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1. ENQUADRAMENTO

O tema desta Li¢do de Sintese, “VALORIZACAO DE PLANTAS AROMATICAS E
MEDICINAIS PELAS PROPRIEDADES BIOATIVAS DOS SEUS COMPONENTES”, enquadra-se
na Unidade Curricular (UC) Semindrio I, do Programa Doutoral AgriChains (Didrio da
Republica, 2.“ série, N.° 61, de 27 de margo de 2015), da Universidade de Tras-os-
Montes e Alto Douro (UTAD). O Programa Doutoral AgriChains (Cadeias de Produgao
Agricola — da mesa ao campo; Agricultural Production Chains — From Fork to Farm) ¢
um curso de 3° ciclo, acreditado pela A3Es e financiado pela FCT, encontra-se ancorado
no Centro de Investigacdo e Tecnologias Agroambientais e Biologicas (CITAB) e conta
com a participacdo de varios docentes/investigadores de varios departamentos da
UTAD, afetos ao CITAB e ao Centro de Quimica — Vila Real (centro de investigacdo
que também suporta este Programa Doutoral). A UC Seminario I, ¢ anual, tem um
esfor¢o de 6 ECTS, funciona no 1° ano curricular do curso, com 162 h de trabalho sendo
64 h de contacto na tipologia seminario (S), nas areas cientificas: Biologia e Bioquimica
(BB), Industrias Alimentares (IA), Producao Agricola e Animal (PAA) e Ciéncias da
Terra (CT), de acordo com a Portaria 256/2005 de 16 de Marco e o Regulamento do
curso'. A candidata é a regente desta UC, desde a cria¢do deste ciclo de estudos. Pelo
que organizou e estruturou a UC e articula com os estudantes o plano que melhor se
adequa a sua formacdo, de acordo com os objetivos individuais do estudante
enquadrados na UC, dado que este ciclo de estudos ¢ de formato variavel e adequado a
cada estudante.

Dentro dos objetivos da UC de Seminario I, pretende-se que os estudantes:

1) Adquiram ou aprofundem conhecimentos em assuntos relacionados com

as cadeias de producido agro-alimentar, desde a producio agricola até a

validacido da qualidade nutricional e efeitos na saiide humana.

2) Adquiram conhecimentos fundamentais para a comunicagdo em ciéncia € a

nivel empresarial, para assegurar uma elevada capacidade de adaptacdo a novas e

complexas situagdes bem como um trabalho multidisciplinar, quer a nivel

nacional quer global.

3) Adquiram ferramentas para divulgar ciéncia e conhecimento cientifico.

! https://dre.pt/application/file/a/73416399
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4) Compreendam o papel das cadeias de produgdo agricola num contexto
socioecondomico.

5) Participem na discussdo de assuntos cientificos relacionados com cadeias de
producao agricola, que aumentem a aptidao para solucionar novos desafios

tornando-se mais competentes € competitivos no ambiente extrauniversitario.

De forma a satisfazer os objetivos desta UC (em particular ao objetivo 1), esta

Li¢do, no formato de seminario, tem como objetivo apresentar aos estudantes:

1) Um tema transversal as varias areas do ciclo de estudos; enquadrando a area de
produ¢do de plantas aromaticas e medicinais (PAMs) e sua relevancia
socioeconomica, com a area das Ciéncias Bioldgicas através de estudos dos
efeitos destas na saide humana. Realgando a importancia da producao de plantas
em ambiente sustentavel e a protecdo de espécies endémicas e ameagadas.

i1) Metodologias para a avaliagdo e validacdo de componentes bioativos, como
ferramentas para a categorizagdo de plantas em alimentos funcionais e/ou fontes
de moléculas bioativas com propriedades nutracéuticas.

iii) Alguns modelos biologicos, essencialmente in vitro (modelos celulares e
enzimaticos), para estudar a correlagdo entre a composicao fitoquimica, destas
plantas, em moléculas bioativas, e os potenciais efeitos na saude, evidenciando o

efeito modulador destas moléculas em vias celulares especificas.

Esta foi uma escolha muito ponderada, atendendo a que muitas outras escolhas
poderiam ter sido possiveis, no ambito desta ou de outras Unidades Curriculares.
Contudo, uma razdo da escolha deste tema para a Licdo de Sintese teve em conta a
experiéncia cientifica e técnica que a candidata tem adquirido nestas areas ao longo do
seu percurso académico e cientifico, aliada ao facto de ser um tema inserido na sua area
de investigacdo pelo que pode partilhar alguns dos seus resultados de investigacao.
Aliado ainda ao facto deste tema se inserir num dos objetivos da UC de Seminario I que
visa aliar a producdo de plantas (ou estimular a produ¢do de determinadas plantas) pelas
suas propriedades bioativas, com vista a introduzi-las na alimenta¢do para promover
beneficios na saide Humana.

A estrutura desta Li¢do de Sintese encontra-se sumariada na secc¢do 2, na sec¢ao 3

sera feito o seu desenvolvimento e na sec¢do 4 sera apresentada a bibliografia de apoio.
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2. PLANO DA LICAO.

A presente Li¢ao de Sintese inicia-se com uma breve introducao, onde se ird fazer
uma abordagem as plantas aromaticas ¢ medicinais (PAMs) de utilizagdo mais comum,
salientando a importancia dos estudos etnobotanicos e etnofarmacologicos para a
descoberta de farmacos. Dirigindo depois o foco para as plantas da familia Lamiaceae,
em particular aquelas que sdo usadas na alimentagdo humana, nas suas varias formas
desde plantas verdes a condimentos e infusdes. Sera feita também uma breve
abordagem a sua grande relevancia na cultura das civilizagdes, como fonte de alimentos

e “medicamentos”. Esta abordagem ocupara no maximo 5 minutos.

De seguida, a Licao foca-se nas plantas do género Thymus L., fazendo uma breve
abordagem a importancia socioecondmica destas plantas, contextualizando-a na
realidade da Europa, Peninsula Ibérica, ¢ em particular de Portugal. Sera feita uma
breve alusdo as espécies endémicas da Peninsula Ibérica, sua utilizacdo e
comercializacdo, indicando as espécies endémicas de Peninsula Ibérica, e em particular
de Portugal, salientando as que estdo ameagadas de extingdo, segundo a Unido
Internacional para Conservacao da Natureza (UICN ou IUCN). Esta abordagem ocupara

no maximo 10 minutos.

