e compostos Concentracdao, média £ SEM* (uL/mL)
principais 0,64 0,32 0,16 0,08
Tzs 25,95+0,8 | ##* 65,23£2,70%+* 97,73%1,41 97,66%2,17
p-cimeno 3,18 25,64 97,69 93,71
timol 0,71 1,68 3,26 44,62
carvacrol 1,02 0,51 1,38 18,31

Os resultados estao expressos em percentagem de redugao do MTT por células cultivadas na presenca de
meio de cultura (controlo). *SEM-erro padrio da média (os resultados referentes ao 6leo essencial apresentam
valores de SEM, os resultados referentes aos compostos principais nao apresentam valores de SEM nem andlise
estatistica uma vez que foi apenas efetuado um ensaio para cada um deles), (*** p <0,001, comparado com o
controlo).

Tzs- Thymus zygis subsp. sylvestris
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IV- Discusséo e Conclusdo

Estudos cientificos efetuados nas Ultimas décadas tém revelado que a maioria das
doengas cronicas, incluindo cancro, diabetes, esclerose multipla, doengas neurodegenerativas
e doengas cardiovasculares, estao associadas a inflamagao cronica. A inflamagao é um
processo imunoloégico complexo mediado pela ativagao das células da imunidade inata,
nomeadamente macrofagos. Durante o processo inflamatorio, os macrofagos sao recrutadas
para o local de lesao, o que leva a um aumento local da libertagao e acumulagao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, nomeadamente 6xido nitrico (NO). Por outro lado, estas
células inflamatorias produzem também mediadores soluveis, tais como citocinas e
quimiocinas, que recrutam células inflamatorias adicionais para o local da lesao, responsaveis
pela propagagao e amplificagao da resposta inflamatéria. Os mediadores pro-inflamatérios
produzidos ativam ainda cascatas de transdugao de sinal, nomeadamente fatores de
transcrigao, que controlam a expressao de genes que codificam mais proteinas inflamatorias,
nomeadamente a ciclo-oxigenase-2 (COX-2), a isoforma indutivel da sintase do oxido nitrico
(INOS), citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 (IL-1)
e |IL-6) e ainda quimiocinas. Este ambiente inflamatoério/oxidativo leva a um circulo vicioso,
que quando sustentado durante um longo periodo de tempo, promove o desenvolvimento
de patologias cronicas, nomeadamente artrite reumatoide, diabetes, doengas
cardiovasculares, esclerose multipla e doengas neurodegenerativas (Ferrero-Miliani et al.,
2007; Silveira e Sa et al., 2014). Estas patologias cronicas continuam a constituir um enigma
terapéutico, apesar dos sucessos recentes com biofirmacos (anticorpos ou recetores
soluveis).

No entanto, a falta de resposta do doente, o desenvolvimento de resisténcia a estes
farmacos, problemas de administragao e ainda os elevados custos resultantes da sua
produgao, impoem uma investigacao e procura permanente de novas moléculas com
propriedades anti-inflamatorias. Compostos que tém como alvo intracelular as vias de
transdugao de sinal e que interrompem a cascata de produgao de mediadores inflamatorios,
nomeadamente o oxido nitrico, possuem um elevado potencial anti-inflamatério (Miguel,
2010; Silveira e Sa et al., 2014).

Vérias plantas usadas em medicina tradicional sao utilizadas no tratamento de
patologias associadas a uma componente inflamatéria (Darshan & Doreswamy, 2004;
Kamatou & Viljoen, 2010; Silveira e Sa et al., 2013). Nos ultimos anos, o uso de produtos
naturais tem-se destacado como fonte de compostos bioativos, na alimentagao e nos
cuidados de salde, para além do seu vasto uso nas industrias de perfumaria e cosmética
(Burt, 2004; Edris, 2007; Proenga da Cunha et al., 2007). A procura de substancias naturais,

biologicamente ativas, tem encorajado a utilizagao de metabolitos secundarios, tais como os
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oleos essenciais (OE), obtidos a partir de plantas aromaticas e medicinais, por serem
compostos de baixo peso molecular, biodegradaveis, capazes de atravessarem a barreira
hemato-encefalica, normalmente isentos de toxicidade e com propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias e microbicidas (Miguel, 2010; Simoes et al, 1999). Neste contexto, o
presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito anti-inflamatério do 6leo essencial do
taxon T. zygis subsp. sylvestris, uma planta muito usada na medicina tradicional e como
condimento. De facto, as propriedades biolégicas de diversas espécies de Thymus tém sido
investigadas em varios modelos in vitro e in vivo (Albano & Miguel, 201 |; Albano et al., 2012;
Ismaili et al., 2004; Zuzarte et al., 2013).

Para o efeito foram selecionados dois modelo in vitro, representativos da inflamagao
periférica e central, utilizando respetivamente as linhas celulares de macrofagos (Raw 264.7)
e microglia (BV2) estimulada com LPS, para avaliagao do potencial efeito anti-inflamatério do
oleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris e seus compostos principais, p-cimeno, timol e
carvacrol. O efeito do o6leo e compostos principais na producao do mediador pro-
inflamatorio o6xido nitrico, produzido em elevadas quantidades durante a resposta
inflamatoria, foi analisado através da quantificagao de nitritos nos sobrenadantes das culturas
celulares.

