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“Em algum lugar, alguma coisa incrivel esta a espera de ser descoberta”

Carl Sagan
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Abstract

Crithmum maritimum is a plant of the Apiaceae family, typical of the Mediterranean
zone, used as fresh food, in traditional medicine and with more recent applications in the
cosmetic industry. Its potential uses are not fully described scientifically, and it is therefore
justified to extend its study. However, there are already some biological activities associated
with its essential oil. In this context, the objective of this work was to evaluate the essential
oil (EO) as well as the hydrodistillation residual water (HRW), rich in phenolic compounds,
not only for its chemical characterization but also for the evaluation of its antioxidant, anti-
inflammatory and antifungal activities.

The EO was obtained by hydrodistillation and the HRW resulting from this
extraction process was subjected to vacuum evaporation and freeze-drying and was later
characterized by thin layer chromatography (TLC) and high resolution chromatography with
photodiode detection (HPLC-DAD). HRW showed a profile rich in hydroxycinnamic
phenolic acids and small amounts of flavonoids. The EO characterization was obtained by
GC and GC-MS and allowed the identification of y-terpinene, sabinene and thymol methyl
ether as major constituents.

The antifungal properties of the EO and HRW were evaluated for yeast and
filamentous fungi (Candida spp., Cryptococcus neoformans, dermatophytes and Aspergillus spp.),
known as pathogens of prevalent fungal pathologies. The evaluation of minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum lethal concentration (MLC) allowed us to conclude that
C. maritimum EO has a significant activity, especially in Cryptococcus neoformans (with MIC of
0.26 mg / mL and MLC of 0.52 mg/mL), Epidermophyton floccosum and Microsporum canis (MIC
and MLC with a value of 0.52 mg/mL). In addition, the oil has proved to inhibit the germ tube
and biofilm formation of C. albicans, suggesting a potential interest of C. maritimum essential
oil for the treatment of candidiasis, associated with the presence of its major compounds.
AHD demonstrated no antifungal activity for the strains tested (MIC and MLC> 5 mg/mL).

Considering that data from previous studies highlighted the low antioxidant activity of
EO and a relevant antioxidant potential for extracts of non-volatile compounds associated
with the presence of chlorogenic acid, a study of antioxidant activity was conducted based
on the neutralizing capacity of the radical DPPH only for HRW. As a result, the extract
presented an |C50 value of 0.68 * 0.16 mg/mL. The study also demonstrated that this
activity is essentially due to the presence of phenolic acids, mainly chlorogenic acid but also

to the flavonol present in the extract.
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The anti-inflammatory activity, for which there was no study in either the EO or
phenolic extracts of C. maritimum, was evaluated. The results allowed to conclude that EO
presented an IC,, of 0.01225 + 0.00192 mg/mL. The essential oil significantly reduced the
production of nitric oxide in LPS-stimulated macrophages at a concentration of 0.003 mg/mL
without compromising cell viability. This activity of EO can be attributed to the activity of
the major compounds, since these have also shown to have activity. Regarding HRWV, it has
not shown any anti-inflammatory activity.

In conclusion, this work allowed to evaluate for the first time the anti-inflammatory
potential of the essential oil of C. maritimum, as well as its antifungal activity with respect to
the virulence factors of C. albicans. It also allowed to demonstrate, for the first time, the
phenolic composition of HRW, as well as its biological potential with respect to its
antioxidant activity. These results highlight the importance of the reuse of water resulting
from the extraction process of the essential oil of C. maritimum as a source of bioactive
compounds, thus giving an additional value to this aromatic plant. The whole study evidences

the possibility of a greater use of Crithmum maritimum, with food and healthcare applications.

Key words: Crithmum maritimum, essential oil, hydrodistillation residual water, phenolic

compounds, anti-fungal, anti-inflammatory, antioxidant
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Resumo

Crithmum maritimum ¢é uma planta da familia Apiaceae, tipica da zona do
Mediterraneo, usada como alimento fresco, na medicina tradicional e com aplicages mais
recentes na industria cosmética. As suas potenciais utilizagdes nao estao totalmente
descritas cientificamente, pelo que se justifica ampliar o seu estudo. Contudo, ha ja algumas
atividades bioldgicas associadas ao seu oleo essencial. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho consistiu em valorizar o 6leo essencial (OE) bem como a agua residual da
hidrodestilagao (AHD), rica em compostos fendlicos, nao s6 pela sua caraterizagao quimica
como também pela avaliagao das suas atividades antioxidante, anti-inflamatoria e anti-fungica.

O OE foi obtido por hidrodestilagao e a AHD resultante deste processo extrativo foi
sujeita a evaporacdo a vacuo e liofilizagao, tendo sido posteriormente caraterizada com
recurso a cromatografia em camada fina (TLC) e cromatografia de alta resolugao com
detecao de fotodiodos (HPLC-DAD). A AHD evidenciou um perfil rico em acidos fendlicos
do tipo hidroxicindmico e pequenas quantidades de flavondides. A caraterizacao do OE foi
obtida por GC e GC-MS e permitiu identificar como constituintes maioritarios y-terpineno,
sabineno e timol metil éter.

Foram avaliadas as propriedades antifingicas do OE e da AHD no que diz respeito a
leveduras e fungos filamentosos (Candida spp., Cryptococcus neoformans, dermatofitos e
Aspergillus spp.), conhecidos como agentes patogénicos de patologias fungicas prevalentes. A
permitiu concluir que o OE de C. maritimum tem uma atividade significativa, especialmente
em Cryptococcus neoformans (com MIC de 0.26 mg/mL e MLC de 0.52 mg/mL),
Epidermophyton floccosum e Microsporum canis (MIC e MLC com valor de 0.52 mg/mL).
Adicionalmente o 6leo demonstrou inibir o tubo germinativo e a formagao de biofilmes de
C. albicans, sugerindo um potencial interesse do 6leo essencial de C. maritimum para o
tratamento de candidiase, associado a presenga dos seus compostos maioritarios. A AHD
demonstrou nao exercer atividade antifingica para as estirpes testadas (MIC e MLC >5
mg/mL).

Tendo em conta que dados de estudos prévios sublinhavam a atividade antioxidante
diminuta do OE e um potencial antioxidante de relevancia para extratos de compostos nao
volateis, associados a presenca de acido clorogénico, fez-se um estudo de atividade
antioxidante baseado na capacidade de neutralizagao do radical DPPH apenas para a AHD,

tendo o extrato apresentado um valor de IC;, de 0.68 * 0.16 mg/mL. O estudo realizado
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demonstrou também que esta atividade é essencialmente devida a presenga de acidos
fenolicos, principalmente ao acido clorogénico mas também ao flavonol presente no extrato.

A atividade anti-inflamatoria, relativamente a qual nao havia qualquer estudo nem em
OE nem em extratos fendlicos de C. maritimum, foi avaliada. Os resultados permitiram
concluir que o OE apresentou um IC,, de 0.01225 * 0.00192 mg/mL. O 6leo essencial
reduziu significativamente a produgao de 6xido nitrico em macrofagos estimulados com LPS
a uma concentragao de 0.003 mg/mL sem comprometer a viabilidade celular. Esta atividade
do OE podera ser atribuida a atividade dos compostos maioritarios, ji que estes
demonstraram também ter atividade. Relativamente a AHD, esta nao demonstrou ter
atividade anti-inflamatoria.

Em conclusao, este trabalho permitiu avaliar pela primeira vez o potencial anti-
inflamatorio do 6leo essencial de C. maritimum, bem como a sua atividade antifingica no que
diz respeito aos fatores de viruléncia de C. albicans. Permitiu ainda evidenciar, pela primeira
vez, a composicao fenolica da AHD, bem como o seu potencial biolégico no que diz respeito
a sua atividade antioxidante. Estes resultados salientam a importancia do reaproveitamento
da agua resultante do processo de extragao do 6leo essencial de C. maritimum, como fonte
de compostos bioativos, atribuindo assim um valor adicional a esta planta aromatica. Todo o
estudo evidencia a possibilidade de uma maior utilizagdo de Crithmum maritimum, com

aplicagoes alimentares e medicinais.

Palavras-chave: Crithmum maritimum, oleo essencial, 4gua de hidrodestilagio,

compostos fendlicos, anti-fungico, anti-inflamatorio, antioxidante
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I.INTRODUCAO







I.1 Consideracées gerais

Na sociedade ocidental, os consumidores estao cada vez mais conscientes dos
beneficios da adogao de um estilo de vida saudavel e de bons habitos alimentares. A opgao
pelo natural como mais saudavel, a preferéncia por um processamento minimo dos
alimentos e o aumento do consumo de suplementos alimentares a base de plantas, a par da
maior preocupagao com aditivos sintéticos tem conduzido, nos ultimos anos, a um aumento
da utilizagdo das plantas aromaticas e medicinais (Nieto, 2017). Acresce ainda uma
preocupagao ambiental, com o aumento do consumo de produtos com baixo impacto sobre
o meio ambiente (Ivanova et al, 2005).

O aumento do interesse dos consumidores nao se limita a procura de alimentos mais
saudaveis, como também a uma busca por maior diversidade de géneros alimenticios capazes
de aumentar o bem-estar fisico e mental e também a prevencao do aparecimento de
doengas croénicas, como cancro, diabetes e doengas cardiovasculares (Oliveira e Cardoso,
2010; Norum, 2005). Prevé-se que até 2050 as necessidades alimentares mundiais venham a
aumentar significativamente devido niao sé ao aumento da populagio, mas também a uma
melhor e maior ingestao alimentar (FAO, 2009). Para além da necessidade de aumentar a
produtividade agricola é necessario torna-la mais sustentavel. Assim, a continua procura de
plantas ediveis torna-se uma alternativa fundamentada no conceito de sustentabilidade.

Também a investigagao na area das plantas medicinais tem vindo a aumentar,
particularmente no que se refere a caraterizagdo de extratos e ao isolamento de novos
constituintes ativos, bem como na avaliagao das suas propriedades biolégicas que podem ter
um potencial interesse nas industrias alimentar, cosmética e farmacéutica (Kuppusamy et al,

2014; Pandey et al, 201 I).

1.2 Plantas medicinais e aromaticas

O registo da utilizagao de plantas aromaticas e medicinais pelo Homem remonta ao
inicio da histéria da Humanidade. A sua utilizacdio como alimento, medicamento ou
aromatizante veio reconhecer desde logo a estas plantas algumas propriedades de relevancia,
que foram sendo estudadas ao longo do tempo (Burley, Youngquist e Evans, 2004).

As plantas constituem, desde sempre, o principal meio a que a Humanidade recorreu
para tratar doengas. Inicialmente, de modo empirico, este processo tinha por base a
experimentagao, reconhecendo e sinalizando as plantas, por atividade e toxicidade

(Petrovska, 2012).



Hoje em dia, a utilizagdo das plantas na terapéutica continua a ser um meio
importante de combate a doengas em todo o mundo, tendo em conta que os medicamentos
a base de plantas representam, nos paises em desenvolvimento, cerca de 80% dos
medicamentos consumidos (Proenga da Cunha et al., 2010).

O incremento da utilizagao de produtos da saude a base de plantas que se observou
nas ultimas décadas, € fruto de uma investigagao cada vez maior e assenta em parametros de
qualidade, eficacia e seguranca, fatores essenciais para uma confianga crescente por parte do
consumidor (Proenca da Cunha et al, 2012).

A problematica da qualidade, no caso de medicamentos a base de plantas, é
particularmente importante para as indUstrias que as utilizam, mas também para o
consumidor final, porque uma qualidade inapropriada tem sempre implicagoes,
nomeadamente em termos da atividade biologica do produto final. (Proenga da Cunha et dl,
2010). Também a aceitabilidade de produtos de salde a base de plantas se justifica por um
longo historial de utilizagao das mesmas e por, muitas vezes, se observarem menos efeitos
secundarios do que nos farmacos de sintese (Wagqar e Shaukat, 2006).

As propriedades terapéuticas das plantas devem-se aos seus metabolitos secundarios
e/ou primarios., O metabolismo primario refere-se a produgio de compostos essenciais e
universais, presentes em todos os organismos vivos e fundamentais para a sua sobrevivéncia,
tais como os hidratos de carbono, os lipidos, as proteinas e os acidos nucleicos, produzidos
a partir de processos como a fotossintese e a respiragao (Mathé, 2015).

Os metabolitos secundarios, tanto quanto se sabe, nao sao essenciais a vida mas
definem a capacidade de sobrevivéncia de cada espécie no ecossistema em que se encontra
inserida. Sao produzidos através de vias biossintéticas diferentes das usadas na produgao de
metabolitos primarios e estas siao, muitas vezes, carateristicas de uma familia ou género
particular e estao relacionadas com o mecanismo de evolugao das espécies. O metabolismo
secundario da origem a formacgao de diversos compostos, quimicamente distintos, como
terpenos, saponinas, heterosidos cardiotonicos, compostos fendlicos e alcaloides (Svoboda e
Greenaway, 2003).

E de salientar que o metabolismo primério e secundario estio interligados, na medida
em que é o metabolismo primario que fornece as moléculas que servem de base ao
metabolismo secundario (Bratt, 2000). Os metabolitos secundarios foram durante muito
tempo considerados como sub-produtos metabdlicos ou desperdicio, sem outra fungao
aparente que nao fosse o armazenamento de carbono em excesso sobrante do processo da

fotossintese. No entanto, hoje sabe-se que estes metabolitos secundarios das plantas podem
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desempenhar fungoes de defesa (contra herbivoros, microorganismos ou plantas
competitivas) ou de sinalizagao (atraindo polinizadores ou dispersores de sementes) e
também fungoes fisiologicas variadas (regulagao do crescimento, protecao das radiagoes
UV), sendo responsaveis pela grande maioria das atividades bioldgicas das plantas (Mathé,

2015).

1.3 Familia Apiaceae

A familia Apiaceae é uma das familias mais importantes das espermatofitas, composta
por cerca de 3780 espécies, divididas em 434 géneros. Esta distribuida por todo o mundo,
desde as regides temperadas do Norte até zonas de altitudes elevadas nos tropicos (Sayed-
Ahmad et al,, 2017).

A maioria das Apiaceae sao plantas aromaticas e apresentam algumas carateristicas
comuns, tais como folhas alternas, caules ocos, inflorescéncias com umbelas simples ou
compostas, flores de pequenas dimensoes, e frutos indeiscentes (Christensen, L.; Brandt,
2006). O odor carateristico destas plantas deve-se ao seu 6leo essencial, que pode ser
produzido em diversos érgaos, tais como frutos, sementes e flores (Shelef, 2003).

Esta familia inclui um elevado niimero de taxa com uma vasto campo de aplicagao,
nomeadamente, nas indUstrias alimentar, farmacéutica, cosmética, para além do seu uso na
medicina tradicional, como repelente de insetos e como corante (Sayed-Ahmad et al., 2017).

As plantas da familia Apiaceae sao ricas em diversos metabolitos secundarios, como
terpenodides, saponinas triterpénicas, flavonodides, cumarinas, poliacetilenos e esteroides, que
sao potenciais fontes de novos firmacos. Varias espécies sao excelentes fontes de 6leos
essenciais, em que ja foram identificados muitas centenas de compostos, com elevado
interesse farmacéutico. Os 6leos essenciais das Apiaceae revelaram ter atividades biologicas
de interesse, como propriedades antimicrobiana, anti-inflamatoria, analgésica, antioxidante,
diurética, anti-obesidade e anti-tumoral (Sayed-Ahmad et al., 2017).

Na tabela | estao enunciados alguns exemplos de plantas da familia Apiaceae, bem
como as suas utilizagdes frequentes e os seus compostos ativos. E de salientar que ha

compostos e utilizagdes medicinais comuns entre as varias plantas apresentadas.



Tabela I: Sintese descritiva de algumas plantas da familia Apiaceae, referindo espécie, nome

comum, utilizagoes etno-medicinais, e compostos do oOleo essencial, adaptada de Sayed-

Ahmad et al. (2017).