A componente principal desta Licdo de Sintese, centra-se na correlacdo entre as
componentes bioativas de algumas plantas do género Thymus com as propriedades
nutracéuticas, avaliadas com recursos a estudos in vitro. Neste topico serao indicadas as
principais moléculas bioativas (e.g., compostos fenolicos, terpenos) presentes nas
plantas em estudo. Serdo abordados os principais resultados cientificos relativos a
atividades biologicas, avaliadas com recurso a sistemas in vitro (e.g. scavenging de

radicais livres, atividade de enzimas e células em cultura), tais como:
1) Antioxidante (resultante da atividade de scavenging de radicais livres);
i) Anti-proliferativa e/ou citotdxica, usando modelos de células animais;
ii1) Anti-inflamatoéria, usando modelos celulares;

iv) Antidiabética, usando modelos enzimaticos de enzimas relevantes na

digestao de hidratos de carbono e que modulam a taxa de absor¢do de glicose.
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v) Neuro-protetora e anti-envelhecimento, usando ensaios de inibicao

enzimatica.

Sera feita uma correlacdo entre atividade biologica, moléculas bioativas e
possivel validagdao destas como alimentos funcionais ou fonte de moléculas bioativas
para as industrias farmacéuticas, de cosmética, ou alimentares. Nesta sec¢do serd feita
apresentacdo e discussdo de alguns resultados obtidos na nossa investigagdo mais

recente. Esta abordagem ocupara no maximo 40 minutos.

Consideragdes finais: esta sec¢ao ocupard no maximo 5 minutos.

Ao longo de toda a Licdao de Sintese, serdo usados esquemas, tabelas e figuras
para ilustrar os conceitos apresentados, bem como para apresentar os resultados obtidos
da investigacdo. A maior parte destes auxiliares ndo sera incluida na sec¢do seguinte,
onde somente algumas tabelas serdo incluidas de forma a resumir a informagao, que se

pretende sumaria.
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3. DESENVOLVIMENTO DA LICAO.

3.1. PLANTAS AROMATICAS E MEDICINAIS: FONTE DE MOLECULAS BIOATIVAS.

A utilizacdo de plantas aromaticas e medicinais (PAMs) ¢ transversal as varias
civilizagdes e populagdes. Desta utilizagdo, ao longo dos tempos, acumulou-se
conhecimento popular sobre os seus beneficios e as suas aplicagdes alimentares e
medicinais. De salientar que, at¢ meados do século XIX, as principais fontes de agentes
terapéuticos utilizadas pelos seres humanos, eram plantas. Atualmente, cerca de 80% da
populacdo ainda depende de “medicamentos” com origem botanica (Sen and Samanta
2015). Os conhecimentos etnobotanicos, o seu reconhecimento como ciéncia, a
promogdo de expedi¢cdes etnobotanicas por parte de instituigdes, como a Organiza¢do
Mundial de Saude (OMS), e de empresas farmacéuticas, constituiram uma ferramenta
de investigacdo que permitiu descobertas importantes, tais como: metformina (da
arruda-capraria; Galega officinalis L.); quinina (de cinchona; género Cinchona L.),
salicilatos (da casca de salgueiro; Salix alba L.), o taxol/paclitaxel (do teixo; Taxus
brevifolia Nutt.), e de muitas outras tao relevantes como estas (Sen and Samanta 2015,
Atanasov et al. 2015). Apesar dos estudos etnobotinicos serem comuns em muitas
partes do mundo, na Peninsula Ibérica ndo ha registo de estudos anteriores a 1980, e em
Portugal os estudos, seguindo as normas etnobotanicas, sdo escassos até 2000 (Camejo-
Rodrigues et al. 2003), ndo obstante haver varios relatos de propriedades medicinais de
varias plantas. Atualmente ha registo de varios estudos etnobotdnicos e
etnofarmacoldgicos relativos a flora portuguesa (e.g. (Silva, Silva, Silva, et al. 2019,
Camejo-Rodrigues et al. 2003, Neves et al. 2009)) e o Instituto da Conservacdo da
Natureza tem promovido e estimulado a cole¢dao desse conhecimento. Contudo, a
evidéncia cientifica dos atributos etnofarmacologicos, para a maioria das plantas
endémicas da flora portuguesa, ainda € escasso, apesar do grande interesse que este
assunto tem vindo a despertar a uma parte da comunidade académica/cientifica. Do
ponto de vista da candidata, a evidéncia cientifica de atributos bioativos, também
constitui uma ferramenta para a preserva¢ao e incentivo a producdo das respetivas
espécies.

Na Europa, dos mais de 30 mil taxa de plantas identificados, distribuidos por

cerca de 222 familias, s6 cerca de 400 (distribuidos por cerca de 90 familias) tém
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atributos medicinais (Allen et al. 2014, Euro+Med 2006-2018). A tabela 1 apresenta
alguns exemplos de plantas aromaticas e medicinais comuns, da flora Europeia, usadas

comummente, salientando algumas das suas aplicagdes.

Tabela 1. Exemplos de plantas da flora Europeia usadas pelos seus atributos medicinais. Indica-
se a familia, a espécie (designacdo taxondémica € o nome comum) e algumas das suas
utilizagdes.

Familia Espécie, exemplos Utilizacao

Asteraceae Artemisia granatensis Boiss. Infusoes, propriedades digestivas (1)
(camomila real)

Hypericaceae  Hypericum perforatum L. Infusdes, diurético, para tratamento de
(Erva de Sao Jodao, ou problemas intestinais e depressdo e outros

Hipericao) transtornos do humor (2)
Lamiaceae Lavandula angustifolia Mill. Infusdbes e EOs: calmante, antioxidante,
(Lavanda ou alfazema) antimicrobiano, (3)
Mentha x piperita L. Infusées e EOs: descongestionante nasal,
(Hortela-pimenta ou digestivo, antimicrobiano, antiviral, analgésico,
horteld hibrida) entre outros (4)
Melissa officinalis L. Infusées e EOs: calmante, digestiva,
(Erva-cidreira) antiespasmodica, ... (3).
Ocimum basilicum L. InfusGes e EOs: antimicrobiano, anticonvulsivo,
(Manjericao) antioxidante... (5)
Origanum vulgare L. Infusées e EOs: antimicrobiano, anti-
(Orégao) inflamatodrio, analgésico, expetorante ... (6)
Rosmarinus officinalis L. Infusdes e EOs: antimicrobiano, anti-
(Alecrim) inflamatdrio, analgésico, antioxidante... (6)
Salvia officinalis L. Infusdes e EOs: antioxidante, anti-inflamatoério,
(Salvia) anticancerigeno... (7)
Thymus vulgaris L. Infusdes e EOs: Digestivo, antioxidante, anti-
(Tomilho comum) inflamatorio... (8)
Laureaceae Laurus nobilis L. Infusdes e EOs: antisséptico, digestivo, ... (9).
(Louro)

Abreviaturas: OEs, 6leos essenciais. Referéncias e notas: (1) Planta endémica da Serra Nevada em risco
de extingdo (Barrero et al. 2013). (2) Planta abundante na flora da Europa, Asia e norte de Africa
(Greeson, Sanford, and Monti 2001). (3) (Renata and Krzysztof 2014). (4) (McKay and Blumberg 2006).
(5) (Joshi 2014). (6) (Carbone et al. 2018). (7) (Zaccardelli et al. 2020). (8) (Taghouti, Martins-Gomes, et
al. 2020b). (9) (Sampaio et al. 2017).