Uma vez que a avaliagao da citotoxicidade de potenciais fitofirmacos constitui uma
etapa crucial antes da validagao das biomoléculas para fins
farmacéuticos/cosméticos/alimentares, neste estudo avaliou-se também a citotoxicidade do
oleo essencial e seus compostos principais nas linhas celulares de macrofagos (Raw 267.4),
microglia (BV2), queratinocitos (HacaT), hepatocitos (Hep G2) e epitélio pulmonar (A549),
com o objetivo de identificar concentragoes bioativas e seguras do 6leo e seus compostos
principais.

Os resultados dos testes efetuados na linha celular de macrofagos (Raw 264.7) com o
oleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris evidenciaram a diminuigao de nitritos induzida por
LPS nas concentragoes de 0,64 e 0,32 pl/mL. Estas concentragoes nao apresentam
citotoxicidade, o que demonstra uma boa atividade anti-inflamatoria. Este estudo corrobora
observagoes anteriores que demonstram que o extrato de Thymus zygis possui atividade anti-
inflamatoria por diminuir a produgao de mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a e IL-6
(Ocana & Reglero, 2012). Os compostos principais p-cimeno, timol e carvacrol, apesar de
evidenciarem uma diminuigao da produgao de nitritos para todas as concentragoes testadas,

apresentaram elevada citotoxicidade.
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Os resultados do oleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris em células de microglia
(BV2), evidenciaram a diminuigao da produgao de nitritos para todas as concentragoes
estudadas. No entanto, apenas as concentragoes de 0,16 e 0,08 pL/mL apresentaram
seguranga toxicologica. Estes resultados sugerem que o T. zygis subsp. sylvestris podera ter
potencial terapéutico para o tratamento de doengas neurodegenerativas que sao
acompanhadas por ativagao da microglia. Os compostos timol e carvacrol diminuiram a
produgao de nitritos, no entanto apresentaram elevada citotoxicidade; o p-cimeno
demonstrou uma boa atividade anti-inflamatoria nas concentragoes de 0,16 e 0,08 uL/mL.

O oleo essencial de T. zygis subsp. sylvestris nao apresentou citotoxicidade nas linhas
celulares de queratindticos, hepatocitos e epitélio alveolar nas concentragoes de 0,16 e 0,08
puL/mL.

Relativamente aos compostos principais do 6leo, nomeadamente o timol e carvacrol,
detetou-se citotoxicidade em todas as linhas celulares testadas; o p-cimeno nao demonstrou
citotoxicidade nas concentragoes de 0,16 e 0,08 uL/mL. Estes resultados corroboram a
citotoxicidade observada em células humanas intestinais (Caco-2) induzida por dois
compostos principais do 6leo essencial de oregao, o carvacrol e timol (Llana-Ruiz-Cabello et
al, 2014).

Apesar de nesta investigacdo o carvacrol nao ter apresentado atividade anti-
inflamatoria, outros estudos da literatura sugerem a sua potencial utilizagdo em processos
inflamatorios (Guimaraes et al., 2012; Lima et al,, 2013; Silva et al., 2012).

Estes resultados demonstram ainda que as propriedade bioldgicas do oleo essencial

de T. zygis subsp. sylvestris sao devidas a agao combinada dos seus diversos constituintes.

Em sintese, este estudo permitiu concluir que o dleo essencial de T. zygis subsp.
sylvestris diminuiu significativamente a produgao de 6xido nitrico para as concentragoes nao
citotoxicas (0,08 e 0,16 pl/ml) para os modelos celulares de microglia, queratinocitos,
hepatocitos e células do epitélio alveolar. No modelo celular de macrofagos apresentou uma
redugao significativa do oxido nitrico sem se verificar citotoxicidade paras as concentragoes
de 0,64 e 0,32 pl/ml.

O carvacrol e timol apresentaram toxicidade para as linhas de macroéfagos, microglia,
queratinocitos, hepatocitos e células de epitélio alveolar.

O p-cimeno, apesar de apresentar toxicidade na linha celular de macroéfagos, destaca-

se pelo facto de reduzir significativamente a produgao de oOxido nitrico para as
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concentragoes nao citotoxicas (0,16 e 0,08 pl/ml) em células da microglia, queratinocitos,
hepatocitos e células do epitélio alveolar.

Com este trabalho demostrou-se que o 6leo essencial de T. zygis subsp. sylvestris e
um dos compostos principais, o p-cimeno, representam uma fonte natural de novas
moléculas anti-inflamatdrias e sustentam investigagoes posteriores, que avaliem a sua eficacia

em estratégias terapéuticas para o tratamento de doengas inflamatorias.
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V-Trabalhos futuros

O género Thymus é bastante utilizado em medicina tradicional. Tendo por base os
resultados promissores obtidos no presente trabalho relativamente ao potencial anti-

inflamatorio do o6leo essencial de T. zygis subsp. sylvestris, seria interessante:

* Testar o seu efeito noutros mediadores proé-inflamatorios;

Avaliar o mecanismo molecular subjacente ao efeito anti-inflamatorio;

Avaliar a sua capacidade antioxidante;

Validar o potencial anti-inflamatorio em modelos in vivo.
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