Espécies Nome Utilizagbes etno-medicinais ~ Composto Outros Referéncias
comum principal compostos
O.E.(%)
Cuminum Cominho  Antiespasmédico; Cuminaldeido  Sabineno, Koppula, S,
cyminum carminativo; adstringente; [-terpineol, Choi, (2011)
L disturbios digestivos e (27-50) y-terpineno, Sowbhagya,
respiratorios a-pineno (2013)
Carum carvi Alcaravia Carminativo, tratamento do  Carvona Limoneno, Laribi et al.,
L eczema, disturbios o-pineno, (2009)
gastrointestinas e (76.8-80.5) y-terpineno,
pneumonias p-cimeno
Foeniculum Funcho Transtornos trans-Anetol Fenchona, Diaz-Maroto et
vulgare Mill. gastrointestinais e estragol, al,, (2006);
neurologicos, calculos (69.7-78.3) d-limoneno Ghanem et al,
renais, vomitos, diarreia (2012)
Coriandrum Coentro  Doengas gastricas, Linalol y-terpineno, Mahendra and
sativum L. bronquite, [-pineno, Bisht  (2011);
gota; distdrbios (30-80) m-cimeno, Rajeshwari and
gastrointestinais citronelal Andallu (2011)
Pimpinella Anis Tratamento de epilepsia, trans-Anetol eugenol, Orav et adl,
anisum L. problemas do trato (77-94) estragol, (2008); Pavlova
respiratorio e asma anisaldeido, et al., (2006)
Anethum Endro Carminativo, diurético, Carvona limoneno, Ishikawa et al.,
graveolens alivio de solugos e célicas o-felandreno,  (2002);
L em bebés (30-60) pineno, Radulescu et
cineol, al. (2010)
Petroselinum  Salsa Tratamento da hipertensao,  Miristicina o-pineno, Soliman et adl,
crispbum Mill. doengas cardiacas e do trato B-pineno, (2015);
urinario p-cimeno, Stankovic et
apiol al., (2004)
Crithmum Funcho Efeito estimulante, diurético, y-Terpineno Sabineno, Kulisic-Bilusic
maritimum L. do mar vermifugo. Tratamento de dilapiol, et al, (2010);
cistites, prostatites e colicas. p-cimeno Nabet et adl,

(2017)

1.3.1 Género Crithmum

1.3.1.1 Espécie em estudo: Crithmum maritimum L.

1.3.1.1.1 Descri¢do botdnica

Crithmum maritimum é uma planta aromatica espontanea da familia Apiaceae e a Unica
espécie do género Crithmum. E uma planta perene muito ramificada, com folhas penatissetas,
carnudas, triangulares, com contorno e caules de 14 a |5 cm, lenhosos na base. As folhas

mais préximas do solo tém peciolos longos e bainhas ligeiramente apertadas; as folhas
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superiores sao ligeiramente menores do que as inferiores, com peciolos curtos e bainhas
que envolvem completamente o caule. Possui umbelas que engrossam e frequentemente

prolongam a frutificagao. (Knees, 2003)

e

Figura |: Crithmum maritimum. a) habito, b) bractea, c) bractéola, d) flor, €) pétala: face
externa, f) pétala: face interna, g) fruto, h) mericarpo: face dorsal, i) mericarpo: face

comissural, j) visao transversal do mericarpo, in http:/flora-on.ptindex.phplq=Crithmum consultado a 25/06/2018

Todas as partes da planta (raiz, caule, folhas, flores e frutos) sao aromaticas, o que lhe
confere um forte aroma (Marongiu et al, 2007). Tal como o aipo e a salsa, também da familia
Apiaceae, C. maritimum tem carateristicas organoléticas interessantes, como um ligeiro sabor
salgado e um aroma leve de aipo, funcho e casca de citrinos verdes, que se mantém fortes

apos a ingestao (Renna e Gonnella, 2012).



Comummente conhecida como funcho do mar ou safira das rochas, esta planta é um

haldfito facultativo e, assim, naturalmente tolerante ao sal (Meot-Duros e Magné, 2009).
1.3.1.1.2 Distribuicdo

A sua distribuicao geografica estende-se por toda a costa Atlantica Europeia, Agores,
Madeira, ilhas Canarias, costa Mediterranica, Mar Negro, Noroeste de Africa e Oeste da

Asia, tal como podemos observar pela anélise da figura 2 (Nguir et al, 201 1).

Figura 2: Distribuicao mundial de C. maritimum, Figura 3: Distribuicao de C. maritimum

in http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Crithmum+maritimum, em Portugal Continental, in http://flora-on.pt

consultado a 16/02/2018
/#1 Crithmum+maritimum, consultado a 16/02/2018

C. maritimum cresce em zonas rochosas, sob a influéncia da maresia carateristica dos
locais onde vegeta. O seu periodo de floragao varia entre Maio e Outubro (Nguir et dl,

201 1) e o amadurecimento do fruto da-se entre Novembro e Dezembro (Atia et al, 201 1).

1.3.1.1.3 Etnobotanica

Em muitos paises, C. maritimum é usado tradicionalmente como alimento fresco, uma
vez que tem carateristicas sensoriais interessantes (Renna e Gonnella, 2012), associadas a
quantidade de 6leo essencial que contém (Ozcan et al, 2001; Pateira et al, 1999).

As folhas frescas podem ser usadas na preparagao de saladas, sopas e molhos, ou ser
mantidas em vinagre, como pickle. Esta ultima preparagao estd registada como um produto
agroalimentar tradicional da Puglia (sul da Italia) pelo Ministério da Agricultura italiano. Nas
ilhas britanicas, "Rock Samphire Hash" ou “Picado de funcho-do-mar” é uma receita
tradicional preparada pela mistura de caules e folhas de C. maritimum em vinagre (Atia et al,

2011).



A utilizagao do funcho do mar na alimentagao é muito antiga. Desde os primeiros
registos que a utilizagao desta planta na medicina popular esta associada aos seus efeitos
estimulantes, diuréticos e como vermifugo. Para além disso, os marinheiros costumavam
ingerir folhas frescas de funcho do mar como protegao contra o escorbuto durante as suas
viagens. E ainda referido que, em Itélia, ha registos de que a decocgio desta planta tenha sido
usada no tratamento de cistite, prostatite e colicas, e a sua infusao utilizada para o alivio de
doengas do foro digestivo (Atia et al, 201 I).

C. maritimum tem sido amplamente utilizado para fins nutricionais e medicinais, tendo
em conta que as suas folhas sao ricas em varios compostos, como vitamina C, carotendides,
flavonoides e outras substancias bioativas. O facto de as sementes conterem quantidades
apreciaveis de oleo edivel, rico em acidos gordos essenciais, também evidencia a relevancia
desta planta (Zarrouk et al, 2004).

O 6leo essencial de C. maritimum também ¢é usado na formulacdo de cosméticos
(Nguir et al, 201 1). Além disso, as suas propriedades biologicas ja foram reconhecidas, com a
introducao de produtos patenteados pela industria cosmética (Block e Wagner, 2005) e pela
industria agro-alimentar (Tramier, G; Helmlinger, 1991).

O facto de o funcho do mar ser uma planta aromatica sugere a sua utilizagao, nao s6
como produto fresco, mas também como planta seca. A industria alimentar tem vindo a
desenvolver todo um mercado de plantas aromaticas secas, que podem ser usadas como
ingredientes Unicos ou para a obtengao de misturas de especiarias (como caril em po) e
misturas de temperos. Neste contexto de novas misturas de temperos, a introdugao de uma
nova planta aromatica seca no mercado podera ser benéfica, tanto pelo seu aroma como
pela coloragao que podera conferir aos alimentos, funcionando como um aditivo alimentar.
Embora o uso culindrio de funcho do mar seco em algumas receitas ja tenha sido referido, o

mercado para a comercializagao deste produto ainda é escasso (Renna et al., 2017).

1.3.1.1.4 Composi¢do quimica

Tendo em conta o potencial etnofarmacolégico, alimentar e economico de C.
maritimum, torna-se essencial aprofundar o conhecimento no que diz respeito ao perfil
quimico desta planta medicinal, percebendo as variagoes a que podera estar sujeito.

No que diz respeito ao oleo essencial, sabe-se que podem verificar-se alteragoes na

composi¢ao quimica, de acordo com a variagao da época e a zona geografica de cultivo. Na



tabela 2 estao apresentados diversos estudos nos quais foi analisado o 6leo essencial de C.

maritimum, especificando os compostos maioritarios e a origem da planta.

Tabela 2: Compostos maioritarios do oleo essencial de C. maritimum, respetiva origem e

referéncia

Origem Compostos maioritarios Referéncia

I. Croacia Limoneno (74.2%), y-terpineno (13.8%), (Generalic Mekini¢ et
sabineno (8.1%) al, 2016)

2. Croacia Limoneno (58.37%), sabineno (26.46%), (Kulisic-Bilusic et al.,
terpineno-4-ol (5.59%) 2010)

3. Portugal Sabineno (35.3%), Vy-terpineno (30%), (Barroso etal., 1992)

(Costa da Caparica)

timol metil éter (20%), (Z)-B-Ocimeno

(4%)

4. Portugal
(S. Pedro de Moel)

y-terpineno (41.5%),

sabineno (16,2%),

timol metil éter (14.9%), p-cimeno (7.5%)

(Marongiu et al., 2007)

5. Portugal

(Figueira da Foz)

Dilapiol (34%), y-terpineno (27.1%),

timol metil éter (13.7%), sabineno (6.8%)

(Marongiu et al., 2007)

6. Turquia
(Antalya)

B-felandreno  (30%),

(24.6%), (Z)-B-Ocimeno (14.3%),

p-cimeno (12.8%)

(Senatore, Napolitano

e Ozcan, 2000)

7. Turquia
(Mersin)

y-terpineno (24.3%), dilapiol (20.6%),
B-felandreno (13.7%), sabineno (11.7%)

(Senatore, Napolitano

e Ozcan, 2000)

8. Turquia
(Silifke e Bodrum)

Sabineno, limoneno, (Z)- 3-Ocimeno,

y-terpineno , p-cimeno

(Ozcan et al,, 2001)

9. Itdlia Timol metil éter (25%), y-terpineno (23%), (Ruberto et al., 2000)
(Sicilia) limoneno (22%)

10. Italia Dilapiol (41%), y-terpineno (29.8%), (Marongiu et al., 2007)
(Sardenha) B-felandreno (13.3%)

I'l. Tunisia y-terpineno  (39.3%), (Nguir et al,, 201 1)

(21,6%), dilapiol (19.7%), p-cimeno (I 1.8%)

A figura 4 ilustra alguns dos principais compostos reportados para 6leos essenciais de

C. maritimum de varias origens.
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Figura 4: Compostos referidos na literatura como maioritarios em 6leos essenciais de C.
maritimum

Além do que estd reportado na tabela 2, no que respeita a Portugal, estudos de
Pateira et al. (1999) revelaram a existéncia de dois quimiotipos do OE de C. maritimum em
Portugal, que diferem entre si essencialmente pela percentagem de dilapiol, sendo que o
quimiotipo | apresenta uma percentagem de dilapiol entre os |15 e os 47% enquanto que,
para o quimiotipo 2, a percentagem de dilapiol varia entre 0-6%.

No que se refere aos compostos fendlicos identificados em extratos de C. maritimum,
Meot-Duros e Magné (2009) referem que esta planta é, de todas as Apiaceae, a mais rica em
acido clorogeénico. A presenga de acido clorogénico como o composto fendlico maioritario
em extratos de C. maritimum é referida em varios estudos (Meot-Duros, Floch e Magné,
2008; Ruberto et al., 2000; Meot-Duros e Magné, 2009; Siracusa et al., 201 1), sendo que este
composto esta presente nas folhas de C. maritimum, acumulando-se maioritariamente
durante a fase de crescimento e floragao da planta (Meot-Duros e Magné, 2009).

Na tabela 3 sao apresentados estudos que referem a composigao em fendlicos de

extratos de folhas de C. maritimum.

Tabela 3: Composicao em fendlicos de extratos de folhas de C. maritimum

Fenois simples  Acidos Fenélicos Flavonéides  Referéncias

Pirocatecol Acido p-hidroxibenzéico Epicatequina (Pereira et al., 2017)
Acido 5-cafeoilquinico
Acido 4-cafeoilquinico
Acido 3-cafeoilquinico
Acido cumarico
Acido ferulico

Acido gilhico




- Acido 3-cafeoilquinico - (Siracusa et al., 201 1)
Acido 5-cafeoilquinico
Acido |-cafeoilquinico
Acido 5-p-cumaroilquinico
Acido 5-feruloilquinico
Acido 3,4-dicafeoilquinico
Acido 3,5-dicafeoilquinico
Acido 4,5-dicafeoilquinico

- Acido 3-cafeoilquinico - (Nabet et al., 2017)

Acido 3-cumaroilquinico
Acido 5-cafeoilquinico
Acido |-cafeoilquinico
Acido 5-cumaroilquinico
Acido 5-feruloilquinico
Acido cis-5-cumaroilquinico
Acido 3,4-dicafeoilquinico
Acido 3,5-dicafeoilquinico

Acido 4,5-dicafeoilquinico

Pela analise dos estudos que referem a composicao fitoquimica de extratos de C.
maritimum evidencia-se notoriamente a presenc¢a de acidos fendlicos. Sao ainda referidos,

menos frequentemente, fendis simples e flavonoides.

1.3.1.1.5 Bioatividades

C. maritimum é uma planta aromatica de elevado interesse em termos alimentares,
cosméticos e medicinais, como ja foi referido anteriormente, sendo consumida
maioritariamente em paises do Mediterraneo. O seu possivel impacto medicinal e aromatico
tem despertado interesse e curiosidade na comunidade cientifica, o que releva a existéncia
de diversos estudos, com o objetivo de clarificar os mecanismos biologicos inerentes aos
beneficios farmacoldgicos e alimentares desta planta aromatica.

Relativamente a atividade antimicrobiana, Marongiu et al. (2007) sugerem que o seu
oleo essencial é ativo contra estirpes de dermatofitos, Candida albicans, Candida guillermondii

e Cryptococcus neoformans, associando uma maior atividade ao OE com niveis mais elevados
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de dilapiol. Estudos de Nabet (2017) revelam a atividade antimicrobiana do OE em Candida
albicans, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Listeria innucia, Staphyloccocus aureus e
Escherichia coli, associando esta atividade as concentragoes dos compostos maioritarios do
OE.

De acordo com Meot-Duros e Magné (2008), o extrato apolar de C. maritimum nao é
ativo em espécies de Listeria, mas revela atividade em Micrococcus luteus, Salmonella arizonae,
Bacillus cereus, Candida albicans, Escherichia coli, Erwinia carotovora e espécies de Pseudomonas.
Este mesmo estudo revela que o extrato polar desta planta € menos ativo do que o apolar,
sendo ativo apenas em Salmonella arizonae e espécies de Pseudomonas.

A atividade antioxidante de C. maritimum é referida em diversos estudos, associada a
extratos da planta ricos em compostos fendlicos, uma vez que os estudos feitos em OE
referem uma atividade muito diminuta (Generali¢c Mekini¢ et al, 2016). De acordo com
Nabet (2017), foram realizados estudos em radicais ABTS e DPPH e é referido que a
atividade antioxidante desta planta podera estar associada aos niveis de acido clorogénico e
de outros acidos hidroxicinamicos que compoem o seu extrato hidro-metandlico.

Siracusa et al. (2011) referem atividade antioxidante significativa de infusdes de C.
maritimum, verificando-se uma boa capacidade de neutralizagao de radicais livres quando
comparada com antioxidantes comerciais. Esta atividade antioxidante é atribuida ao acido
clorogénico presente nas infusoes.

Relativamente a atividade inibidora da acetilcolinesterase estudada por Nguir et al.
(2011), é referido que o OE é moderadamente ativo.

Sao também atribuidas a C. maritimum atividades bioldgicas de replente e inseticida,
referidas por Tsoukatou (2001). Relativamente a atividade repelente é sugerido que esteja
associada aos compostos volateis do OE, sendo que a atividade inseticida é atribuida
maioritariamente a presenga de dilapiol.