As plantas aromadticas e medicinais de utilizagdo mais comum na Europa
distribuem-se por varias familias (cerca de 90). Devido as suas propriedades aromaticas,
em parte devidas a natureza dos seus Oleos essenciais, sdo amplamente usadas em
culinaria, onde se destaca a cozinha mediterranica, associando o efeito terapéutico com
as caracteristicas sensoriais (gustativa e olfativa). Contudo, estas plantas tém uma

grande importancia socioecondmica, dado que sdo vastamente usadas, para extragdo de

Oleos essenciais, para as industrias farmacéuticas, cosméticas e alimentares, e cultivadas
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para a comercializagdo em verde ou apds secagem, para preparacao de infusdes e

condimentos.

3.2. PLANTAS DO GENERO THYMUS L. EM PORTUGAL.

O género Thymus (comummente conhecido por tomilho), familia Lamiaceae,
contém mais de 300 espécies que sdo maioritariamente nativas da Europa Ocidental,
apresentando uma grande dispersdo na regido do Mediterraneo. Na flora Portuguesa
estdo descritas 12 espécies, sendo que 5 ainda estdo divididas em subespécies
(Euro+Med 2006-2018). Na medicina popular (e segundo registos etnofarmacologicos),
as espécies de Thymus tém muitas propriedades medicinais (e.g. anti-helminticas,
expetorantes, antissépticas, antifungicas, antimicrobianas, antioxidantes, antivirais, anti-
inflamatoérias), sendo comummente utilizadas na preparacao de infusdes, cataplasmas,
etc. Estas plantas sao também vastamente usadas como condimento, especialmente na
culindria mediterranica (Leal et al. 2017).

De salientar que entre as varias espécies de Thymus encontradas em Portugal
algumas, como Thymus citriodorus (Pers.) Schreb. e Thymus pulegioides L., sdo
espécies que ocorrem em toda a Europa, independentemente de as condi¢des climaticas
serem muito diferentes; outras espécies sdao nativas da Peninsula Ibérica, e.g. Thymus
mastichina L. € Thymus zygis L. (& Marrocos), e também endémicas a essas regioes. De
entre as espécies endémicas, Portugal possui pelo menos 3 espécies classificadas na
Lista-Vermelha (Red List) da IUCN (Unido Internacional para a Conservagdo da

Natureza; www.iucnredlist.org), como espécies quase-ameagadas de extingdo, como

seja o Thymus carnosus Boiss. (Balao et al. 2011), conhecido por tomilho das praias
(endémica de Portugal, da Serra da Arrdbida, costa Vicentina e Algarve; e de Espanha,
zona de Huelva), o Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link (Bilz 2011), conhecido
por tomilho do mar (endémica de Portugal; costa Vicentina), e o Thymus capitellatus
Hoffmanns. & Link (Carapeto et al. 2017), conhecido por tomilho-do-mato (endémica
de Portugal; da regido da Serra da Arrabida), por terem um habitat restrito e este estar a
sofrer pressdes antropogénicas devido a expansdo urbana e turistica. H4 ainda outra
espécie, o Thymus albicans Hoffmanns. & Link, considerada vulneravel, pelo facto de o

numero de individuos da espécie estar a decrescer.
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Pelo exposto, algumas espécies de Thymus suscitaram interesse, pela sua
distribuicdo geografica (restrita) e/ou utilizacdo, e ainda pela falta de conhecimento
relativo as suas moléculas bioativas e potenciais bioatividades. Espécies, tais como 7.
citriodorus, T. mastichina, T. pulegioides, T. zygis (subsp. zygis, a subespécie endémica
de Portugal), sdo utilizadas e comercializadas como infusdes, xaropes ou outras
preparacdes; o 7. vulgaris ¢ muito usado na culiniria mas também em preparacgdes
medicinais (Silva et al. 2020, Taghouti, Martins-Gomes, et al. 2020a). Outras, espécies,
como o 7. carnosus, precisam de urgente intervencdo para nao serem extintas € o
conhecimento cientifico das suas caracteristicas e propriedades pode contribuir para a

sua preservagao.

Dos varios estudos, disponiveis na literatura cientifica, ressaltam
particularidades na composicdo dos extratos (obtidos por diferentes métodos e com
varios solventes ou combinac¢des de solventes) em fitoquimicos, quer nas respetivas
bioatividades, que demonstram as diferentes potencialidades destas espécies de Thymus,
com propriedades nutracéuticas € como alimentos funcionais. E, ao mesmo tempo
salienta as diferengas entre espécies. A transferéncia deste conhecimento constitui uma
mais-valia para que entidades competentes pensem em investir na sua producio e

preservacgao.
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3.3. CORRELACAO ENTRE AS PRINCIPAIS COMPONENTES BIOATIVAS DE ALGUMAS
ESPECIES DE THYMUS COM AS SUAS PROPRIEDADES NUTRACEUTICAS

Nesta seccdo dar-se-a énfase a resultados de investigacdo em que a candidata
esteve envolvida, que serdo comparados e complementados com dados de outros
trabalhos cientificos da area (de outros investigadores). Serdo escolhidas,
essencialmente, as seguintes espécies do género Thymus: T. carnosus, T. citriodorus, T.
mastichina, T. pulegioides, T. zygis subsp. zygis e T. vulgaris, cujas taxonomias estao
bem descritas na literatura. Serdo também incluidos resultados de tomilho-laranja,
designado por Thymus fragrantissimus, dado que esta espécie, que se julga um hibrido

do T. vulgaris, comeca a ser introduzida na alimentagdo como condimento. A Figura 1

mostra fotos destas espécies em floragao.