Pavela et al. (2017) referiram ainda que o quimiotipo do OE caraterizado pela
presenca de dilapiol e miristicina é eficaz como larvicida contra S. littoralis e C.

quinquefasciatus. A presenca de monoterpenos como o Y-terpineno também é importante

.....






OBJETIVOS

Crithmum maritimum é uma planta com um vasto campo de aplicagao, embora algumas
das suas atividades nao estejam ainda validadas cientificamente.

Assim, o trabalho desenvolvido nesta tese de mestrado pretende contribuir para
clarificar algumas das propriedades biologicas desta planta, colhida em Portugal,
nomeadamente do seu oleo essencial e da agua resultante da hidrodestilagao (AHD), um
subproduto da obtengao do 6leo essencial, com vista a sua valorizagao econémica. Para este
efeito, procedeu-se a:

e Determinagao dos principais compostos do 6leo essencial por GC e GC-MS;

e Avaliagao da atividade antifungica do 6leo essencial:

o Determinagao do MIC e MLC para varios microrganismos patogénicos,
nomeadamente leveduras (Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis, C.
guillermondi, C. parapsilosis and Cryptococcus neoformans), estirpes de
dermatofitos (Trichophyton mentagrophytes, T. mentagrophytes var. interdigitale,
T. verrucosum, T. rubrum, Microsporum canis, M. gypseum, Epidermophyton
floccosum) e estirpes de Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus);

o Determinagao da capacidade de inibicao da formagao do tubo germinativo de
C. albicans;

o Determinagao da capacidade de inibicao da formagao de biofilmes de C.
albicans;

o Determinagao da capacidade de destruicao dos biofilmes pré-formados de C.
albicans;

e Determinacao do perfil fenolico da AHD obtida como subproduto da obtengao do
oleo essencial por TLC e HPLC-PDA;

e Avaliagio da atividade antifingica da AHD, pela determinagao do MIC e MLC
relativamente a varios microrganismos patogénicos, nomeadamente leveduras
(Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. guillermondi, C. parapsilosis and Cryptococcus
neoformans), estirpes de dermatofitos (Trichophyton mentagrophytes, T. mentagrophytes
var. interdigitale, T. verrucosum, T. rubrum, Microsporum canis, M. gypseum,
Epidermophyton floccosum) e estirpes de Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus);

e Avaliagao da atividade antioxidante da AHD, recorrendo a capacidade de

neutralizagao do radical DPPH (2,2-difenil- | -picrilhidrazilo);



e Avaliagao da atividade anti-inflamatoéria do oleo essencial e da AHD em macroéfagos
estimulados com LPS, através da quantificagdo da inibicao da produgao de oxido
nitrico (ensaio de Griess). Nestas células também é avaliada a viabilidade celular

(ensaio da resazurina).

A avaliagao de todas estas propriedades biologicas, tanto do 6leo essencial como da
AHD, releva as possiveis utilizagdes de C. maritimum em termos de aplicabilidade nas
diversas industrias, salientando também uma possivel aposta nesta planta como um potencial

alimento funcional.



2. CARATERIZACAO FITOQUIMICA







2.1 Introduc¢do

2.1.1 Oleos essenciais

Os oleos essenciais sao misturas complexas de compostos volateis produzidos e
acumulados em estruturas secretoras especializadas, tais como células secretoras, tricomas,
bolsas e canais. De acordo com as normas ISO 9235:2013 (ISO 9235, 2013) da International
Organization for Standardization on Essential Oils (ISO TC 54, 1997), define-se um oleo
essencial como o produto obtido a partir de uma matéria-prima natural de origem vegetal,
por arrastamento de vapor de agua, por processos mecanicos a partir do epicarpo de
citrinos, ou por destilagcao a seco, apos separagao da fase aquosa, caso exista, por processos
fisicos. De acordo com o modo como a agua e o vapor sao utilizados, distinguem-se trés
tipos de destilagdo, nomeadamente, a destilagao em agua (hidrodestilagao), a destilagao em
agua com arrastamento de vapor de agua e a destilagao por arrastamento por vapor de agua
(Proenca da Cunha, 2006).

Os 6leos essenciais sao misturas de compostos lipofilicos de baixo peso molecular,
volateis, usualmente com um forte odor, raramente corados, solUveis em solventes
organicos e muito pouco soltveis em agua (Asbahani et al, 2015).

Os oleos essenciais sao considerados como fonte de sinais quimicos que permitem a
planta controlar e regular o ambiente envolvente (Bruneton, 2009). Podem variar em
qualidade e quantidade, de acordo com fatores intrinsecos, associados a variagoes sexuais,
sazonais, ontogenéticas e genéticas, e extrinsecos, associados a aspetos ecoldgicos e
ambientais. As variagoes genéticas podem resultar na expressao de vias metabolicas
diferentes, resultando em variagoes quantitativas e/ou qualitativas na composicao do 6leo
essencial. Assim, pode haver plantas que sao morfologicamente semelhantes e sexualmente
compativeis, o que do ponto de vista biolégico permite concluir tratar-se de um mesmo
taxon, no entanto, os seus Oleos essenciais podem apresentar composi¢ao quimica diversa, o
que permite considera-los taxa quimicos intraespecificos, variedades quimicas ou quimiotipos
(Zuzarte e Salgueiro, 2015; Svoboda e Greenaway, 2003).

Os terpenos de baixo peso molecular sao os compostos mais frequentes e
abundantes nos 6leos essenciais, no entanto, outros compostos de natureza nao terpénica,
como por exemplo, fenilpropandides, podem também estar presentes em concentragoes
significativas (Bakkali et al., 2008).

As plantas aromaticas e os 6leos essenciais tém um vasto campo de aplicagao, nao sé

pelas suas carateristicas sensoriais, o que lhes confere um enorme potencial na perfumaria
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ou na indUstria agro-alimentar, mas também pelas suas propriedades medicinais, e, ainda,
como ponto de partida para a sintese de outros compostos. Deste modo, sao considerados
produtos naturais muito valiosos em diversas areas, nomeadamente, nas industrias

farmacéutica, alimentar, agronémica, perfumaria e cosmética (Bakkali et al., 2008).

2.1.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos tém uma larga distribuicdio no reino vegetal e sao
abundantes na dieta humana, pela sua presenga em diversos alimentos e pela sua utilizagao
como conservantes alimentares. Estes compostos siao metabolitos secundarios que
desempenham fungoes relevantes na fisiologia das plantas e, além disso, possuem
propriedades potencialmente bioativas para o organismo humano, atuando nomeadamente
como antioxidantes, anti-inflamatorios, antimicrobianos ou anticancerigenos (Daglia, 2012).

Os efeitos benéficos para a salde humana que poderao advir do consumo de
polifendis irao depender da quantidade consumida e da sua biodisponibilidade no organismo
(Manach et al, 2004). Os compostos fendlicos tém na sua estrutura quimica base um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxilo diretamente ligados (Shahidi e Nacz, 2004;
Tsao, 2010). Estes compostos apresentam grande diversidade estrutural, podendo ser
classificados em diversas subclasses em fungao do numero de anéis fendlicos que contém e
dos elementos estruturais que os ligam (Fresco et al., 2006; Manach et al., 2004).

Na grande maioria das vezes, os compostos fendlicos estao presentes nas plantas sob
a forma de glicosidos, associados a acidos organicos ou como moléculas polimerizadas
complexas, com peso molecular elevado (Daglia, 2012).

Sao apresentadas, de seguida, algumas das classes de compostos fenodlicos relevantes
para este trabalho, tendo em conta que se referem aos compostos fendlicos encontrados

em estudos prévios de extratos de C. maritimum.

2.1.2.1 Fendis simples

Os fendis simples sao os compostos fendlicos mais abundantes na natureza. Na
natureza sao, geralmente, derivados do pirogalhol ou do floroglucinol (tri-hidroxilados),

podendo também encontrar-se di-hidroxilados, como o catecol (Figura 5).
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Floroglucinol Catecol Pirogalhol

Figura 5: exemplos de fendis simples

2.1.2.2 Acidos fendlicos

Os 4acidos fendlicos sao compostos polifendlicos que podem subdividir-se em
derivados do acido benzoico, os acidos hidroxibenzoicos, ou derivados do acido cinamico,
os acidos hidroxicinamicos ou fenilpropanoides.

Os acidos hidroxibenzoicos (Figura 6) caraterizam-se pela presenga de um grupo
carboxilo ligado ao fenol (esqueleto C6-Cl) e podem ocorrer sob a forma de polimeros ou
esterificados com oses. O teor destes compostos € geralmente reduzido em plantas usadas
na alimentagdo, mas apresentam uma concentracao consideravel em determinados

alimentos, como amoras, framboesas e cha (Manach et al., 2004).

OH O OH
HO OH
OH OH
Acido p-hidroxibenzéico Acido gélhico

Figura 6: exemplos de acidos fendlicos do tipo hidroxibenzoico

Relativamente aos acidos hidroxicinamicos (Figura 7), a fungao carboxilo esta inserida
numa cadeira lateral tricarbonada que, por sua vez, esta ligada ao fenol (estrutura C6-C3)
(Vermerris e Nicholson, 2006). As formas mais frequentes destes compostos sao os
derivados glicosilados ou ésteres de acido quinico, chiquimico ou tartarico (Al-Dashti et al,
2018). Estes acidos estao presentes na grande maioria das plantas, nomeadamente em frutos

(Fraga, 2010).

0 Q 0
HO
H3CO X NoH AN OH X-"“0H
HO HO HO
Acido ferulico Acido cafeico Acido p-cumarico

Figura 7: exemplos de acidos fendlicos do tipo hidroxicinamico
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2.1.2.3 Flavonéides

Os flavondides sao compostos que possuem um nlcleo com |5 carbonos,
estruturados na forma C6-C3-Cé. Estes compostos tém na sua estrutura dois anéis
aromaticos (A e B), ligados por uma cadeia de trés carbonos que pode eventualmente

ciclizar e formar um terceiro anel C (Figura 8).

O
2-fenil-1-benzopiran-4-ona

Figura 8: exemplo de um flavonoide e referéncia aos anéis A, B e C

O estado de oxidagao e de insaturagao/saturagao do anel C, bem como a posigao do
anel B, vao originar as diferentes subclasses de flavondides: antocianidinas, flavonois,
flavanonas, flavonas e flavandis (Manach et al., 2004). Na natureza, os flavonoides aparecem
frequentemente glicosilados, ou substituidos com grupos metilo. As glicosilagoes podem ser
do tipo O, em que as oses se encontram ligadas a genina por intermédio de um atomo de
oxigénio (neste caso a posicao de glicosilagao ocorre num dos hidroxilos fendlicos), ou

entao do tipo C, em que as oses se encontram ligadas a genina por intermédio de um atomo

de carbono.
e OH o
__ﬁ:a,_h"__.DH [:"' ] P LOH
- HO. o 0. Am L T
RO, o O, A, ]: ‘l" - HO. o~ O
L :[ .-"I - \'l"-' L o o,
R T 2 -
[0 H a T el OH
OH OH
Pelargonidina Apigenina Catequina
Antocianidinas Flavonas Flavanois

L OH
. -OH ©/
HO. -~ HO O

oH O OH O
Quercetina Naringenina
Flavonois Flavanonas

Figura 9: exemplos de estruturas das principais classes de flavondides
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Material vegetal

Partes aéreas floridas de Crithmum maritimum foram recolhidas em Nazaré, Portugal
(39°36'16.9"N 9°04'44.4"W), a 19 de Julho de 2017.

Apos a recolha, a planta foi mantida em ambiente seco durante 24 horas e submetida
a um processo extrativo para a obtencao do 6leo essencial e da AHD. Um exemplar
testemunho foi depositado no Herbario de Plantas Medicinais da Faculdade de Farmacia da

Universidade de Coimbra.

2.2.2 Obtencdo do é6leo essencial e carateriza¢cdo quimica

O Odleo essencial de C. maritimum foi obtido através de um processo de
hidrodestilagado, com recurso ao aparelho de Clevenger, em que a planta é colocada
diretamente em contacto com a agua fervente, durante 3 horas, de acordo com o

procedimento descrito pela Farmacopeia Europeia (Council of Europe, 2010).

Figura 10: Extragao do 6leo essencial por hidrodestilagaio com aparelho de Clevenger

A caraterizagdo quimica do 6leo essencial foi obtida em estudos prévios realizados
no Laboratoério de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,
por cromatografia gas-liquido (GC) e por cromatografia gas-liquido acoplada a espetrometria
de massa (GC-MS). Os compostos foram identificados pelos seus indices de retengao e

pelos respetivos espetros de massa.
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2.2.3 Obtencdo da AHD e caraterizacdo fitoquimica

De acordo com o que foi referido anteriormente, no processo extrativo dos 6leos
essenciais a planta é colocada diretamente em contacto com a agua fervente e submetida a
uma hidrodestilagao. A nivel industrial, essa agua residual da destilagao costuma ser rejeitada
ap6s a producao do d6leo. Contudo, durante o processo de hidrodestilagio, muitos
compostos soluveis podem ser extraidos, tornando essa agua rica em outro tipo de
metabolitos, nao volateis, com potencial valor industrial. Assim, esta agua foi também objeto
de estudo neste trabalho. A 3agua resultante deste processo (AHD) foi filtrada sob vacuo,

concentrada em evaporador rotativo a pressao reduzida, congelada e liofilizada.

Figura 11: Evaporador rotativo, a pressao reduzida: concentracio da AHD obtida apos

hidrodestilagao da planta

A caraterizagao fitoquimica da AHD foi obtida por cromatografia de camada fina

(TLC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detegao de fotodiodos (HPLC-PDA).

2.2.3.1 Cromatografia em camada fina (TLC)

A TLC é um processo de separagao cromatografico que consiste na aplicagao da fase
estacionaria, na forma de uma camada fina, sobre um suporte sélido (Waksmundzka-Hajnos,
Sherma e Kowalska, 2008). Devido a agao da capilaridade, ocorre a eluicao da fase movel,
que arrasta consigo os compostos para os quais tem mais afinidade. Cada composto vai
interagir de forma particular com a fase estacionaria e a fase mével e, assim, adquirir uma
identidade unica (Vermerris e Nicholson, 2006).

A mobilidade de um composto num determinado eluente é traduzida pelo fator de
retencao, Rf, definido como o quociente entre a distancia percorrida por um dado composto

e a distancia percorrida pelo solvente (Hahn-Deinstrop, 2006). A identificagio de compostos
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fenolicos através da TLC reside na possibilidade de relacionar o valor de Rf de uma
substancia num determinado eluente, com a sua estrutura. A aplicagao de agentes quimicos
de revelagao também contribui para esta possibilidade de identificagao de compostos.

Nesta perspetiva, usou-se a TLC para a pesquisa de fitoquimicos na AHD, utilizando
como fase estacionaria placas pré-revestidas de silica gel 60 F,;, (Merck) e como fase movel
uma solucao de acetato de etilo-acido férmico-acido acético glacial-agua, num gradiente de
100:11:11:26 em volume. Optou-se por esta fase estacionaria devido as suas carateristicas
polares, ideais para a separagao de polifendis, uma vez que estes apresentam carateristicas
de polaridade similares. Também a fase movel foi constituida por solventes polares, de modo
a ser evitada a fixacdo dos compostos a fase estacionaria. Tendo em conta que ambas as
fases sdao hidrofilicas, todos os compostos sofrem um arrastamento pela fase movel,
deslocando-se mais os compostos menos polares (Waksmundzka-Hajnos, Sherma e
Kowalska, 2008). A eluicao ocorreu numa camara previamente saturada com a solugao de
solventes. Todas as TLC realizadas neste trabalho foram feitas nas mesmas condicoes.

Apos a eliminagao da fase movel e tendo as placas sido observadas a luz visivel e UV
(366 nm), foram aplicados dois reveladores: NP-PEG e 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). A
aplicacdo de determinados reveladores permitir localizar na TLC manchas que contém o

mesmo tipo de compostos.

2.2.3.1.2 Reveladores

- NP-PEG

Este revelador é constituido pelo reagente NP, uma solugao metandlica do éster
aminoetilico do acido difenilbdrico a 1%, e pelo reagente PEG, uma solugao etandlica de
polietilenoglicol 4000 a 5%.

A aplicacgato de NP-PEG nas placas de TLC ocorre sequencialmente. Apos
evaporagao, as placas sao observadas a luz visivel e ao UV (366 nm).

O reagente NP é descrito como um bom revelador de flavondides em TLC, tendo a
capacidade de reagir formando complexos fluorescentes que coram as manchas da TLC de
cores diferentes, de acordo com as carateristicas estruturais dos compostos. O PEG é
geralmente usado como intensificador de fluorescéncia. Este revelador permite detetar
flavonoides e acidos fendlicos, dando-nos algumas informagoes estruturais gragas as cores
exibidas pelas manchas ao UV, por exemplo azul para acidos fendlicos e amarelo e laranja
para flavonoides.

25



- DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

O DPPH é um radical estavel e utilizado com frequéncia para a detegao de
substancias com propriedades antioxidantes, uma vez que tem a capacidade de captar um
eletrao. A preparagao da solu¢ao de DPPH envolve a pesagem de 2 mg de DPPH para um
balao de 20 mL e posterior afericaio com metanol. De acordo com a técnica de andlise
bioautografica, o cromatograma obtido na TLC é pulverizado com a solugao de DPPH. A
placa é observada 30 minutos apds a pulverizagao, a luz visivel. Este revelador permite
detetar compostos com atividade antioxidante pelo aparecimento de manchas amarelas sob

fundo rosa.

2.2.3.2 TLC preparativa

Para recuperar os compostos presentes nas manchas separadas por TLC, de forma a
permitir a sua identificagao por HPLC-PDA, realizou-se uma TLC preparativa. Esta técnica
permitiu confirmar a que compostos correspondem as manchas obtidas na TLC. Apos a
andlise por TLC e a observagao das placas a 366 nm, detetaram-se 9 manchas, que foram
delimitadas e recortadas. Os compostos foram solubilizados novamente, em agua, tendo sido
obtidas 9 amostras, cuja composi¢cao quimica foi posteriormente monitorizada por HPLC-

PDA, a fim de confirmar a identificagido de compostos.

2.2.3.3 Cromatogrdfia Liquida de Alta Resolugdo com detetor de fotodiodos (HPLC-PDA)

A HPLC é uma cromatografia em coluna, em que a fase estaciondria é um solido
polar, geralmente silica ou alumina, e a fase movel é liquida. A escolha dos solventes e o seu
gradiente vao variar consoante a natureza da fase estacionaria e os compostos a analisar.

Para este trabalho, utilizou-se HPLC para a separacao dos compostos, acoplada a um
detetor de fotodiodos (PDA), que permite a andlise de cada um dos compostos, de forma a
obter o respetivo espetro UV/Visivel.

A anidlise por HPLC-PDA foi realizada num cromatografo liquido de alta resolucao
(HPLC) Gilson, equipado com duas bombas (modelo 305 e 306), misturador (modelo 81 1B),
modulo manométrico (modelo 805) e um injetor automatico (Gilson 234 Autoinjetor). O
cromatégrafo é acoplado a um detetor de fotodiodos (Gilson, modelo 170) e a uma estagao

de controlo e tratamento de dados Unipoint System (Unipoint ® 2.10).
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Para a realizacdo desta analise, os solventes foram microfiltrados, com filtros NL16
(0.2 pm; 50 pm) (Schleicher & Schuell, Germany) e desgaseificados num aparelho de
ultrassons Bransonic (modelo B-2200 EI).

A fase estacionaria usada foi uma coluna analitica de silica, de fase reversa, RPI8
Spherisorb Waters ® ODS-2 com particulas de 5 pm (4.6 x 250 mm), mantida a 23-24°C e
protegida por uma pré-coluna KS 30/4 Nucleosil 120-5, C-18, Macherey-Nagel (Duren,
Germany). A fase movel utilizada foi uma solugao de agua e metanol, usada em gradiente
descontinuo (de 5% de metanol a 80% de metanol) a um fluxo de | mL/min. Optou-se pela
eluicao em gradiente, em detrimento da eluicao isocratica, por forma a diminuir o tempo de
andlise e aumentar a eficacia da separagao cromatografica.

A amostra foi solubilizada em 4gua, o volume injetado foi de 100 puL e os perfis
cromatograficos foram registados a 280 e 320 nm. Foram também injetados padroes, de
forma a permitir uma comparagao de tempos de retencao, facilitando assim a identificagao

dos compostos da AHD.

2.3 Resultados e Discussdo

2.3.1 Oleo essencial

O odleo essencial foi obtido por hidrodestilagao com um rendimento de 0.31 % (v/m).
O Odleo, caraterizado por GC e GC-MS, é maioritariamente rico em hidrocarbonetos
monoterpénicos, sendo os compostos maioritarios o y-terpineno (33.6%) e o sabineno
(32.0%). Outro importante constituinte deste 6leo essencial é o timol metil éter (15.7%).
Para além destes compostos muitos outros monoterpenos (hidrocarbonetos e oxigenados)
foram identificados mas em concentragoes inferiores a 5%. No que respeita a

fenilpropanoides apenas foi detetada a presenga de dilapiol em quantidades vestigiais.

Atendendo a variabilidade quimica ja anteriormente referida para o 6leo essencial
deste taxon, inclusivamente em Portugal, o OE de C. maritimum espontaneo da Nazaré pode
inserir-se no quimiotipo 2 descrito por Pateira et al. (1999), ou seja, com teores de dilapiol

inferiores a 6%.
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2.3.2 Agua de Hidrodestilagdo (AHD)

A AHD foi obtida com um rendimento de 10.34% e caraterizada quimicamente,
recorrendo a técnicas cromatograficas, como HPLC-PDA e TLC. A identificagao foi realizada
por recurso a analise TLC com reveladores especificos, aos espetros UV por HPLC-PDA e

também pelos tempos de retengao de alguns padroes comerciais de compostos fenolicos.

2.3.2.1 Andlise da AHD por TLC

O perfil cromatografico da AHD em TLC apresentado na Figura |2, por observagao
a luz UV (366 nm), apos revelagao com o reagente NP-PEG, permite verificar a presenca de
manchas de cores distintas, que indiciam a presenga de compostos diferentes. Na Tabela 4

sao apresentados os Rf correspondentes aos compostos detetados.

Figura 12: Perfil TLC da AHD por observagao a 366 nm sem revelagao com NP-PEG (a) e
apos revelagao com NP-PEG (b). Na imagem a), a direita, surge o perfil TLC do padrao acido

clorogénico.
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Tabela 4: Fator de retencao (Rf) das varias manchas observadas na TLC da AHD

Mancha | Fator de Retencao (Rf)
0.976
0.800
0.741
0.600
0.541
0.482
0.447
0.329
0.109

O 00 N o Ui A W BN

As manchas que, por observacio com luz UV (366 nm), apresentam fluorescéncia
azul, e cuja fluorescéncia aumenta de intensidade aquando da aplicagao do reagente NP-PEG,
referem-se a acidos fendlicos e estao representados na Figura 12 pelos numeros 1,2,4,5,6 e
8. A mancha 4 pode corresponder ao acido clorogénico uma vez que coincide com o
padrao.

A mancha que apresenta a cor amarela esverdeada apos a revelagao com NP-PEG (a)
e que nao surge em b), pode ser um flavonol e esta representada na Figura pelo numero 9 e
tem um Rf de 0.109. Tendo em conta que migra pouco, sendo por isso muito polar, pode
provavelmente ser um glicosido.

Relativamente as manchas que surgem com a cor laranja em a) e nao surgem em b),
poderao ser flavonas e estao representadas na Figura pelos nimeros 3 e 7. O facto de serem

polares, podera sugerir que estejam glicosiladas.

2.3.2.2 Andlise da AHD por HPLC/DAD e TLC preparativa

A cromatografia liquida de alta resolugio com detecio de diodos, HPLC-PDA,
permitiu a obtencao dos cromatogramas apresentados nas Figura 13 e |5, e também a
obtencao dos espetros apresentados na Figura 4. A sua andlise permitiu uma tentativa de

identificagao dos compostos fendlicos presentes na AHD.
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AU

Minutos

Figura 13: Perfil cromatografico HPLC/DAD da AHD de C. maritimum, registado a 280 nm
(verde) e a 320 nm (vermelho).

Tabela 5: Tentativa de identificagao das classes de compostos presentes na AHD de C.

maritimum, considerando o tempo de retencao e o A

maximo

PICO treten;io (mln) }\ maximo

Identificacao da classe do composto

10.04
16.71
18.10
21.00
22.25
29.02
34.57
35.40

T &6 mMm m g O @ >»

246, 297sh, 324
250. 295sh, 325
247, 300sh, 325
245, 288sh, 312
270. 330

251, 268sh, 326
257, 299sh, 352
251, 299sh, 329

Derivado do acido cafeico ou ferdlico
Derivado do acido cafeico ou ferdlico
Derivado do acido cafeico ou ferdlico
Acido p-cumarico

Flavona (derivada da apigenina)
Derivado do acido cafeico ou ferulico
Flavonol (quercetina 3-O-glicosilada)

Derivado do acido cafeico ou fertlico

Os compostos fenodlicos, dependendo da sua estrutura em termos de hidroxilos

fenolicos e do nimero de ligagoes duplas conjugadas, vao absorver a comprimentos de onda

diferentes e carateristicos para cada classe de compostos.
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Figura 14: Espetros UV dos compostos fendlicos presentes na AHD de C. maritimum,

obtidos on line por HPLC/DAD.

Pela andlise do seu espetro, os picos A, B, C, F e H (Figura |4a) correspondem a
acidos fendlicos, derivados do cafeico ou ferulico, pelo formato carateristico que apresentam
e pelos comprimentos de onda dos maximos que exibem. O facto de eluirem em tempos de
retengao baixos permite concluir que estes compostos sao acidos fendlicos combinados e
nao acidos fendlicos simples, o que os torna mais polares e faz com que eluam mais cedo.

Pelo facto de o tempo de retengao do pico C ter coincidido com o tempo de
retencao do padrao (Tabela 6), sugere-se que seja acido clorogénico. Pela TLC preparativa
(Figura 15), foi possivel associar as manchas obtidas por TLC com os picos do
cromatograma HPLC-PDA. Assim, o pico C da HPLC corresponde a mancha 4 da TLC que

tinha anteriormente sido identificado como o acido clorogénico.
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Tabela 6: Tempos de retengao obtidos para os padroes de acidos fendlicos analisados

Padrao €, ctencio (MiN)
Acido clorogénico 17.00
Acido gélhico 20.50
Acido p-cumérico 21.05
Acido ferulico 22.70
Acido rosmarinico 29.30

Relativamente ao pico D, apresenta um espetro carateristico de um acido cumarico
(b) e o seu tempo de retengao coincide com o tempo de retengao do padrao, pelo que se
sugere que seja um acido p-cumarico. Na TLC preparativa (Figura 15), o pico D

corresponde a mancha | da TLC e o espetro é o carateristico de um acido p-cumarico.

AHD

\ Mancha |

-
:
% |
3
%?

} &

!L Mancha 4
‘ \ Mancha 5

Minutos

Figura 15: Perfil HPLC-PDA das amostras obtidas apos a TLC preparativa, registado a 280

nm (verde) e a 320 nm (vermelho).
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A andlise do espetro c) da figura |14 permite inferir que o composto fendlico
detetado tem a banda | a 330 nm, o que sugere que seja uma flavona com um hidroxilo livre
no anel B, porque se tivesse dois hidroxilos livres no anel B a banda | estaria a 350 nm. A
banda Il tem o maximo a 270 nm, o que indica que tem dois hidroxilos livres no anel A. O
facto de nao haver desdobramento da banda Il é outro dado que indica que s6 ha um
hidroxilo livre no anel B. O facto de apresentar um tempo de retencao baixo permite
sugerir que seja um glicésido porque aumenta a polaridade do composto. Sugere-se entao
que o composto E seja um derivado da apigenina.

Pela anadlise do espetro d) da figura 14 pode observar-se que a banda | é inferior a
banda Il, o que sugere a presenca de um flavonol com glicosilagao no hidroxilo do carbono
3. A banda |l apresenta desdobramento, o que revela que ha mais do que um hidroxilo no
anel B. Relativamente ao anel A, o facto de a banda Il estar a 257 nm indicia a presenga de
dois hidroxilos. A presenca de uma inflexdo sugere que a posicio 7 esteja livre. Pode
propor-se entao que o composto G seja uma quercetina glicosilada na posigao 3.

A injecao dos padroes apresentada na tabela 6 permite concluir que os acidos
galhico, ferdlico livre e rosmarinico nao estao presentes na amostra de AHD analisada neste
trabalho.

Relativamente a TLC preparativa (figura 15), todas as manchas (I a 9) foram
controladas por HPLC-PDA. No entanto, nas manchas 3, 6, 7, 8 e 9 nao foram detetados

compostos, pelo que nao sao apresentadas neste trabalho.

33



34



3. ATIVIDADE ANTIFUNGICA
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3.1 Introduc¢do

Os fungos, inclusivamente os de origem alimentar, representam um sério risco para a
populagcao mundial, tendo em conta que sao agente etiologico de varias infe¢oes patogénicas
graves, cuja prevaléncia tem aumentado ao longo das ultimas décadas (Pfaller, Pappas e
Wingard, 2006). Com um foco particular em individuos imunocomprometidos, este
problema tem sido intensificado por uma maior prevaléncia de doengas infeciosas (Nikaido,
2009).

A incidéncia e a gravidade das infegoes fungicas estao dependentes da viruléncia da
estirpe, do estado imunoldgico do hospedeiro, do local onde ocorre a infegao e de fatores
ambientais que podem acelerar ou atrasar o processo infecioso (Weitzman e Summerbell,
1995).

As infegoes flngicas podem classificar-se como superficiais, quando sao confinadas as
camadas externas do epitélio, ou invasivas, quando o agente patogénico tem a capacidade de
ultrapassar esta barreia e disseminar-se sistemicamente, podendo causar infegoes
metastaticas como a endocardite, osteomielite e meningite (Murray, Rosenthal e Pfaller,
2013).

As infegoes flngicas superficiais sao um problema global comum, que afetam
maioritariamente a pele e as unhas e tém uma prevaléncia elevada. Cerca de 20 a 25% da
populagao mundial relata a ocorréncia de micoses na pele, fazendo com que esta seja uma
das formas mais frequentes de infecao (Havlickova, Czaika e Fredrich, 2008). Os principais
agentes etiologicos responsaveis por estas infecoes fungicas superficiais sao distribuidos
pelos géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (Havlickova, Czaika e Fredrich,
2008).

Embora as infegoes fungicas superficiais sejam as mais comuns, nos ultimos anos tem
vindo a ocorrer um aumento significativo da incidéncia e severidade das infe¢oes fungicas
invasivas. Algumas destas infegoes, bem como as suas taxas de mortalidade, que relevam a
importancia do seu estudo, podem observar-se na Tabela 7. A maioria dos casos é de
etiologia atribuida a fungos oportunistas dos géneros Candida e Aspergillus e afetam
essencialmente individuos imunocomprometidos, que existem em numero cada vez mais

elevado, nomeadamente em paises desenvolvidos (Lass-Florl, 2009).
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Tabela 7: Infegoes flingicas e espécies que as originam, respetiva localizagao e taxas de

mortalidade, adaptado de Brown et al. (2012)

Infe¢oes fungicas (espécie mais comum) Localizagao Taxas de mortalidade (%
em populagoes infetadas)

Micoses oportunistas invasivas

Aspergilose (Aspergillus fumigatus) Todo o mundo 30-95
Candidiase (Candida albicans) Todo o mundo 46-75
Criptococose (Cryptococcus neoformans)  Todo o mundo 20-70

Estas infecoes podem ser tratadas com uma gama ampla de antifingicos
comercialmente disponiveis. No entanto, o aumento da resisténcia de varias estirpes aos
antifungicos e os possiveis efeitos secundarios associados, como hepatotoxicidade,
neurotoxicidade e nefrotoxicidade, fazem com que o tratamento seja muitas vezes mal
sucedido (Gupta e Cooper, 2008), o que releva cada vez mais o investimento cientifico nesta
area.