T. mastichina

T. pulegioides T. zygis subsp. zygis Thymus vulgaris Tomilho-laranja

Figura 1. Espécies de tomilhos usados na preparacdo de infusdes, xaropes ou na culindria.
Todas as espécies, com exce¢do do tomilho-laranja podem ser encontradas no jardim botanico
da UTAD. (Fotos obtidas na altura da floracdo ¢ de colheita das mesmas, na UTAD ou na
Ervital, pelos elementos do Laboratério de Biologia e Bioquimica Celular).



10 Provas de Agregacgio

AMELIA M. LOPES DIAS DA SILVA

3.3.1. PRINCIPAIS MOLECULAS BIOATIVAS ANALISADAS NESTAS PLANTAS

Uma forma de analisar as componentes bioativas ¢ através da extragdo quimica
usando solventes e subsequente caracterizacdo dos extratos. Com o objetivo de estudar
efeitos bioativos na saide humana, optou-se por mostrar resultados de extracao aquosa,
que mimetiza as moléculas extraidas durante a preparacdao de uma infusdo, tisana ou
mesmo as eluidas no suco digestivo, quando as plantas sdo ingeridas na forma de
alimento. Por outro lado, conhecer o perfil fitoquimico da planta, através de uma
extragdo exaustiva, permite-nos avaliar o potencial farmacoldgico da planta e a sua
possivel utilizagdo como fonte de moléculas para as industrias farmacéutica, cosmética
e alimentar.

Assim, nesta Licdo de Sintese, irdo ser apresentados resultados obtidos da
analise de extratos obtidos pelos seguintes métodos de extracao:

1) Decocg¢ao com agua (AD), para extrair os componentes hidrossoluveis, i.e.
aqueles que estdo potencialmente bio-disponiveis quando um individuos ingere estas
plantas (como “cha”/infusdo/tisana ou condimento);

i1) Extracdo exaustiva, usando uma mistura hidro-etanolica (HE, 20:80), de
forma a remover praticamente todos os fitoquimicos da planta, permitindo a
caracterizacao do conteido em fitoquimicos da mesma.

Da caracterizagdo dos extratos, por métodos in vitro e por HPLC (cromatografia
liquida de alta eficiéncia) e LC-MS (cromatografia liquida associada a espectrometria
de massa), destaca-se o acido rosmarinico que esta presente em todas as espécies
estudadas, como composto maioritario, com exce¢cdo do 7. carnosus que apresenta
como compostos maioritarios 4cidos salviandlicos. O dcido rosmarinico e seus
derivados oferecem uma ampla gama de bioatividades, cientificamente comprovadas,
como  antioxidantes, anti-proliferativos, anti-inflamatoria,  anti-angiogénica,
antimicrobianos e outras (como resumido (Martins-Gomes, Nunes, et al. 2019)). A
Tabela 2 apresenta um sumario dos principais compostos bioativos, com destaque para
compostos fendlicos maioritarios e para os dois terpenos estudados, dada a sua

importancia na modulagdo de algumas vias celulares.



Sumario da Li¢do de Sintese 11

Tabela 2: Lista dos principais fitoquimicos encontrados em algumas espécies de Thymus.

Indicam-se os polifendis maioritarios e os dois triterpendides analisados.

mg / g de extrato

Espécie Composto AD HE REF

T. carnosus Isdmero do 4cido salvianolico 27,5+£3,2 67,3£2,2 (Martins-

A Gomes et al.
, 2018)

Acido salvianolico K 12,5+£2,8 38,5+£7,2

Acido rosmarinico 4,4+0,05 29,1+1,0

Acido ursélico - 75,24+20,2

Acido oleandlico - 39,4+4,1

T. citriodorus Acido rosmarinico 51,8€1,86  86,2+13,9  (Taghouti,
Acido salvianolico I - 25,9+3,9 12;4:;:25 o al
Isbmero do acido salvianodlico 11,9+0,9 8,3+0,62 2020a)

A

Luteolina~(?)-O-hexuronide 17,3+£3,1 13,2+0,4
Acido ursélico - -
Acido oleandlico - -

T. mastichina Acido rosmarinico 33,8+11,5 58,1+£6,7 (Taghouti,
Isomero do 4cido salviandlico 18,6+5,7 30,5+3,0 gj;:;s
A Schéfer, et al.
Luteolina-(?)-O-hexoside 9,3+3,2 20,8+4,1 2020
Acido ursélico - -

Acido oleandlico - -

T. pulegioides Acido rosmarinico 58,5+10,7 151,9410,8  (Taghouti et al.
Luteolina-(?)-O-hexuronide 39,9425 60,8:7,0 OV
Eriodictyol-(?)-O-hexuronide 19,6+3,2 26,8+4,1
Chrysoeriol-(7)-O-hexuronide 23,5432 16,0+0,7
Acido ursélico - 3,9+2.5
Acido oleandlico - 1,5+0,2

T. zygis subsp. Acido rosmarinico 14,1+2.,6 48,7+5,3 S)lzl:)e)l et al

zygis Luteolina~(?)-O-hexoside 14,2+1,0 19,5+5,3
Acido salvianélico I 3,2+0,7 14,5+2,1
Luteolina-(?)-O-hexuronide 10,1+1,1 12,8+1,4
Acido ursélico - 2,2+0,4
Acido oleandlico - 1,0+0,2

T. vulgaris Acido rosmarinico 22,949.5 90,5+7,8 (Taghouti,
Acido salvianélico I - 11,6+0,9 I(\;[j;tgs ot al
Luteolina~(?)-O-hexuronide 15,7£1,5 17,8+£2,0 2020a)
Salvianolic acid K 3,7+0,9 6,5+0,8

Acido ursoélico - -

Acido oleandlico - -




12 Provas de Agregacgio

AMELIA M. LOPES DIAS DA SILVA

Tomilho-laranja Acido rosmarinico 41,6+2,94 101,5£2,93
Luteolina~(?)-O-hexuronide 24,5+1,77 30,90+4,60
Eriodictiol-(?)-O-hexorunide 6,12+0,57 4,09+0,74
Salvianolic acid K 3,10+0,16 2,81+0,12

Acido ursélico - -

Acido oleandlico - -

(*) Valores experimentais obtidos como resultado de investigagdo da candidata, ainda nao
publicados, mas de acordo com os de Afonso et al. (2018).

De salientar que, de entre os fitoquimicos descritos nestas espécies de Thymus,
ao contrario de outras espécies do género Thymus, os extratos de 7. mastichina contém
grandes quantidades de derivados do acido salviandlico, sendo o isémero do acido
salviandlico A, o principal derivado. Este isomero foi identificado em extratos de T.
mastichina, pela primeira vez, e publicado num trabalho recente realizado pelo grupo da
candidata (Taghouti, Martins-Gomes, Schéfer, et al. 2020). Os 4cidos salviandlicos, em
especial 0 A ¢ o B (os mais abundantes e os mais estudados), estdo descritos na
literatura por possuirem varias bioatividades, em particular anticancerigenas, regulando

as vias da apoptose e do ciclo celular (Chuang et al. 2020, Ma, Tang, and Yi 2019).

Adicionalmente, de entre os varios fitoquimicos analisados, destacam-se os dois
triterpendides, o acido ursolico e o acido oleandlico, encontrados nos extratos hidro-
etandlicos (devido a sua natureza quimica ndo sdo extraidos com agua) de algumas
espécies de Thymus (Tabela 2). Em particular o acido ursélico, pelas suas potenciais
bioatividades, que inclui efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes, anti-apoptoticos, anti-
carcinogénicos (Silva, Alvarado, et al. 2019, Seo et al. 2018) e antimicrobianos (Qian et

al. 2020), entre outros.

O perfil fitoquimico do tomilho-laranja mostrou-se muito idéntico ao do Thymus
vulgaris, destacando-se o elevado conteudo em &cido rosmarinico, seguido de luteolina
e acido salviandlico K (dados ndo publicados e (Afonso et al. 2018)), e ainda a auséncia
dos terpenos, acido ursolico e acido oleandlico, nos extratos hidro-etanolicos (dados nao

publicados).

Tendo em conta a composi¢do em fitoquimicos, ¢ importante avaliar a
bioatividade dos extratos, como um todo, mas também avaliar a bioatividade dos

componentes maioritarios isolados, de forma a avaliar se existe um efeito que relacione
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quantidade versus amplitude de bioatividade. Sendo também importante conhecer a

relacdo entre a estrutura molecular e os alvos celulares.

3.3.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E SUA RELEVANCIA A NiVEL CELULAR

Todos os extratos de 7Thymus indicados na sec¢ao anterior demonstraram possuir
elevada atividade antioxidante, avaliadas pela capacidade de scavenging, in vitro, de
radicais livres tais como o ABTS'" (?), hidroxilo ("OH) e oxido nitrico (‘"NO) (e.g.
(Martins-Gomes et al. 2018, Silva et al. 2020, Taghouti et al. 2018)). O mesmo se
verificou para outros Thymus descritos na literatura, usando os mesmos ou outros
métodos tais como, scavenging do radical DPPH (DPPH") (°). Elevada capacidade de
scavenging do DPPH" foi descrita para extratos de 7. zygis, T. pulegioides ¢ tomilho-
laranja (Afonso et al. 2018), e de 7. serpyllum subsp. serpyllum, T. striatus, ¢ T.
vulgaris (Kindl, Blazekovié, et al. 2015), e outros.

Contudo, destas s6 as propriedades de scavenging do "OH (uma espécie reativa de
oxigénio, ROS) e do "NO (uma espécie reativa de nitrogénio, RNS) ¢ que tém interesse
biologico, por serem produtos de reagdes enzimaticas endogenas. As ROS e as RNS sado
formadas como produtos do metabolismo celular normal da célula e tém uma grande
relevancia na sinaliza¢do celular (Snezhkina et al. 2019). A mitocondria ¢ o principal
local de formacdo de ROS, sendo o radical superoxido (O2™) produzido em vérias
reacdes (e.g. no complexo I, complexo II) e, essencialmente, colocado na matriz
mitocondrial, mas também no espago inter-membranar (produto de complexo II e da
glicerol 3-fosfato desidrogenase). O sistema enzimatico de defesa antioxidante celular
promove a eliminag¢ao destas espécies reativas, via superoxido dismutase (SOD), quer
na matriz mitocondrial (Mn-SOD) e também no espago inter-membranar ou
citoplasmatico (Cu- e Zn-SOD), convertendo O>" em perdxido de hidrogénio (H20;
outra ROS). Na matriz mitocondrial, o H20O2 € convertido no radical hidroxilo por uma
reagdo de Fenton promovida pela aconitase mitocondrial (Figura 2). Apesar de a
mitocondria estar protegida das ROS pelo sistema enzimatico de defesa antioxidante, as

ROS originadas na mitocondria sdo vastamente implicadas como promotoras de varias

2 ABTS, Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico)
3 DPPH, 2,2-Difenil-1- picril-hidrazil
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doengas (e.g. inflamacdo, diabetes, envelhecimento precoce, neuro-degeneragao,
cancro), pelo que o controlo nos niveis de ROS ¢ importante (Snezhkina et al. 2019,

Doktorovova et al. 2014).

e- a L ]
02 02 Radical superdxido

SOD(s)
Reacdo de Fenton (via aconitase)

Fe2* GPX(s), PRX(s), catalase
OH* < H,0, > H,0
Radical hidroxilo
(dano celular)

Modifica¢do de residuos cisteina sensiveis a reagdes red-ox
(oxidagao do tiol) = altera a sinalizagdo celular.

Figura 2. Via simplificada de formagdo do radical hidroxilo como produto do metabolismo
mitocondrial.

De eclevada reatividade, o "OH (juntamente com o radical superdxido) é entdo
produto de reagdes que ocorrem na mitocondria, como etapas da respiragdo celular.
Todavia, a formagao dos radicais ‘OH e O," também ocorre em outros locais celulares,
como produtos da atividade normal por exemplo do peroxissoma (local da B- e a-
oxidacdo de acidos gordos, do metabolismo de purinas, aminoacidos...), de onde resulta
a formagao destas ROS mas também de RNS (Fransen et al. 2012). Das RNS formadas,
destacam-se o "NO e o peroxinitrito (ONOQO"), essencialmente como produtos de reagdo
da xantina oxedorredutase (XOR) sobre varios metabolitos. O 'NO ¢ também produto
das oxido nitrico sintetase (NOS), produzido a partir de L-arginina (Figura 3), e possui
varias propriedades biologicas tais como vasodilatadoras e pro-inflamatorias (Thomas et
al. 2008), entre outras. O "NO ndo ¢ muito reativo mas ao reagir com O2" produzindo

ONOO (Figura 3), produz uma RNS muito citotoxica.
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NOS
L-arginina + O, > Citrulina + NO

/\

NADPH NADP* +H,0

*NO + 0,"~—> ONOO

Figura 3. Via de sintese simplificada da formacao de 6xido nitrico pela 6xido nitrico sintetase
(NOS, de nitric oxide synthase), e reagao de 6xido nitrico com o radical superoxido produzindo
peroxinitrito.