Enquanto que a Candida albicans é o principal agente responsavel por doencas da
mucosa, o Aspergillus fumigatus é o responsavel pela maioria das doengas alérgicas de origem
fungica e o Trichophyton spp., especialmente o T. rubrum, é o agente etioldgico da grande
maioria das infe¢oes cutaneas (Bongomin et al., 2017).

As infegcoes flngicas mais comuns e mais severas, nomeadamente em individuos
imunocomprometidos, sao as candidiases, as criptococoses, as dermatofitoses e as
aspergiloses. Apresenta-se de seguida, e de forma mais pormenorizada, cada uma destas

infegoes, referindo os agentes etiologicos, sintomas e tratamentos associados.

3.1.1 Candidiases

A candidiase é uma patologia de origem fungica caracterizada pela infecao do
hospedeiro por leveduras do género Candida. Estas espécies sao microrganismos comensais
da cavidade oral, trato gastrintestinal e vagina (Mardh et al., 2002).

As infe¢oes causadas por Candida spp. constituem a causa mais frequente de infe¢oes
fungicas invasivas em todo o mundo, sendo que as principais estirpes referidas sao, por
ordem de frequéncia, C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C.

guilliermondii (Pfaller e Diekema, 2010). A candidiase vulvovaginal é uma das candidiases
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superficiais mais comuns, que afeta 70 a 75% das mulheres pelo menos uma vez durante a
vida, sendo que 40 a 45% irao sofrer de infecio recorrente (Palmeira-de-Oliveira et al.,
2009).

Relativamente a terapia, dos antifungicos disponiveis no mercado, s6 alguns
demonstram ter efeito em infegoes de Candida spp., como a anfotericina B, o fluconazol e o
itraconazol (Carrillo-Munoz et al., 2006). A anfotericina B foi o principal antifungico usado no
tratamento de candidiases sistémicas durante muito tempo, mas a toxicidade elevada fez
com que fosse parcialmente substituida pelo fluconazol que, embora também tenha um
elevado espetro de agao, € menos toxico (Ruhnke, 2008). O problema do uso intensivo
deste farmaco e de outros derivados azolicos, em tratamento ou profilaxia de candidiases,
nomeadamente em populagao de risco, € que conduziu ao desenvolvimento de resisténcias e
suscetibilidade reduzida a estes compostos (Pfaller e Diekema, 2010; Binder e Lass-Florl,
2011).

A resisténcia da C. albicans ao fluconazol estima-se que seja de 0 a 5%, sendo que a
taxa mais elevada foi reportada na Africa do Sul. A resisténcia a este firmaco é um problema
com proporgoes muito maiores entre as espécies nao albicans e varia entre 5 a 65%, sendo
que a taxa mais elevada foi reportada na Dinamarca. Esta resisténcia é problematica porque,
em muitas partes do mundo, o fluconazol é o unico farmaco antifungico disponivel para o
tratamento de infe¢es com Candida (Vallabhaneni et al, 2016).

Os mecanismos de patogenicidade associados as infe¢oes por Candida spp. ainda nao
estao completamente estabelecidos, mas pensa-se que estejam associados a formagao de
tubo germinativo e a organizagao da levedura em biofilmes. Os biofilmes promovem a
expressao de genes de resisténcia o que resulta em modificagoes fenotipicas das células da
levedura. Além disso, a formagao de biofilmes protege a levedura da resposta imunologica
do hospedeiro (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013; Palmeira-de-Oliveira et al., 2009).

Por outro lado, a capacidade da levedura para transitar para formas filamentosas pela
formagao de um tubo germinativo é considerado o fator de maior relevancia para a invasao
dos tecidos, além de permitir que haja uma resisténcia aumentada a fagocitose. A formacgao
do tubo germinativo € um fator de viruléncia relevante, nomeadamente nas infe¢oes por C.
albicans (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013).

Consequentemente, a inibicao do tubo germinativo e a disrupgao da organizagao dos
biofilmes podem ser alvos promissores para um controlo destas infegoes, evitando a

disseminagao do agente infecioso.
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3.1.2 Criptococoses

A criptococose tem como agente etiologico o Cryptococcus neoformans, comummente
presente em excrementos de aves (principalmente pombos cosmopolitas). Os esporos
infecciosos de C. neoformans sao inalados e a patologia desenvolve-se inicialmente no trato
pulmonar (Kwon-chung et al, 2016; Poeta, Del e Casadevall, 2012). Em individuos
imunocomprometidos, esta patologia pode chegar ao cérebro, resultando em danos
neurologicos, como a meningoencefalite (Desalermos, Kourkoumpetis e Mylonakis, 2012).

Em termos de terapéutica, utiliza-se uma terapia combinada com anfotericina B e
flucitosina e manutengao com fluconazol, embora as taxas de sucesso sejam de apenas 50 a

80% (Binder e Lass-Florl, 201 |; Bratton et al., 2012).

3.1.3 Aspergiloses

As patologias pulmonares com infegao tecidular provocada por Aspergillus spp. sao as
aspergiloses, sendo que a principal via de infecao € a inalagao de esporos (Murray, Rosenthal
e Pfaller, 2013).

Entre as espécies mais frequentes de Aspergillus spp., esta o A. fumigatus, responsavel
por cerca de 90% das infegoes, seguido de A. flavus, A. terreus e A. niger (Hadrich et al., 2012).

Nos ultimos anos verificou-se epidemiologicamente um aumento da incidéncia de
aspergiloses invasivas relativamente a candidiases invasivas em algumas populagdes na Europa
(Lass-Florl, 2009), o que pode ser preocupante porque, sem tratamento, a taxa de
mortalidade associada a aspergilose pode atingir os 95% (Brown et al, 2012).

Relativamente a terapéutica, os antifungicos mais usados no tratamento e profilaxia
das aspergiloses sao os derivados azdlicos, tais como voriconazol, itraconazol, e posaconazol
(Pfaller et al., 201 1). Um dos grandes problemas dos Aspergilus spp. é o facto de produzirem
aflatoxinas, que s3ao muitas vezes responsaveis pela contaminagio de alimentos,
nomeadamente se produzidos e/ou armazenados em zonas de temperatura e humidade
elevada. Este fator tem um impacto elevado em termos de segurancga alimentar, rendimento

agricola e pecuario (Zuzarte et al.,, 2014).
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3.1.4 Dermatofitoses

Estamos na presenga de uma dermatofitose quando ocorre uma infegao causada por
fungos dermatdfitos que, ao produzirem queratinases e outras enzimas queratoliticas, vao
degradar tecido queratinoso e gerar infegcoes na pele, unhas e cabelo (Weitzman e
Summerbell, 1995; Zuzarte et al, 2011). Embora sejam infegoes superficiais nao invasivas e
geralmente pouco severas, podem progredir para infegoes invasivas em individuos
imunocomprometidos, podendo alastrar a camadas mais profundas da pele e outros 6rgaos.
Além disso, estas lesdes mais graves podem funcionar como ponto de entrada para outros
organismos patogénicos e, assim, dar origem a infecoes potencialmente fatais (Venturini et
al, 2012).

As patologias com origem em dermatofitos que ocorrem com maior frequéncia sao a
onicomicose (tinea unguium) e o pé-de-atleta (tinea pedis), associadas principalmente a T.
rubrum, T. mentagrophytes var interdigitale, E. floccosum, M. gypseum e T. verrucosum
(Havlickova, Czaika e Fredrich, 2008).

Os farmacos prescritos para dermatofitoses incluem formulagoes topicas e orais, de
farmacos antifingicos da classe dos azdis, como o clotrimazol e o miconazol, e das

alilaminas, como a terbinafina e a naftifina (Gupta e Cooper, 2008).
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3.2 Material e métodos

3.2.] Estirpes fangicas

A atividade antifungica do oleo essencial e da AHD foi testada em leveduras e fungos

filamentosos. As tabelas seguintes sintetizam as estirpes utilizadas, tendo em conta a sua

origem e referéncia, para as estirpes de referéncia (tabela 8), e a origem clinica e respetiva

referéncia para as estirpes clinicas (tabela 9).

Tabela 8: Estirpes de Referéncia, respetiva origem e referéncia

Levedura/Fungo filamentoso

Origem

Referéncia

Candida albicans

Candida tropicalis

Candida parapsilosis
Cryptococcus neoformans
Trichophyton rubrum
Trichophyton mentagrophytes var.
interdigitale

Trichophyton verrucosum
Microsporum gypseum
Aspergillus niger

Aspergillus fumigatus

American Type Culture Collection
American Type Culture Collection
American Type Culture Collection
Coleccion Espanola de Culturas Tipo
Coleccion Espanola de Culturas Tipo

Coleccion Espanola de Culturas Tipo

Coleccion Espanola de Culturas Tipo
Coleccion Espanola de Culturas Tipo
American Type Culture Collection

American Type Culture Collection

ATCC 10231
ATCC 13803
ATCC 90018
CECT 1078
CECT 2794
CECT 2958

CECT 2992
CECT 2908
ATCC 16404
ATCC 46645

Tabela 9: Estirpes isoladas clinicamente, respetiva origem e referéncia

Levedura/Fungo filamentoso

Origem

Referéncia

Candida krusei

Candida guillermondii
Tricophyton mentagrophytes
Microsporum canis
Epidermophyton floccosum

Aspergillus flavus

Candidiase vulvovaginal
Candidiase vulvovaginal
Pele e unhas
Pele e unhas
Pele e unhas

Secregoes bronquicas

H9
MAT23
FF7
FF I
FF9
F44
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A subcultura das estirpes foi feita em SDA - Oxoid, Hampshire, Inglaterra (Sabouraud
Dextrose Agar) ou PDA - Oxoid, Hampshire, Inglaterra (Potato Dextrose Agar, para

assegurar a sua pureza e viabilidade.

3.2.2 Avaliacdo da atividade antifiingica

Para determinar a Concentragao Minima Inibitéria (MIC) e a Concentragao Minima
Letal (MLC) do dleo essencial e da AHD foi utilizado o método de macrodiluigao, descrito
em protocolos do Instituto de Padroes Clinicos e Laboratoriais (CLSI), com a referéncia
M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008) e M38-A2 para fungos filamentosos (CLSI, 2008). Foi
selecionado o método de macrodiluicdo por permitir a utilizagao de tubos de ensaio de
vidro, eliminando assim a possibilidade de ocorréncia de quaisquer interagoes entre as
amostras e o plastico que compoe as placas de multipogos usadas para a realizagao do
método de microdiluigao.

Para os ensaios de avaliagao da atividade antifingica, utilizou-se o meio liquido RPMI
1640 (BioChrom Ag., Berlim, Alemanha) sem bicarbonato, com L-glutamina, tamponizado
com MOPS [4cido 3-(N-morfolino)-propanossufénico] e ajustado a pH 7.0. Este meio foi
também usado para preparagao das diluicoes de extrato. Para preparar as diluicoes de oleo
essencial, utilizou-se dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich, MO, USA). A concentragao
final de DMSO nunca excedeu 1% (v/v).

O desenho experimental do ensaio teve por base uma série de tubos de vidro
estéreis, em duplicado para cada uma das condigoes a testar. Para cada estirpe €
considerado um controlo negativo, com RPMI, funcionando como controlo de esterilidade
do meio, um controlo positivo, com DMSO e RPMI inoculado, que é um controlo de
crescimento e viabilidade do fungo filamentoso/levedura, e as diversas diluicdes de oleo
essencial ou AHD a analisar, num intervalo de concentragoes previamente definido.

Para preparar os inéculos dos fungos filamentosos, procedeu-se a agitagao em vortex
com pérolas de vidro estéreis para a recolha dos esporos e a densidade da suspensao foi
ajustada visualmente de acordo com o tubo | da escala de McFarland, de modo a obter uma
concentragio final no tubo de ensaio de (1-2) x 10* células/mL. No caso dos esporos de
Aspergillus spp. e devido a sua hidrofobicidade, foi adicionada uma gota de Tween 20 estéril,
permitindo assim a suspensao.

A preparagao dos indculos de leveduras envolveu a selegao das colonias mais

recentes e o ajuste da densidade das suspensoes celulares visualmente, de acordo com o
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tubo 0.5 da escala de McFarland. Foi ainda confirmada espetrofotometricamente, por um
valor de absorvancia de 0.18, de modo a obter uma concentragao final no tubo de ensaio de
(1-2) x10° células/mL.

Os tubos de ensaio foram incubados aerobiamente, a 35°C por um periodo de 48
horas para as estirpes de Candida spp. e Aspergillus spp. e por 72 horas para o Cryptococcus
neoformans. Relativamente as estirpes de dermatofitos, foram incubadas aerobiamente
durante 7 dias, a 30 °C. Apds os tempos de incubagao, os valores de MIC foram registados,
tendo em conta a observagao verificacao visual de crescimento ou nao crescimento em
comparagao com os controlos negativo e positivo.

Para avaliar as MLC, apos as leituras das MIC foram retirados 20 pL de cada tubo
negativo e inoculados em caixas de petri com SDA, nas mesmas condicoes de tempo e
temperatura descritas anteriormente. Os resultados foram lidos por confirmagao visual de
crescimento ou nao crescimento do fungo/levedura, correspondendo o valor de MLC a
concentragao minima de composto que ¢ letal para a estirpe fungica em questao.

Os valores obtidos para a avaliagio da atividade antifingica, MIC e MLC, sao

expressos em pL/mL, correspondendo a trés ensaios independentes.

3.2.3 Mecanismo de acdo

A Candida albicans é um dos principais agentes causadores de infegao fungica invasiva,
pelo que a investigagao do seu mecanismo de a¢ao, nomeadamente em fatores de viruléncia,
tais como a inibicio do tubo germinativo e a formagao de biofilmes, é muito relevante.
Saville et al. (2006) afirmam que a filamentagao é importante na progressao da C. albicans
para doenga ativa.

Por outro lado, varios estudos (Uppuluri, Pierce e Lopez-Ribot, 2009; Nobile e
Johnson, 2015; Gulati e Nobile, 2016) salientam o facto de o impacto infeccioso de C.
albicans depender da sua capacidade para se desenvolver formando um biofilme, que consiste
numa porg¢ao de células aderente e compacta da levedura. Estes biofilmes sao resistentes a
terapéutica antifungica convencional, ao sistema imunolégico do hospedeiro e a
perturbagoes ambientais, pelo que constituem um desafio clinico significativo.

Tudo isto releva o facto de estudar estes fatores de viruléncia da C. albicans, de forma
a inferir acerca da atividade do OE. O mesmo estudo nao foi feito para a AHD porque nao

demonstrou ter atividade antifungica até um valor de concentragao de 5 mg/mL.
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3.2.3.1 Inibicdo do tubo germinativo

A capacidade do o6leo essencial em termos de inibicio da formagio do tubo
germinativo em Candida albicans foi avaliada de acordo com o método descrito por Pinto et
al,, (2009).

Concentragoes de 6leo essencial diluido em DMSO, de 2,1 a 0.015 mg/mL, foram
preparadas e foram adicionados, a tubos estéreis, 10 pL de cada diluicao. Todas as
concentragoes foram testadas em duplicado e foi usado DMSO como controlo positivo. A
concentracao final de DMSO nunca excedeu % v/v.

Apos incubagao overnight em SDA a 35°C, foi feita uma suspensao de C. albicans em
meio NYP [composto por N-acetyl-D-glucosamine (Sigma), 10°°M;Yeast Nitrogen Base (Difco),
3.35 g/L;Proline(Fluka), 10°M; NaCl 4.5 g/L, com pH 6.7+0.1].

A densidade da suspensao em meio NYP foi ajustada visualmente a turvagao do tubo
0.5 da escala de McFarland (1.5x10° células/mL). Foram adicionados 990 pyL de NYP
inoculado aos tubos de ensaio e estes foram sujeitos a 3 horas de incubagao a 37 °C.

Posteriormente, fez-se a leitura e foram contabilizadas 100 células numa camara de
Neubauer, sendo que se distinguiram as células filamentadas das células nao filamentadas. As
células filamentadas sao caraterizadas por um filamento cilindrico sem qualquer constricao
na base, de tal modo que, todas as células que nao possuam estas carateristicas sao
consideradas nao filamentadas.