Estas espécies reativas possuem a capacidade de “atacar” varias componentes
celulares, sendo por isso causa de peroxidagdo lipidica, oxidagcdo de proteinas, danos
oxidativos no DNA, entre outros (Lipinski 2011, Silva, Silva, Soares, et al. 2019,
Snezhkina et al. 2019, Doktorovova et al. 2014). Todos estes danos em estruturas
fundamentais para a célula alteram a fisiologia da célula conduzindo-a para vérios
destinos possiveis, como sejam a morte celular programada ou nao-regulada (apoptose
vs. necrose) ou na divisao desregulada (originando processos como o cancro).

Os compostos fenolicos (e outros fitoquimicos) presentes nas plantas (e seus
derivados) possuem elevada capacidade antioxidante que, a nivel fisiologico, podem
promover redugdo de estados inflamatorios e auxiliar as defesas antioxidantes internas

(Martins-Gomes, Souto, et al. 2019, Queiroz et al. 2017, Dominguez-Perles et al. 2016).

Devido a capacidade antioxidante, as plantas (e seus produtos ou derivados)
exercem papel quimio-preventivo quando adicionados a nutrigdo humana. Contudo,
varias moléculas presentes na sua composi¢ao fitoquimica, em particular os polifendis,
além da atividade antioxidante também tém sido descritas por possuirem propriedades

anti-proliferativas, atuando diretamente nas vias implicadas na divisdo celular.
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3.3.3. ATIVIDADE ANTI-PROLIFERATIVA / CITOTOXICA

Muitos estudos tém sido publicados evidenciando os efeitos de componentes
bioativas de plantas na proliferacdo celular, indicando varios mecanismos de agdo,
como seja modulando a regulagdo das vias de apoptose, das vias envolvidas na divisdo
celular, alterando a cito-arquitetura celular ou a homeostasia celular, implicando uma
redu¢do no numero de células quer pela reducao na taxa de divisao celular quer pelo
aumento na taxa de morte celular. Dada a diversidade de moléculas presentes no
conjunto dos fitoquimicos de uma planta, os alvos celulares sdo também muito variados.

Atendendo ao facto de que muitas destas plantas sdo ingeridas diretamente, na
forma de condimentos, ou sd3o-no os seus componentes hidrossoliveis, na forma de
infusdes, o sistema gdastrico, em particular o intestino, vai ficar exposto a estes
componentes durante o tempo que durar a digestdo. E, caso os componentes bioativos
sejam absorbidos a nivel intestinal, a sua passagem pelo figado (metabolismo de
primeira passagem) expde este Orgdo a concentracdes mais elevadas do que os
subsequentes oOrgdos. Assim, nesta seccao serdo apresentados os resultados mais
significativos de efeitos anti-proliferativos e/ou citotoxico dos varios extratos,
realizados em células Caco-2 (linha celular de adenocarcinoma do célon humano) e em
HepG2 (linha celular de carcinoma hepatocelular humano), por serem, do ponto de vista
da candidata, bons modelos celulares para avaliar o efeito de substancias/componentes
de alimentos, dado que a primeira permite extrapolar os efeitos para as células
absortivas do epitélio intestinal e a segunda (caso os compostos sejam absorvidos),
permite extrapolar para os efeitos hepatotoxicos (ou nao) dos componentes, ou mesmo
dos produtos do metabolismo destes que ficam no meio de cultura em contacto com as
células durante a realizacdo do ensaio (dado que o figado ¢ o 6rgdo responsavel pelo
metabolismo de primeira passagem). De seguida, apresenta-se um resumo (em forma de
tabela) dos efeitos anti-proliferativos/citotoxicos dos dois extratos (AD e HE) das varias
plantas, em células Caco-2 e HepG2, indicando a concentragdo eficaz para reduzir a
viabilidade das células em 50%, em rela¢do ao controlo (ICso), apds 24 h de exposi¢ao

aos extratos.
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Tabela 3: Efeito anti-proliferativo descrito em trabalhos anteriores, publicados pela equipa da
candidata, relativos a extratos das espécies de Thymus estudadas até a data.

ICso (ng/mL)

Espécie Extrato Caco-2 HepG2 REF

T. carnosus AD 509,8+19,8 652,6+£30,4 (Martins-Gomes
HE 31,7428 120,8+3,6 eal. 2018)

T. citriodorus AD 223,7+8.4 > 500 (Taghouti,
HE 128,245,8 > 500 o

T. mastichina AD 220,6+3.9 > 500 (Taghouti,
HE 71,241,1 26465118 gt

2020)

T. pulegioides AD 137,749,8 > 500 (Taghouti et al.
HE 148,7+17,4 > 500 2018)

T. zygis subsp. zygis AD 746,1£6,4 719,2+8,7 (Silva et al. 2020)
HE 202,245,6 264.910.0

T. vulgaris AD > 500 > 500 (Taghouti,
HE > 500 49515116 S

Tomilho-laranja AD > 500 > 500 ™
HE 220,0+40,0 500,0+30,0

(*) Dados ainda nao publicados

Da Tabela 3 verifica-se que s3o essencialmente os extratos HE que produzem a
maior atividade anti-proliferativa, contudo em alguns casos os extratos AD também
exercem elevada atividade (e.g. os de 7. citriodorus, T. pulegioides), que com certeza ¢
reflexo da composi¢do em determinados fitoquimicos. Verifica-se também que o efeito
dos extratos ¢ mais pronunciado nas células Caco-2 que nas HepG2 o que, em principio,
reflete as caracteristicas metabdlicas destas células, j4 que os hepatdcitos t€m o
metabolismo de degradacdo de xenobidticos bastante mais ativo que os enterdcitos.

Quanto ao mecanismo celular responsavel por esta atividade anti-proliferativa,
verificou-se que extratos de 7. carnosus, reduziam a proliferagdao celular de células
Caco-2 através da paragem do ciclo celular (cell-cycle arrest), sedo o efeito do extrato
AD nas fases S e G2/M enquanto o efeito do extrato HE se exerceu na fase G0/Gl
(Martins-Gomes, Souto, et al. 2019). Verificou-se ainda, apds exposicao das células aos
extratos, que apesar de o efeito do extrato HE ser mais pronunciado a contribui¢do da
apoptose (medida por citometria de fluxo, usando a marcacdo com Anexina/PI) era

minima, enquanto para os extratos AD era dose-dependente e pronunciado, com grande
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percentagem de células em apoptose tardia (Martins-Gomes, Souto, et al. 2019). Pelo que,
se pode dizer que alguns componentes desta planta possuem atividade anti-tumoral.
Além disso, extratos de 7. carnosus também promoveram alteracdo da
morfologia celular, com comprometimento da adesdo intercelular, nomeadamente das
caderinas (menor expressdao). Este aspeto pode ter como consequéncia fisiologica a
alteracdo da estrutura da barreira celular, o que seria uma desvantagem, na barreira
gastrointestinal. Mas pode ser usado com beneficios na industria farmacéutica ou
cosmética, para utilizagdo como coadjuvantes para aumentar o grau de permeabilidade
de farmacos (ou cosméticos) para administracdo cutdnea onde seja necessario atingir
camadas mais profundas da pele. Por outro lado, a alteracdo do padrao de expressao de
proteinas de adesdao estd relacionada com os processos de invasao celular e

metastizagdo, que se for suprimida pode atuar como processo anti-tumoral.

Em suma, a atividade anti-proliferativa exibida por fitoquimicos presentes em
extratos de plantas pode ser o resultado de varios processos celulares, dada a

diversidade de moléculas presentes nos extratos.

3.3.4. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

As propriedades anti-inflamatorias fazem parte dos atributos etnofarmacologicos
de varias espécies de Thymus (Stahl-Biskup and Sdez 2003). Varios estudos cientificos
(realizados por varios autores) t€ém demonstrado as propriedades anti-inflamatorias de
plantas do género Thymus, quer in vitro quer in vivo, sobretudo as promovidas por 6leos
essenciais (OEs) ou seus componentes. Um dos modelos celulares mais usado para
avaliar a atividade anti-inflamatoria ¢ a estimulagdo da linha celular de macrofagos de
murganho (células RAW 264.7) com lipopolissacarideo (LPS) bacteriano e a posterior
quantificagdo dos produtos desta ativacdo, por exemplo o 6xido nitrico (NO) ou as

prostaglandinas (Figura 4).
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Figura 4. A¢do de LPS em macrofagos (células RAW 264.7). O LPS liga-se ao recetor de
membrana TLR4 (Toll-like Receptor 4) ativando-o, com a subsequente ativagdo do fator de
transcrigdo NF-kB (Nuclear Factor kappa B) que, migrando para o nticleo, promove a
expressdo dos genes responsaveis pela sintese das enzimas iNOS e ciclooxigenase-2 (COX-2),
que levam a formagdo de NO e prostaglandina E2 (PGE2) e de varias citocinas pro-
inflamatérias (e.g. TNF-o (Tumor Necrosis Factor-alfa), 1L (interleucinas), e outros). Os
produtos das iNOS e da COX-2, assim como as citocinas sdo libertados para o meio podendo
ser quantificados.

O oleo essencial de 7. vulgaris, a concentragdes até 100 mg/mL, reduziu a
producdo de TNF-a e de IL-1f, em células RAW 264.7 estimulada com LPS (Oliveira et
al. 2017)). Numa outra linha celular de macrofagos (THP-1), a exposicdo a OEs de T.
vulgaris, T. zygis e de Thymus hyemalis promoveu uma redugdo significativa da
expressao de genes envolvidos na producao de mediadores pro-inflamatoério (e.g. TNF-
a, IL-1B, e IL-6) e aumentou aqueles envolvidos produ¢do de mediadores anti-
inflamatorios (e.g. IL-10) (Ocafa and Reglero 2012). Extratos aquosos de Thymus
atlanticus, Thymus satureioides e de T. zygis, demonstraram eficacia anti-inflamatéria
em modelos in vivo de inflamacdo induzida, em ratos ¢ em murganhos, (Khouya et al.
2015).

Além disso, um estudo de inibicdo enzimatica in vitro indicou a inibi¢do da
enzima 5-lipo-oxigenase (enzima envolvida na produ¢do dos mediadores inflamatérios,
leucotrienos) por 6leos essenciais e decoc¢des de Thymbra capitata, T. camphoratus, T.

carnosus e T. mastichina. Os autores indicaram ainda a possibilidade de outras vias
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inflamatorias serem moduladas por componentes fitoquimicas destas plantas.(Albano et

al. 2012),

Extratos aquosos e hydro-etanolicos de 7. carnosus e de T. zygis subsp. zygis
também revelaram capacidade em reduzir a libertacao de 6xido nitrico (NO) por células
RAW 264.7 (linha celular de macréfagos de murinos) estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS), indicativo de atividade anti-inflamatéria. Em particular, o
extrato AD (50 pg/mL) e o HE (10 pg/mL) de T. carnosus produziram 67,9% e 68,3%,
respetivamente, de inibicdo da libertacdo de NO induzida por LPS (Martins-Gomes et
al. 2018), enquanto os extratos AD (50 pg/mL) e HE (50 pg/mL) de T. zygis subsp.
zygis produziram 48% e 90% de inibi¢do da libertacdo de NO induzida por LPS,
respetivamente (Silva et al. 2020). A Figura 5 mostra, a titulo de exemplo, resultados de

atividade anti-inflamatoria exercidas a concentra¢des nao citotoxicas de extratos de 7.

zygis (Silva et al. 2020).
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Figura 5. Atividade anti-inflamatoria de extratos de 7. zygis subsp. zygis. (A) Inibi¢ao da
libertagdo de oOxido nitrico (NO) pelas células RAW 264.7 estimuladas por LPS quando
expostas aos extratos aquosos (AD; barras da esquerda, branco) e hidroetanélicos (HE; barras da
direita, verde), expressa como percentagem de controlo. (B) Efeito dos extratos AD ¢ HE na
viabilidade das células RAW 264.7. Figura adaptada de Silva et al. (2020).

Vérios fitoquimicos isolados também tém demonstrado atividade anti-
inflamatoria, pelo que vérias moléculas presentes nos extratos podem modular as vias
inflamatoria. O acido rosmarinico (polifenol maioritario na maioria dos Thymus) a 10

uM inibiu ~80% do NO libertado por LPS, efeito que foi muito mais pronunciado que o
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de quercetina ou de acido cafeico (outros fenois presentes nos extratos) (Martins-Gomes

etal. 2018).

3.3.5. ATIVIDADE ANTIDIABETICA, NEURO-PROTETORA E ANTI-ENVELHECIMENTO

Além de modelos celulares também ¢ comum recorrer a modelos enzimaticos
para a avaliagdo de propriedades bioativas. Varias bioatividades sdo extrapoladas para
in vivo pela capacidade de extratos (ou seus componentes) em inibir, in vitro, enzimas
envolvidas em fungdes fisioldgicas relevantes.