Os resultados sao apresentados como média, de um minimo de trés ensaios

independentes.

3.2.3.2 Avdliagdo do efeito do OE na formagdo de biofilmes de C. albicans

O efeito do 6leo essencial na formacao de biofilmes de C. albicans foi avaliado de
acordo com o método descrito por Taweechaisupapong et al.(2012).

Um loop de células de C. albicans ATCC 10231, previamente em cultura em SDA
durante 18-20 horas a 37 °C, foi suspenso em meio Yeast Peptone Dextrose (YPD,
composto por |% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de dextrose) e incubado
durante 24 horas a 37 °C. Apos este periodo de tempo, o YPD foi removido e as células
foram cuidadosamente lavadas, duas vezes, com PBS estéril (0.8% NaCl, 0.02% KH,PO,,
0.31% Na,HPO,.I12H.0O, 0.02% KCI, a pH 7.4). Entre cada lavagem, centrifugou-se a

suspensao de células por 5 minutos a 2000g. O aglomerado de células foi depois ressuspenso
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em meio RPMI e a densidade de células foi ajustada a aproximadamente Ix10° células/mL,
confirmando-se este valor por contagem em camara de Neubauer.

Posteriormente, foram adicionados aos pogos de uma placa de microtitulagao 100 pL
desta suspensao de células e 100 pL das diluicoes de oleo essencial em meio RPMI nas
concentragoes a testar, de 2,1 a 0.06 mg/mL. Foram, desta forma, preparadas duas placas,
uma para avaliar o efeito apds 24 horas da atividade do 6leo essencial, que foi a incubar 24
horas a 37 °C, e uma para avaliar o seu efeito apos 48 horas, que foi a incubar 48 horas a 37
°C. Apos cada tempo de incubagao, a viabilidade do biofilme foi avaliada pelo método de
XTT e a biomassa foi avaliada pelo método de Cristal Violeta.

Para preparar o controlo negativo, foi adicionado aos pogos selecionados meio RPMI
estéril enquanto que o controlo positivo consistiu na adicao de meio RPMI inoculado.

Todas as determinagoes foram feitas em duplicado relativamente a trés ensaios

independentes.

3.2.3.3 Avdliagdo do efeito do OE nos biofilmes pré-formados de C. albicans

Avaliou-se o efeito do oleo essencial de nos biofilmes pré-formados, por adaptagao
do método descrito por Taweechaisupapong et al.(2012).

Para tal, uma ansa de células da levedura, previamente em cultura em SDA durante
18-20 horas a 37 °C, foi suspenso em meio YPD e incubado durante 24 horas a 37 °C. Apos
este periodo de tempo, o YPD foi removido e as células foram cuidadosamente lavadas, duas
vezes, com PBS estéril. Entre cada lavagem, centrifugou-se a suspensiao de células por 5
minutos a 2000g. O aglomerado de células foi depois ressuspenso em meio RPMI e a
densidade de células foi ajustada a aproximadamente |x|0° células/mL, confirmando-se este
valor por contagem em camara de Neubauer. Posteriormente, foram adicionados 200 pL
desta suspensao de células aos pogos selecionados de uma placa de microtitulagao e foi a
incubar por um periodo de 24 horas a 37 °C.

Para preparar o controlo negativo, foi adicionado aos pogos respetivos meio RPMI
estéril enquanto que o controlo positivo consistiu na adicao de meio RPMI inoculado. Apos
o periodo de incubagdo, sio adicionadas aos pogos as concentragoes de 6leo essencial a
testar, de 2.1 a 0.06 pL/mL, para avaliar a sua agao nos biofilmes pré-formados, e vai a
incubar novamente por um periodo de 24 horas a 37 °C.

Todas as determinagoes foram feitas em duplicado relativamente a trés ensaios

independentes.

46



3.2.3.3.1 Quantificagdo da biomassa pelo ensaio de cristal violeta

O ensaio de cristal violeta para quantificagio da massa do biofilme foi adaptado do
método descrito por Raut et al. (2013). Este método foi utilizado, tanto para a quantificagao
da biomassa em biofilmes pré-formados, como para a quantificagao da biomassa na formacgao
de biofilmes.

Apos todo o procedimento descrito em 3.2.3.2 e em 3.2.3.3, o meio foi removido e
as células foram fixadas ao pogo com metanol a 99%, por |5 minutos. O sobrenadante foi
depois removido e deixaram-se secar os pog¢os ao ar por |-2 minutos. Adicionou-se
posteriormente 100 uL de uma solugao a 0.02% de Cristal Violeta (CV), que se manteve a
corar as células por um periodo de tempo de |5 minutos. O CV em excesso foi removido
por lavagem dos pogos, 3 vezes, com agua destilada esterilizada. Foram posteriormente
adicionados 150 pL de acido acético a 33%, com o objetivo de libertar das células o corante
absorvido, e a mistura foi transferida para uma nova microplaca.

Com um leitor de placas de microtitulagao, foi registada a densidade otica (OD) a
620 nm. A biomassa foi determinada por comparagao da OD de amostras tratadas com 6leo
essencial com a OD do controlo.

Os resultados obtidos foram realizados em duplicado e apresentados na forma de

média + desvio padrao de trés ensaios independentes.

3.2.3.3.2 Avdliagdo da viabilidade pelo ensaio de metabolizagdo de XTT

O ensaio de viabilidade do biofilme por metabolizagao de XTT utilizado foi adaptado
de Saharkhiz et al. (2012). Este ensaio foi utilizado para avaliagao da viabilidade do biofilme,
tanto no ensaio que avalia a destruicao de biofilmes pré-formados como no que avalia a
inibicao da formagao do biofilme. Apds toda a execugao do procedimento descrito em
3.2.3.2 e em 3.2.3.3, o meio foi removido e os pogos foram cuidadosamente lavados com
PBS estéril de pH 7.4. A uma solugao de XTT de Img/mL, foi adicionada menadiona (I0mM
em acetona), de forma a perfazer uma concentragao final de 4 pM. Adicionou-se 100 pL da
solugao de menadiona em XTT aos pogos selecionados, posteriormente incubados por 2
horas a 37 °C e ao abrigo da luz.

A absorvancia foi lida num leitor de placas de microtitulagao, a 490 nm, e a viabilidade
do biofilme foi determinada por comparagao da absorvancia das amostras tratadas com 6leo

essencial com as amostras controlo.
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Os resultados foram apresentados na forma de média + desvio padrao, referente a

trés ensaios independentes, sendo que todos os ensaios foram realizados em duplicado.

3.3 Resultados e discussdo

3.3.1 Avdliagdo da Atividade Antifiingica

Os resultados obtidos para a atividade antifungica (MIC e MLC) do OE e da AHD de
C. maritimum estao sumarizados na Tabela 10. Em relagao ao potencial antifingico do OE, de
todas as estirpes fungicas testadas, a que se revelou mais suscetivel foi a de Cryptococcus
neoformans, inibindo o seu crescimento (MIC) a uma concentragao de 0.26 mg/mL e sendo
letal (MLC) a uma concentragao de 0.52 mg/mL. Para as estirpes de dermatdfitos, os valores
de MIC e MLC variaram entre 0.52 e 4.2 mg/mL. As estirpes que se revelaram mais sensiveis
foram Epidermophyton floccosum e Microsporum canis (MIC e MLC com valor de 0.52 mg/mL).

Para as estirpes de Candida, os valores de MIC oscilaram entre 1.05 e 2.1 mg/mL e os
valores de MLC entre 1.05 e >4.2 mg/mL, sendo que a estirpe mais suscetivel foi Candida
guillermondii (MIC e MLC de 1.05 mg/mL). Relativamente as estirpes de Aspergillus, todas
apresentaram valores de MIC de 8.4 mg/mL, e valores de MLC de >8.4 mg/mL.

Foram tidos em conta na andlise da atividade antifungica, os valores de MIC e MLC
dos compostos maioritarios do OE, sabineno e y-terpineno, previamente estudados (Valente
et al,, 2013; Vale-Silva et al., 2012). Relativamente ao y-terpineno, a estirpe para a qual é mais
ativo é a de Cryptococcus neoformans, inibindo o crescimento do fungo a 0.52 mg/mL e sendo
letal 2 uma concentragao de 1.05 mg/mL. Pode ainda referir-se que para a maioria dos fungos
filamentosos e leveduras testados, os valores de MIC e MLC foram superiores aos obtidos
para o oleo, pelo que se conclui que o y-terpineno tem uma menor atividade antifungica que
o oleo essencial.

A andlise dos resultados obtidos para o sabineno permite inferir que a estirpe para a
qual é mais ativo € a de Trichophyton rubrum, apresentando um MIC de 0.13 mg/mL e um
MLC de 0.26 mg/mL. Relativamente ao OE, o sabineno apresentou valores de MIC e MLC
inferiores aos do oleo essencial, sendo, portanto, mais ativo. Os resultados obtidos
permitem sugerir que a atividade antifingica do OE de C. maritimum podera dever-se
maioritariamente a presenca de sabineno.

Relativamente a AHD, para todas as estirpes testadas, os valores de MIC e MLC sao

superiores a 5 mg/mL.
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Tabela 10: Atividade antifungica (MIC e MLC) da AHD, do dleo essencial de C. maritimum e dos seus compostos maioritarios (y-terpineno e

sabineno) contra estirpes de Candida, Cryptococcus neoformans, dermatofitos e Aspergillus

C. maritimum O.E. | C. maritimum AHD y-Terpineno Sabineno
Estirpes

MIC MLC MIC MLC MIC MLC MIC MLC
Candida albicans ATCC 10231 2.1 42 >5 >5 2.1 42 0.52 0.52
Candida guillermondii MAT23 1.05 [.05 >5 >5 [.05-2.1 |2.1-42 |0.52 0.52-1.05
Candida krusei H9 2.1 2.1 >5 >5 42 8.4 0.52 0.52
Candida parapsilosis ATCC 90018 1.05 >4.2 >5 >5 42 16.8 1,05 1,05
Candida tropicalis ATCC 13803 2.1 2.1 >5 >5 8.4 16.8 1,05 1,05
Cryptococcus neoformans CECT 1078 0.26 0.52 >5 >5 0.52 1.05 0.26 0.26
Epidermophyton floccosum FF9 0.52 0.52 >5 >5 2.1 2.1 0.26 0.26
Microsporum canis FFI 0.52 0.52 >5 >5 4.2 42 0.26 0.26
Microsporum gypseum CECT 2908 1.05 1.05 >5 >5 8.4 8.4 0.26-0.52 | 0.26-0.52
Trichophyton mentagrophytes FF7 1.05 1.05 >5 >5 8.4 8.4 0.26 0.26
Trichophyton mentagrophytes var.interdigitale CECT 2958 | 4.2 4.2 >5 >5 N.T. N.T. 0.26 0.52
Trichophyton rubrum CECT 2794 .05 1.05 >5 >5 4.2 4.2 0.13 0.26
Trichophyton verrucosum CECT 2992 .05 1.05 >5 >5 N.T. N.T. 0.52 1.05
Aspergillus flavus F44 8.4 >8.4 >5 >5 16.8 >16.8 2.1-4.2 4.2-84
Aspergillus fumigatus ATCC 46645 8.4 >8.4 >5 >5 16.8 16.8 1.05-2.1 2.1-4.2
Aspergillus niger ATCC 16404 8.4 >8.4 >5 >5 >16.8 >16.8 2.1 4.2-84

MIC e MLC determinadas pelo método de macrodiluicao e expressas em mg mL-1 (v/v);
Resultados obtidos a partir de trés ensaios independentes realizados em duplicado; N.T. : nao testado.

49



Relativamente a estudos prévios, Marongiu et al. (2007) apresentaram resultados
relativamente a um oleo essencial de C. maritimum, pertencente ao mesmo quimiotipo do
OE que ¢ objeto deste estudo, também com origem em Portugal, com valores de MIC e
MLC concordantes com os obtidos para as espécies T. rubrum, T. mentagrophytes, M.
gypseum, M. canis e E. floccosum. Em relagao as espécies de C. albicans, C. guillermondii e C.
neoformans, o OE de C. maritimum apresentado neste trabalho foi mais ativo do que o
estudado previamente.

Em estudos de Nabet et al. (2017) referentes a atividade antimicrobiana do OE de C.
maritimum é obtido um valor de MIC de 0.092 mg/mL para C. albicans, inferior ao obtido
neste trabalho, e por isso, mais ativo. O mesmo valor de MIC é obtido por Nabet et al.
(2017) para Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Listeria innucia
e E. coli.

As variagoes apresentadas poderao estar associadas as variagoes de composi¢ao dos

OE de C. maritimum dependendo da sua origem e/ou quimiotipo.

3.3.2 Inibi¢do do tubo germinativo

e 7 .

O efeito de concentracoes sub-inibitérias de OE de C. maritimum e dos seus
compostos maioritarios, bem como o do fluconazol na inibicio do tubo germinativo de C.
albicans é apresentado nas Tabelas |1 e 12.

Os valores de filamentagao do OE, do sabineno e do y-terpineno foram obtidos
durante o decurso deste trabalho. Os valores para o fluconazol foram estudados
previamente no Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da Universidade de

Coimbra.

Tabela 11: Percentagem de filamentagao de Candida albicans ATCC 10231 em

.....

% formagao do tubo germinativo
Ctrl 100
Crithmum maritimum

MIC/128 84.315.5

(0.015)

MIC/64 42.9+4.1

(0.03)

MIC/32

(0.06) 0.0+0.0
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Fluconazol
MIC 101.0+£5.3
(0.001)
2xMIC 100.5+7.8
(0.002)
4xMIC
+
(0.004) 98.9+6.1
128xMIC
90.0+9.9
(0.128)
200xMIC
+
(0.200) 89.1+5.9

O:s resultados sio expressos como a média de trés ensaios independentes, realizados em duplicado.
Valores de concentragdo expressos em mg/mL

¢ Amostras ndo tratadas, com DMSO 1%, sao consideradas como controlo, com 100% de filamentacao

Tabela 12: Percentagem de filamentagao de Candida albicans ATCC

.....

% formagao do tubo germinativo
Ctrl° 100
y-terpineno

MIC/32

(0.06) 100.4+2.7
MIC/16 67.5+1.3
(0.13)

MIC/8 0.9+1.6
(0.26)

MIC/4

(052) 0.0+0.0

Sabineno

MIC/16 96.8%1.6
(0.03)

MIC/8 44.0+5.3
(0.06)

MIC/4 0.7+1.2
(0.13)

MIC/2 0.0+0.0
(0.26)

10231

Os resultados sio expressos como a média de trés ensaios independentes, realizados em duplicado.

Valores de concentragdo expressos em mg/mL

¢ Amostras ndo tratadas, com DMSO 1%, sao consideradas como controlo, com 100% de filamentacao

em
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.....

germinativo, inibindo cerca de 60% da sua formagao a uma concentragao de 0.03 mg/mL e
uma inibicao total (100%) numa concentragao trinta e duas vezes inferior ao MIC (0.06
mg/mL), o que demonstra o potencial do OE para ser usado no tratamento da candidiase.

A capacidade do OE na inibicao da formacao do tubo germinativo é muito superior a
que se observa para os seus principais constituintes. O sabineno inibe quase completamente
a uma concentragao de 0.13 mg/mL (99,3%) e o y-terpineno a uma concentragao de 0.26
mg/mL inibe cerca de 99% da formagao do tubo germinativo. Quando analisados os valores
de filamentagao obtidos para o fluconazol, observa-se que apenas inibe cerca de 10% na
concentragao de 0.128 mg/mL o que evidencia um maior potencial do 6leo essencial
relativamente ao fluconazol na inibigao do tubo germinativo de Candida albicans.

Os resultados obtidos para a filamentagao do OE permitem perspetiva-lo como um
produto natural promissor a ser usado como antifungico em infegoes cujo agente etiologico

é Candida albicans.

3.3.3 Inibi¢do da formacgdo de biofilmes de C. albicans

Relativamente a agdo do oleo essencial na formagao de biofilmes de C. albicans, os

resultados obtidos para a biomassa e para a viabilidade do biofime estao apresentados nas

figuras 16 e |7.
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Figura 16: Biomassa do biofilme de C. albicans apos tratamento com o 6leo essencial. O
grafico a) refere-se a uma cultura de 24h e o b) de 48h, usando o ensaio de Cristal Violeta. A
biomassa do biofilme foi determinada usando a férmula (Abs,,,,, da amostra/Abs,,,,.do
controlo)*100. Os resultados sio apresentados na forma de média * desvio padrio de, no

minimo, trés ensaios independentes realizados em duplicado. *p<0.05, **p<0.01 e
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###p<0.001 em relagao ao controlo, usando o teste One-way ANOVA seguido pelo teste de

comparagao multipla de Dunnet.

Quanto a acdo do OE na formagao de biofilmes, os resultados obtidos e
apresentados na Figura |6 permitem concluir que ha uma redugao significativa da biomassa
do biofilme por agao do OE, salientando que a percentagem de redugao é significativamente
superior as 48 horas. A uma concentragao dezasseis vezes inferior ao MIC (0.13 mg/mL), o
OE apresenta uma capacidade de redugao da biomassa do biofilme de cerca de 32% as 48
horas.

Relativamente a viabilidade do biofilme (Figura 17), verificou-se que a uma
concentragao de OE de 0.26 pL/mL (MIC/8), ainda ha uma redugao da viabilidade do biofilme

de cerca de 30% as 48 horas.
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Figura 17: Viabilidade do biofilme de C. albicans apos tratamento com o 6leo essencial. O
grafico a) refere-se a uma cultura de 24h e o b) de 48h, usando o ensaio de XTT.

A viabilidade do biofilme foi determinada usando a férmula (Abs,q,,, da amostra/Abs,,.do
controlo)*100. Os resultados sao apresentados na forma de média + desvio padrio de, no
minimo, trés ensaios independentes realizados em duplicado. *p<0.05, **p<0.01 e
**p<0.001 em relagao ao controlo, usando o teste One-way ANOVA seguido pelo teste de

comparagao multipla de Dunnet.

Estes dados permitem concluir que o OE tem uma acao significativa na inibicao da
formacgao de biofilmes, afetando-os em termos de viabilidade e biomassa, o que permite
salientar o seu potencial na inibicao de fatores de viruléncia da C. albicans.
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No que respeita ao fluconazol verifica-se que este apenas inibe a formagao de
biofilmes (cerca de 40% de inibicao) a concentragoes sessenta e quatro vezes superiores ao
seu MIC.

O ensaio de inibicao da formagao de biofilmes também foi realizado para o sabineno,
um dos compostos maioritarios do OE, que demonstrou nao ter atividade, nem em termos
de reducao da biomassa, nem em termos de redugao da sua viabilidade. Relativamente ao y-
terpineno, outro dos compostos maioritarios do OE, Raut et al. (2013) estudou a sua
influéncia na formagao de biofilmes, e concluiu que a atividade deste composto era diminuta
para este fator de viruléncia da C. albicans (>4 mg/mL).

Considerando que o 6leo essencial € uma mistura complexa de varios compostos,
pode inferir-se que possa haver agoes sinérgicas entre varios compostos que justifiquem a

atividade na inibicao da formacao dos biofilmes.

3.3.4 Inibicdo dos biofilmes pré-formados de C. albicans

Os resultados obtidos na analise da atividade do OE na destruicao dos biofilmes pré-
formados de C. albicans permitiram concluir que, a concentragées de MIC a MIC/32, o OE
nao é ativo, tendo em conta que mantém a viabilidade e a biomassa do biofilme sem

diferencas significativamente estatisticas em relagao ao controlo.
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4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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4.1 Introdu¢do

A deterioragao de alimentos é um problema das sociedades atuais, no sentido de
manter os recursos alimentares durante um maior periodo de tempo nas melhores
condigoes de qualidade. Depois de considerar a deterioragao microbiana, a oxidagao € a
segunda maior causa de deterioragao alimentar (Prakash et al, 2015; Lobo et al., 2010). A
degradagao de géneros alimenticios durante o seu processamento, transporte e
armazenamento estd, na maioria das vezes, associada a produgao de metabolitos toxicos que
resultam da degradagao oxidativa dos alimentos. Isto constitui um problema consideravel
para a industria alimentar, nomeadamente em termos economicos (Prakash et al., 2012), que
esta na origem da utilizacio de antioxidantes como aditivos alimentares, proporcionando
assim aos alimentos uma protegao contra a degradacao oxidativa pelos radicais livres.

O stress oxidativo e os radicais livres também constituem uma preocupagao no que
se refere a homeostasia do organismo sendo que, quando o processo nao é devidamente
regulado, pode contribuir para a indugao de varias doengas cronicas e degenerativas (Valko
et al, 2007). Diversos estudos referem uma associagao do stress oxidativo a varias
condigoes patoldgicas, como doengas cardiovasculares, cancro, distdrbios neurologicos,
diabetes, isquemia, entre outros, contribuindo também para o processo de envelhecimento
(Lagouge e Larsson, 2013; Pham-Huy, He e Pham-Huy, 2008).

Define-se um radical livre como qualquer espécie molecular com existéncia
independente e que contenha um eletrao desemparelhado numa orbital atomica. A presenca
de um eletrao desemparelhado da origem a determinadas propriedades partilhadas pela
maioria dos radicais, nomeadamente a instabilidade e reatividade elevada (Lobo et al., 2010).

Os radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio (ROS) tém origem ou em
processos metabolicos normais e essenciais do organismo humano ou em fontes externas,
como a exposigao a raios-X, a ozono, a poluentes, a quimicos industriais e ainda ao
tabagismo (Nimse e Pal, 2015). A formagao de radicais livres ocorre continuamente nas
células como consequéncia de reagoes enzimdticas e nao enzimaticas. As reagoes
enzimaticas que dao origem a radicais livres estao envolvidas nos mecanismos metabolicos
da cadeia respiratoria, da fagocitose, da sintese de prostaglandinas e do sistema citocromo P-
450. Os radicais livres podem ainda ser formados a partir de reagdes nao enzimaticas de
oxigénio com compostos organicos (Lobo et al., 2010).

Quando o balango critico entre a formagao de radicais livres e a presenga de

antioxidantes é desfavoravel e resulta em danos oxidativos, estamos perante uma condigao
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de stress oxidativo. Este processo estd associado ao aparecimento de danos em diversas
espécies moleculares, incluindo lipidos, proteinas e acidos nucleicos, e vai provocar nestes
uma série de alteragoes estruturais e funcionais (Nimse e Pal, 2015).

E neste contexto que surgem os antioxidantes, como moléculas capazes de prevenir
a ocorréncia de danos nos tecidos provocados pelos radicais livres, pela capacidade de
prevenir a sua formagao, neutraliza-los ou promover a sua degradagao. Um antioxidante &,
portanto, uma molécula com uma estabilidade tal, que |he permite doar ou captar um
eletrao a um radical livre, neutralizando-o e reduzindo a sua capacidade de provocar danos
oxidativos. Estes antioxidantes sao moléculas de baixo peso molecular com a capacidade de
reagir com radicais livres e por fim a reacao em cadeia antes de esta atingir e danificar
moléculas vitais (Lobo et al., 2010).

Alguns desses antioxidantes, como a glutationa, o ubiquinol e o acido Urico, sao
produzidos durante o metabolismo normal do organismo. Outros antioxidantes de menor
peso molecular sao adquiridos através da dieta. Embora haja diversos sistemas enzimaticos
no organismo com capacidade de neutralizar radicais livres, os principais antioxidantes sao
micronutrientes (vitaminas), como a vitamina E (o-tocoferol), vitamina C (acido ascorbico) e
o B-caroteno. O organismo nao tem a capacidade de produzir estes micronutrientes e, por
isso, tém que ser fornecidos através da dieta (Nimse e Pal, 2015).

Tendo em conta que o homem esta cada vez mais exposto a fatores de risco para
varias patologias graves, tem havido uma tendéncia global em torno da utilizagao de
substincias naturais, presentes em plantas medicinais e na dieta, como antioxidantes. E
referido que ha uma relagao inversa entre a ingestao de plantas medicinais e alimentos ricos
em antioxidantes e a incidéncia de determinadas patologias. Além disso, muitos compostos
antioxidantes que ocorrem naturalmente em plantas foram identificados como tendo esta
atividade de neutralizagao de radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio (Lobo et
al,, 2010).

A atividade antioxidante de qualquer composto ou extrato pode avaliar-se por
modelos in vitro ou in vivo, de entre os quais se destaca o método do DPPH. O DPPH, 2,2-
difenil- | -picrilhidrazilo, € um radical livre estavel, que tem a capacidade de aceitar um eletrao
ou um radical de hidrogénio para se tornar numa molécula diamagnética estavel (Molyneux,

2004; Lobo et al., 2010).
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Figura 18: Reacao de neutralizagao do radical DPPH

Devido a presenca do eletrao desemparelhado, a solugao metandlica de DPPH
apresenta uma absorcao forte a 517 nm. Tal como ¢ apresentado na Figura 18, o radical
DPPH reage com um agente redutor apropriado e vai produzir uma nova ligagao, que vai
resultar numa mudanga de cor da solugao. A solugao vai perder cor com o aumento da
concentragao de antioxidante, a medida que os eletroes sao transferidos para o radical
DPPH a partir do antioxidante.

Esta reatividade tem sido usada para testar a capacidade de compostos e extratos de
plantas em termos de neutralizagao de radicais livros. A redugao dos radicais DPPH pode
ser monitorizada espetrofotometricamente por um decréscimo de absorvancia a 517 nm

(Molyneux, 2004; Lobo et al., 2010).

4.2 Material e métodos

Os estudos ja publicados tém mostrado que o oleo essencial de C. maritimum
apresenta uma atividade antioxidante baixa (Generali¢c Mekini¢ et al, 2016), nao tendo
demonstrado qualquer atividade na neutralizagao do radical DPPH (Kulisic-Bilusic et al.,
2010). Por outro lado, os estudos que existem sobre extratos desta planta contendo
compostos nao voldteis comprovaram que os mesmos possuem atividade antioxidante
(Generali¢ Mekinic et al., 2016; Siracusa et al., 201 |; Meot-Duros e Magné, 2009), sendo esta
atribuida aos compostos fendlicos. Por essa razao optou-se por avaliar apenas a atividade
antioxidante da AHD, obtida previamente por hidrodestilagao, tal como descrito na seccao

2.23.
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4.2.1 Método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

A atividade antioxidante da AHD foi avaliada segundo o método de DPPH descrito
por Blois (1958). Um volume de 100 pL da AHD, a diferentes concentragoes, foi adicionado
a | mL de tampao acetato (100mM) a pH 6.0 e a 1,4 mL de metanol. Foi posteriormente
adicionado um volume de 500 pL de solugao metandlica de DPPH (500uM) e agitou-se em
vortex durante 30 segundos.

A reagao ocorreu ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, durante 30 minutos. O
decréscimo do valor de absorviancia da solugdio de DPPH foi medido num
espectrofotometro de duplo feixe, Cintra 101 (GBC, Australia), a 517 nm, contra um
branco. Os resultados foram obtidos pela diferenga entre a absorvancia do controlo e do

ensaio, num minimo de 3 ensaios independentes.

4.2.2 Método bioautogrdfico

O método bioautografico combina a separagao cromatografica, por TLC, com a
determinagao da atividade in situ, facilitando assim a localizagdo de compostos ativos numa
mistura, como um extrato de plantas.

Com vista a pesquisa de antioxidantes na AHD em estudo, apos a realizagao de uma
TLC da amostra, a placa foi pulverizada com DPPH. A presenca de manchas amarelas
corresponde a redugao do radical DPPH, que evidencia a presenga de fitoquimicos com

capacidade de neutralizagao radicalar, ou seja, com propriedades antioxidantes.

4.3 Resultados e Discussdo

A atividade antioxidante da AHD foi avaliada por dois métodos, o método de DPPH
e o método bioautografico. Este segundo método permitiu avaliar quais os compostos
presentes no extrato que contribuem mais para a atividade antioxidante.

O método de DPPH permitiu o cilculo do IC;, de atividade antioxidante da AHD.
Com isto, obteve-se o valor apresentado na Tabela |3, que corresponde a concentragao de

AHD com capacidade para captar 50% do radical DPPH.
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Tabela 13: Atividade antioxidante da agua de hidrodestilagao de C. maritimum

Amostra IC 50' (Média * Desvio Padrio)
AHD 0.68 £ 0.16

I: mg de extrato seco por mL de mistura reacional
Resultado obtido como a média de trés ensaios independentes

A aplicagao do método bioautografico permite perceber que existem compostos na
AHD com atividade antioxidante e identifici-los na TLC (Figura 21). Conjugando a
informagao ja obtida na TLC relativa a caraterizagao fitoquimica da AHD, podem identificar-
se os compostos |, 2, 4, 5 e 7 como os que contribuem mais para a atividade antioxidante,

sendo que os compostos 4 e 5 sao os que apresentam uma mancha amarela mais intensa.

Figura 19: Detecao de compostos antioxidantes por pulverizagao de TLC com DPPH. A
placa a) corresponde a observacao a luz UV, antes da pulverizagao com DPPH e a placa b)

corresponde a revelagio com DPPH.

Conclui-se entio que os compostos que mais contribuem para esta atividade
bioldgica sao os acidos fendlicos (manchas 1,2,4,5) e o flavonol (mancha 7), sendo o acido

clorogénico (mancha 4) um dos que mais contribui para a atividade.
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Outros estudos referem o potencial antioxidante de extratos de compostos nao
volateis de C. maritimum. Meot-Duros e Magné (2009) referencia, para um extrato
metandlico, um IC,, que varia entre 0.146 + 0.02 e I,211 + 0.0l mg/mL, dependendo da
estacao do ano em que a planta é colhida. No Verao, estagao do ano que corresponde a
analisada neste projeto, o valor obtido por Meot-Duros e Magné (2009) é de 0.245 + 0.0l
mg/mL. Este valor revela uma atividade antioxidante superior a obtida neste trabalho, de
0.68 + 0.16 mg/mL, o que podera ser justificado pela diferenga no tipo de extrato, sendo que
um é extrato metandlico a partir das folhas de C. maritimum e o outro uma agua de
hidrodestilagao. O estudo de Meot-Duros e Magné (2009) apresenta ainda dados que
referem uma boa correlacao entre a atividade de neutralizacao dos radicais DPPH e ABTS e
os niveis de fendlicos totais, particularmente de acido clorogénico.

Siracusa et al. (2011) referem uma atividade antioxidante forte de infusdes de C.
maritimum, de cerca de 88% a uma concentragao de 0.4 g/L. Este estudo refere-se a
neutralizagao de radicais livres do extrato quando comparado com antioxidantes comerciais.
Siracusa et al. (201 1) salientam ainda o acido clorogénico como o principal responsavel pela
atividade antioxidante de extratos de C. maritimum.

Isto releva, uma vez mais, a influéncia particular deste composto fendlico no potencial
antioxidante dos extratos. Seria importante perceber a quantidade de acido clorogénico na
AHD e perceber se uma menor concentragao deste acido fendlico podera diminuir a

atividade antioxidante deste extrato.
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5. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
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5.1 Introduc¢do

A inflamagao é uma resposta adaptativa do sistema imunoldgico, que ocorre com o
objetivo de restabelecer a homeostasia do organismo apos determinado estimulo, como
uma infecdo ou uma lesao de tecidos. O processo inflamatério envolve o recrutamento e
ativagao de determinadas células do sistema imunologico, de entre as quais se destacam os
macroéfagos. Os macrofagos ativados sao responsaveis pela produgao de varios mediadores
pro-inflamatérios, como citocinas pro-inflamatérias, 6xido nitrico (NO), prostaglandinas
(PGs) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (Medzhitov, 2008).