A atribui¢ao de propriedades antidiabéticas, pela capacidade de extratos ou
moléculas isoladas em inibir as enzimas responsaveis pela digestdo dos hidratos de
carbono, em particular a alfa-amilase (E.C. 3.2.1.1) e a alfa-glucosidade (E.C. 3.2.1.20),
tém sido descritas para varias espécies de Thymus, incluindo 7. pulegioides ((Taghouti
et al. 2018), embora a inibicao seja fraca), 7. vulgaris (Alu'datt et al. 2016), e outros. A
inibicdo destas enzimas, presentes no trato gastrointestinal, reduz a concentragao de
glicose disponivel para absor¢ao e consequentemente os niveis glicémicos. Pelo que, do
ponto de vista da candidata, a inibi¢do desejada para estas enzimas ¢ uma inibi¢ao baixa
a moderada, para controlar os niveis glicémicos e ndo induzir reducdo da
biodisponibilidade de glicose que seja comprometedora para a atividade fisiologica.
Outros alvos moleculares, envolvidos na regula¢do da glicemia, tém sido apontados
como alvos de agdo de fitoquimicos presentes em Thymus e outras PAMs, tais como a
dipeptidil peptidase-4 (DPP-4; E.C. 3.4.14.5), o receptor de peptideo-1 semelhante ao
glucagon (GLP-1, glucagon-like peptide 1), o transportador soédio-glucose tipo 2
(SGLT2, sodium glucose transporter 2), e outos (e.g. (Vieira et al. 2019, Pereira et al.
2019)).

Também alguns estudos usando modelos in vivo, em particular o modelo de
diabetes induzido em rato por administragdo de estreptozotocina (agente toxico para a
célula Dbeta-pancreatica), tém demonstrado as propriedades antidiabéticas dos
componentes bioativos das plantas do género Thymus. A titulo de exemplo, extratos de

Thymus praecox subsp. skorpilii var. skorpilii administrado por via oral (100 mg/kg



22 Provas de Agregacgio

AMELIA M. LOPES DIAS DA SILVA

b.w) a ratos diabéticos mostraram melhorar varios marcadores moleculares envolvidos

na normalizacdo da glicemia (Cam et al. 2019).

As propriedades neuro-protetoras de extratos e 6leos essenciais de varios
Thymus tém sido reportadas pela inibi¢ao in vitro da enzima acetilcolinesterase (AChE;
E.C. 3.1.1.7), pelo facto de algumas doengas neuro-degenerativas serem a consequéncia
de um declinio na produgdo de acetilcolina (ACh), como é o caso da doenca de
Alzheimer, da doenga de Parkinson e da deméncia senil, nas quais os niveis reduzidos
de ACh no cérebro sao a principal alteracao bioquimica comum (Aktumsek et al. 2013,
Soreq and Seidman 2001). Vérias espécies de plantas aromaticas da flora portuguesa
incluindo Thymus demonstraram eficacia na inibi¢do da AChE (Albano et al. 2012,
Kindl, Blazekovic, et al. 2015). De salientar que, os extratos de 7. pulegioides além da
elevada capacidade para inibir a AChE, também exibiram atividade inibitéria da
tirosinase (Taghouti et al. 2018), enzima responsavel pela formagdo de melanina (na
pele e cabelo) e de neuromelanina, produzida por certos neurdnios, € implicada em
processos de neuro-degeneragdo pelo facto de interagir com muitos toxicos (por
exemplo, metais, pesticidas), podendo ter papel significativo tanto no inicio quanto na
progressao da neuro-degeneragdo (Karlsson and Lindquist 2016). A inibicdo da AChE
também foi demonstrada usando Eriodictiol, Kampferol, Quercetina (dados de
investigacdo da candidata, ainda ndo publicados), acido rosmarinico (Kindl, Blazekovic,
et al. 2015), e outros. A inibi¢ao da tirosinase (EC 1.14.18.1) pode ainda ser aproveitada
para o desenvolvimento de cosméticos com propriedades despigmentantes, produtos
cosmecéuticos com propriedades anti-envelhecimento, ¢ na industria alimentar, como
agentes anti-escurecimento (antibrowning) (Zolghadri et al. 2019). No que diz respeito
as propriedades anti-envelhecimento promovidas por extratos e fitoquimicos, outras
enzimas, tais como a elastase (E.C. 3.4.21.36) a colagenase (E.C. 3.4.24.3), tém sido
alvo de estudo com vista a produgdo de cosmecéuticos anti-rugas (e.g. (Thring, Hili, and

Naughton 2009, Taghouti et al. 2018)).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Esta Licdo terminara com a chamada de atencdo para a variedade de moléculas
presentes nos extratos de cada planta. Serd também relembrado que a composi¢cdo em
moléculas bioativas, quer em variedade quer em quantidade, ¢ o reflexo do metabolismo
secundario da planta e que depende de condigdes edafo-climaticas, como sejam a
composi¢ao ¢ pH do solo e também as variagdes térmicas durante o crescimento da
planta. Sera ainda lembrado que, esta diversidade de moléculas ira refletir-se num vasto
nimero de alvos moleculares, e consequentemente numa vasta agdo bioldgica, i.e.,

varias bioatividades.

Serd também salientado que, de todas estas bioatividades reportadas na
literatura, a maioria ¢ testada in vitro e extrapolada, ressaltando um problema que é o
da biodisponibilidade e biotransformacao. Se ¢ verdade que alguns destes alvos estao
acessiveis aos fitoquimicos, como sejam as alfa-amilase e alfa-glucosidade (a primeira
excretada para a saliva e para o suco pancredtico, e a segunda localizada nas
microvilosidades dos enterdcitos, na face externa), o mesmo nao se pode dizer da AChE
(presente na placa neuro-motora e na fenda sindptica de neurénios colinérgicos), e de
outras, onde um efeito fisioldgico requeria uma absorcdo intestinal (i.e. vencer a
barreira intestinal), uma primeira passagem (no figado) sem metabolizacdo,
transformagado e/ou destruicao dos fitoquimicos e, transporte até aos tecidos alvo, tendo
ainda de vencer algumas barreiras (e.g. barreira hematoencefélica). Para aumentar a
biodisponibilidade, vérias estratégia, nomeadamente recorrendo a sistemas
nanoparticulados, t€ém sido propostos (e.g. (Silva, Martins-Gomes, et al. 2019,
Fangueiro, Souto, and Silva 2016)). Contudo, ainda ha um logo caminho de
investigacdo para explorar, correlacionar e validar os efeitos bioativos dos fitoquimicos

presentes em plantas comestiveis, em particular as PAMs, onde se incluem os Thymus.
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