O NO é uma importante molécula de sinalizagao intracelular e intercelular produzida
pela enzima o6xido nitrico sintase (NOS), a partir do aminoacido L-arginina e oxigénio
molecular. Existem trés isoformas da NOS, nomeadamente a NOS endotelial (eNOS), a
NOS neuronal (nNOS) e a NOS indutivel (iNOS). As duas primeiras sao expressas
constitutivamente e a sua ativagao requer um aumento do teor de calcio intracelular, mas a
iNOS ¢é induzida por estimulos inflamatérios, como LPS (lipopolissacarideo) ou citocinas
(Aktan, 2004; Mori e Gotoh, 2000).

Enquanto que a NOS esta envolvida na produgao de NO, a ciclooxigenase (COX)
catalisa a reagao de formagao de PGs via acido araquidénico. A iNOS e a COX-2 sao formas
indutiveis destas enzimas que podem ativar-se mediante varios estimulos inflamatérios
(citocinas, radicais livres, patogénicos infeciosos). Os mecanismos da iINOS e da COX-2
estao interligados, na medida em que o NO pode estimular a agao da COX-2, ligando-se ao
seu grupo heme (Dudhgaonkar et al., 2004).

As PGs ampliam o mecanismo da dor e aumentam a permeabilidade vascular em
quadro de inflamagao (Gonzilez, Houghton e Hoult, 2003), enquanto que a libertagao de
NO contribui para um desenvolvimento das doengas inflamatorias (Guzik, Korbut e
Adamek-Guzik, 2003).

O NO é um mediador proé-inflamatoério, produzido em grandes quantidades durante
um processo inflamatério. Desta forma, o modelo in vitro de macrofagos estimulados com
LPS, que induz um aumento da produgao de NO e mimetiza uma condigao inflamatéria do
organismo, tem sido amplamente utilizado para investigacao do potencial anti-inflamatério de
extratos de plantas, bem como dos seus Oleos essenciais e compostos isolados (Valente et

al, 2013; Alves-Silva et al., 2016).
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Este estudo permite ter uma ideia acerca do potencial anti-inflamatério destes
compostos e evitar a utilizagdio de animais de experimentagao nesta fase precoce do
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

E de salientar que respostas inflamatérias exacerbadas podem estar na origem de
diversas doencas, como o cancro (Grivennikov, Greten e Karin, 2010; Reuter et al,, 2010), a
obesidade (Singer e Lumeng, 2017), a diabetes (Greevenbroek, Schalkwijk e Stehouwer,
2018), as doencas cardiovasculares (Garcia, Zazueta e Aguilera-Aguirre, 2017) e o
envelhecimento (Sanada et al.,, 2018).

Desta forma, torna-se importante o desenvolvimento de investigagao nesta area, no
sentido de identificar substancias que possam promover uma melhoria deste processo
inflamatorio e contribuir para uma homeostasia e equilibrio do organismo. Em termos de
farmacoterapia, a medicina tradicional contribui para esta atividade anti-inflamatoria,
nomeadamente em paises em desenvolvimento (Recio, Andujar e Rios, 2012). As plantas
medicinais sao, assim, uma fonte relevante para a procura de moléculas biologicamente

ativas, que possam considerar-se potenciais novos anti-inflamatorios.

5.2 Material e Métodos

A atividade anti-inflamatéria do o6leo essencial e da AHD foi analisada
experimentalmente em modelos celulares, avaliando parametros como a producgao de

nitritos e a determinacao da viabilidade celular.

5.2.1 Linhas celulares

Para o estudo da atividade anti-inflamatoria, foi cedida pela Dra. Otilia Vieira (Centro
de Neurociéncias e Biologia Celular, Universidade de Coimbra, Portugal) uma linha celular
de macroéfagos de rato (Raw 264.7), com origem na American Type Culture Collection.

As células foram mantidas em cultura em Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), um meio suplementado com 10% de sono fetal de bovino nao-inativado, 100 U/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, a 37 °C numa atmosfera humidificada, com 95%
de ar e 5% de CO,. As células vidveis foram contabilizadas em camara de Neubauer, com
recurso ao corante azul Trypan. Durante os ensaios, as células foram monitorizadas por

microscopio otico, para detetar quaisquer alteragoes morfologicas.
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Para a realizagao dos ensaios, as células foram plaqueadas, numa concentragao de 0.3
x 10°células/mL, para um volume de meio de 600 pL e deixadas a estabilizar por 12 horas.
Apos este periodo de estabilizagao, as células foram mantidas em meio de cultura (controlo)
ou foi-lhes adicionado 6leo essencial/AHD, nas concentragoes definidas. As células foram

ainda estimuladas com LPS a 0.001 mg/mL, sendo novamente incubadas por um periodo de

24 horas.

5.2.2 Avaliagdo do potencial anti-inflamatério de 6leo e AHD in vitro

A producao de oxido nitrico (NO) foi avaliada pela acumulagao de nitritos no
sobrenadante da cultura, usando uma reagao colorimétrica com o reagente de Griess [0.1%
(m/v) dicloridrato de N-(I naftil)-etilenodiamina e 1% (m/v) sulfanilamida contendo 5% (m/v)
de H,PO,] (Green et al., 1982).

Assim, foram misturados 170 pL do sobrenadante da cultura com igual volume do
reagente de Griess. A reagao decorreu durante 30 minutos ao abrigo da luz. A absorvancia
foi medida a 550 nm num leitor de placas ELISA (SLT, Austria) e usou-se o meio de cultura

como branco.

5.2.3 Avaliacéo da viabilidade celular

As células metabolicamente ativas foram avaliadas pelo ensaio da resazurina, baseado
na capacidade das células viaveis de converter a resazurina (azul nao fluorescente) em
resorufina (rosa fluorescente)(Rampersad, 2012). A quantidade de resorufina produzida é
diretamente proporcional ao nimero de células viaveis.

As células foram incubadas com uma solugao de resazurina por 2 horas a 37 °C, em
estufa de atmosfera humidificada, com 95% de ar e 5% de CO,. A absorvancia foi medida a

570 nm num leitor de placas ELISA (SLT, Austria), usando um filtro de referéncia a 620 nm.

5.3 Andlise estatistica

A anilise estatistica foi realizada recorrendo a versao 5.02 do programa GraphPad
Prism (GraphPad Software, CA, USA). Os resultados obtidos foram expressos em média *

desvio padrao da média do nimero de ensaios independentes realizado (N=3).
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Para proceder a comparagao entre grupos controlo e os diferentes grupos tratados
com oleo essencial/AHD, procedeu-se a realizagao do teste one-way ANOVA, seguido pelo

teste de comparagao multipla de Dunnett.
5.4 Resultados e discussdo
A atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial de C. maritimum foi avaliada tendo em

conta a sua capacidade de inibir a produgao de NO, sem redugao da viabilidade celular. Os

resultados referentes a estes parametros sao apresentados na Figura 20.
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Figura 20: Efeito do OE de C. maritimum na produgao de nitritos por macrofagos
estimulados com LPS (2) e na sua viabilidade celular (b).

As células foram mantidas em meio de cultura (controlo), incubadas com 0.001 mg/mL de
LPS ou com LPS na presenca de diferentes concentragoes de OE (0.003-0.05 mg/mL), por 24
horas. Os resultados sao expressos como percentagem de producgao de nitritos pelas células
na presenga de LPS (a) e como percentagem de viabilidade celular (ensaio da resazurina) (b).
Cada valor corresponde a média * desvio padrao da média (SEM) de trés ensaios
independentes, realizados em duplicado. (*p<0.05, *¥p<0.01 e ***p<0.001, comparando com

o LPS)

Os resultados apresentados na Figura 20 mostram uma redugao significativa
(**p<0.01 e ***p<0.001) da produgio de nitritos em macrofagos estimulados com LPS nas
concentragoes de OE de 0.003 e 0.006 mg/mL (Figura 20a), sem comprometer a viabilidade

celular (Figura 20b).
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Relativamente a viabilidade celular, em concentragoes de 0.0125-0.05 mg/mL o OE de
C. maritimum apresentou resultados que revelam toxicidade para as células.

Na concentragao de 0.003 mg/mL ha uma reducao da produgao de NO de
37%£10.09%. Verifica-se ainda uma reducao significativa da produgao de NO em
concentragoes superiores a 0.006 mg/mL, as quais o OE ja apresenta toxicidade. Para
justificar esta diminuicao da producao de NO pode sugerir-se a possibilidade de morte
celular ou de inibicao do metabolismo dos macrofagos sendo que, nestas condigoes, a
diminuicao do NO nao esta associada ao potencial anti-inflamatério do OE.

Foi também avaliado o potencial anti-inflamatério da AHD num intervalo de
concentragoes de 0.069 a 1.104 mg/mL mas nao revelou atividade. Para o OE, o valor de

IC,, obtido foi de 0.01225 mg/mL (tabela 14).

Tabela 14: Atividade anti-inflamatoria do OE e da agua de hidrodestilagao de C. maritimum

Amostra IC 50' (Média * Desvio Padrio)
Oleo essencial 0.01225 + 0.00192
AHD -

I: resultados obtidos em mg/mL
Resultado obtido como a média de trés ensaios independentes

Os resultados obtidos permitem demonstrar o potencial anti-inflamatério do dleo
essencial de C. maritimum, cujos compostos maioritarios sao o y-terpineno e o sabineno,
pela sua capacidade de inibir significativamente a producio de NO em macrofagos
estimulados com LPS, a concentragées que nao comprometem a viabilidade celular (0.003 e
0.006 mg/mL).

Foram previamente descritas propriedades anti-inflamatorias dos compostos
maioritarios do OE de C. maritimum. Em estudos de Valente et al. (2013a, 2013b) utilizando o
mesmo modelo, foi avaliado isoladamente o potencial anti-inflamatorio de sabineno,
concluindo que este composto s6 é ativo em concentragoes superiores (1,05 mg/mL) as
consideradas de OE de C. maritimum, nomeadamente pela sua capacidade de inibicao da
produgao de NO.

Oleos essenciais em que o sabineno é um dos compostos maioritarios, como
Oenanthe crocata L. (Valente et al., 2013a) e Margotia gummifera (Valente et al., 2013b), duas
espécies de Apiaceae, revelam ter atividade anti-inflamatoria, embora o oleo de C. maritimum

estudado neste trabalho tenha revelado um potencial anti-inflamatério muito superior-.
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Relativamente ao y-terpineno, estudos de Ramalho et al. (2015) referem a sua agao
anti-inflamatoria em ratinhos, concluindo que este composto é um potencial candidato para
o tratamento de doengas inflamatdrias agudas, tendo em conta que o seu mecanismo de
acao envolve a modulagao de varios parametros carateristicos da inflamagao.

A atividade destes compostos maioritarios podera explicar o potencial anti-
inflamatério do OE, embora possa haver também contribui¢io de outros componentes
minoritarios do OE. Neste contexto, seria importante completar este estudo avaliando os
efeitos noutros mediadores inflamatorios, como citocinas e prostaglandinas, e clarificando o
mecanismo de agao associado a esta atividade bioldgica, nomeadamente nas vias de
sinalizagao pro-inflamatérias, como o NF-kB e a MAPK (proteina cinase ativada por

mitogénios).

70



6. CONCLUSAO E PERSPETIVAS
FUTURAS
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Crithmum maritimum é uma planta aromatica reconhecida particularmente na zona do
Mediterraneo pelas suas diversas utilizagoes em termos alimentares, etnofarmacoloégicos e
pelo interesse comercial do seu 6leo essencial.

A obtengao do 6leo essencial (OE) por hidrodestilagao origina elevada quantidade de
agua residual (AHD) que é, normalmente, desperdicada. No sentido de avaliar a possibilidade
de rentabilizar esta AHD foi feita a sua caraterizagao quimica e foi avaliado o seu potencial
bioativo, particularmente, as suas atividades antifungica, anti-inflamatoria e antioxidante.
Foram igualmente caraterizados os principais compostos do 6leo essencial e avaliadas as
atividades antifiingica e anti-inflamatéria. No que respeita a esta ultima atividade nao havia
dados prévios descritos na bibliografia.

Relativamente ao OE foram identificados trés compostos maioritarios: y-terpineno,
sabineno e timol metil éter. A AHD contém principalmente acidos fendlicos e pequenas
quantidades de flavonodides, nomeadamente, uma flavona e um flavonol que nao tinham sido
referidos em estudos prévios de extratos de compostos nao volateis de C. maritimum. A
presenca de acido clorogénico como um dos compostos maioritarios foi confirmada com um
padrao comercial.

Seria importante para investigagao futura o isolamento e identificagao dos compostos
fendlicos da AHD, complementando a informagao obtida por HPLC-PDA com a
espetrometria de massa. A quantificagao dos compostos da AHD também poderia constituir
uma informagao importante, na tentativa de perceber se o facto de nao ter demonstrado
atividade antifungica e anti-inflamatoria se deve a uma concentragao muito reduzida dos seus
compostos bioativos, uma vez que ha dados da atividade destes compostos isolados.

No que se refere a atividade antifungica, foi avaliado o potencial do OE e da AHD no
que diz respeito a leveduras e fungos filamentosos (Candida spp., Cryptococcus neoformans,
dermatofitos e Aspergillus spp.), conhecidos como agentes patogénicos de patologias flingicas
minima (MLC) evidenciou propriedades antifingicas para o 6leo essencial, sendo a a estirpe
mais sensivel o Cryptococcus neoformans (MIC de 0.26 mg/mL), enquanto que a AHD nao
demonstrou atividade antifungica significativa (MIC e MLC >5 mg/mL).

No que respeita ao 6leo essencial foi também avaliada a sua agao em fatores de

.....

.....

do biofilme as 48 horas em cerca de 32% a uma concentracao dezasseis vezes inferior ao
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MIC (0.13 pL/mL) e reduzindo a viabilidade em cerca de 30% as 48 horas, a uma
concentragao de 0.26 yL/mL (MIC/8).

Considerando que a estirpe mais sensivel é o Cryptococcus neoformans seria
importante futuramente avaliar os mecanismos de agao inerentes a essa atividade, bem como
ampliar o estudo a outros fungos patogénicos, incluindo os fitopatogénicos.

No que respeita a atividade antioxidante, atendendo a que estudos prévios referiam
um potencial antioxidante reduzido para o OE, estudou-se apenas a capacidade de
neutralizagao do radical DPPH para a AHD. Foi obtido um IC;, de 0.68+0.16 mg/mL e, pelo
método bioautografico, foi possivel associar o potencial antioxidante a determinados
compostos presentes na AHD, como os acidos fendlicos e o flavonol, salientando-se o acido
clorogénico como principal responsavel por esta atividade biologica. A linha de estudo da
atividade antioxidante da AHD poderia futuramente ser alargada a testes orientados para
espécies reativas de oxigénio.

Relativamente a atividade anti-inflamatoria, sobre a qual, tanto quanto é do nosso
conhecimento, nao havia qualquer estudo prévio, foi avaliada a capacidade da AHD e do OE
para inibir a produgao de NO em macréfagos estimulados com LPS. Os resultados
permitiram concluir que o OE apresentou um IC,, de 0.01225 + 0.00192 mg/mL, enquanto
que 2 AHD nao demonstrou atividade as concentragoes testadas (de 0.069 a 1.104 mg/mL).
A aplicacao do OE permitiu uma redugao significativa da produgao de oxido nitrico em
macroéfagos estimulados com LPS a uma concentragao de 0,003 mg/mL, sem comprometer a
viabilidade celular. O potencial anti-inflamatério do OE podera justificar-se pela agao dos
seus compostos maioritarios. Para completar este estudo, seria ainda importante avaliar os
efeitos do OE noutros mediadores inflamatorios, como citocinas e prostaglandinas,
clarificando o mecanismo de agao associado a esta atividade biologica, nomeadamente nas
vias de sinalizagao proé-inflamatorias, como o NF-kB e a MAPK (proteina cinase ativada por
mitogénios).

Em suma, os resultados obtidos sugerem que o oleo essencial de C. maritimum tem
diversas atividades biologicas de relevancia, salientando a atividade anti-inflamatoria a
concentragdoes que nhao comprometem a viabilidade celular. Sugerem, ainda, que o
desperdicio da agua residual da industria de extragao de oleos essenciais de C. maritimum,
por hidrodestilagao, pode vir a proporcionar aplicagoes, nomeadamente em termos de

atividade antioxidante.
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