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Resumo

Tem havido uma crescente popularidade no uso de plantas medicinais e aromaticas,
como € o caso de varias espécies do género Thymus L., nome comum tomilho, as quais tém
sido atribuidas varias propriedades medicinais, tais como: antifingica, antibacteriana,
antioxidante, anti-inflamatdria, entre outras.

Neste trabalho foram utilizadas as espécies Thymus vulgaris, Thymus x citriodorus e
Thymus fragrantissimus. O trabalho dividiu-se em 3 fases principais, uma primeira de cultura
in vitro de plantas, com o objetivo de colocar exemplares in vitro e perceber quais as
dificuldades de cultura destas espécies. Seguida de extracdo de 6leos essenciais das plantas
mencionadas e avaliacdo da sua composicdo quimica. E por fim uma avaliacdo da
bioatividade dos 06leos essenciais, tanto da sua citotoxicidade como da sua atividade anti-
inflamatoria (a concentragdes ndo citotdxicas).

Relativamente a primeira fase, a grande quantidade de contaminacdo e agressividade
da descontaminacdo, tornam o estabelecimento das espécies in vitro num estudo muito dificil.
A desinfecdo que originou melhores resultados foi a de 2 partes de lixivia para 3 partes de
agua, durante 45 minutos, apenas no caso do Thymus x citriodorus e do Thymus vulgaris.

Na segunda fase, os rendimentos da extracdo dos Oleos essenciais obtidos foram,
0,0216% para o Thymus x citriodorus, 0,0989% para o Thymus fragrantissimus e 0,057% para
0 Thymus vulgaris. Os compostos maioritarios encontrados foram, o Geraniol (72,85%) no
Thymus x citriodorus, o Borneol (69,30%) no Thymus fragrantissimus e o Geraniol (41,20%),
o Timol (15,68%) e o p-Cimeno (10,01%) no Thymus vulgaris.

Na Ultima fase deste trabalho, foi usada a linha celular Raw 264.7 para a avaliagdo da
citotoxicidade e da atividade anti-inflamatéria dos Oleos essenciais. Na avaliacdo da
citotoxicidade foram realizados 2 ensaios com as concentracGes de 1, 25, 50, 100 e 200
pug/mL e de 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL com tempo de exposicdo de 24 e 48 h, observando-se
gue o de Thymus vulgaris é o que apresenta maior citotoxicidade. Na atividade anti-
inflamatdria foram usadas concentracdes de 1, 5 e 10 ug/mL, observando-se que 0 de Thymus
X citriodorus era 0 que apresentava maior atividade anti-inflamatoria e que o de Thymus

vulgaris apresentava atividade pré-inflamatoria.

Palavras-chave: Thymus; Bioatividades; Anti-inflamatéria; Oleos essenciais;

Composic¢édo quimica (GC-MS); Cultura in vitro.






Abstract

There has been a growing popularity in the use of medicinal and aromatic plants, as is
the case of specied from the genus Thymus, common name thyme, which have been shown to
present various medicinal properties, such as: antifungal, antibacterial, antioxidant, anti-
inflammatory, among others .

In this work the species Thymus vulgaris, Thymus x citriodorus and Thymus
fragrantissimus were used. The work was divided into 3 main phases, the first one the in vitro
culture of plants, with the objective of placing in vitro specimens and to realize the difficulties
of culturing these species. The second phase was the extraction of essential oils, from the
plants mentioned, and evaluation of their chemical composition. And, finally an evaluation of
the bioactivity of the essential oils, both concerning its cytotoxicity and its anti-inflammatory
activity (at non-cytotoxic concentrations).

In relation to the first phase, the great amount of contamination and aggressiveness of
the decontamination, make in vitro establishment of the species under study very difficult.
The best-performing disinfection was 2 parts bleach to 3 parts water, for 45 minutes, only for
Thymus x citriodorus and Thymus vulgaris.

In the second phase, extraction yields of the essential oils obtained were 0.0216% for
Thymus x citriodorus, 0.0989% for Thymus fragrantissimus and 0.057% for Thymus vulgaris.
The major compounds were Geraniol (72.85%) in Thymus x citriodorus, Borneol (69.30%) in
Thymus fragrantissimus and Geraniol (41.20%), Thymol (15.68%) and p-Cymene (10.01%)
in Thymus vulgaris.

In the last phase of this work, Raw 264.7 cells were used for the evaluation of essential
oils induced cytotoxicity and anti-inflammatory activity. Concerning to cytotoxicity, 2 assays
were performed with concentrations of 1, 25, 50, 100 and 200 ug / mL and of 10, 20, 30, 40
and 50 pg / mL with exposure time of 24 and 48 h, Thymus vulgaris essential oils is the one
producing the highest cytotoxicity. Anti-inflammatory activity was teste with concentrations
of 1, 5 and 10 pg / mL, with Thymus x citriodorus being the one with the highest anti-

inflammatory activity and Thymus vulgaris showing pro-inflammatory activity.

Keywords: Thymus; Bioactivity; Anti-inflammatory; Essencial oils; Chemical

composition (GC-MS); Culture in vitro.
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1. Introducéo

1.1. Plantas aromaéticas e medicinais

Plantas aromaticas e medicinais s@o aquelas que para além de terem aroma, contém
num ou mais dos seus Orgdos, Oleos essenciais, sendo usadas pelas suas propriedades
medicinais (Alves, 2013).

As plantas sdo um recurso renovavel e abundante, o qual tem desempenhado desde ha
centenas de anos um papel muito importante nos cuidados da salde, quer em paises
desenvolvidos quer em paises em desenvolvimento. Possuem elevada bioatividade, com
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e antibacteriana, entre outras. O conhecimento
sobre as mesmas tem sido passado de geracdo em geracdo (Nordine et al., 2013; Correia,
2014; Dakah et al., 2014).

Devido ao crescente nimero de problemas de salde e a toxicidade associada ao uso
excessivo de medicamentos sintéticos, tem havido uma maior procura de alternativas naturais
tais como as plantas e os seus compostos. O que tem levado ao refor¢o do conhecimento das
praticas de medicina tradicional através da identificacdo dos compostos e dos seus respetivos
mecanismos de acdo (Alves, 2013; Rodrigues, 2014).

Para além do uso medicinal e em tinturarias, perfumarias, cosméticos e bebidas, as
plantas aromaéticas e medicinais tém despertado também o interesse da industria alimentar,
principalmente as plantas da familia Lamiaceae, devido as suas propriedades para conservar
alimentos e atendendo a crescente procura dos consumidores por alimentos e condimentos
naturais (Nordine et al., 2013; Dakah et al., 2014).

As plantas produzem normalmente metabolitos primarios, os quais estdo envolvidos
nos processos metabolicos de sobrevivéncia tais como a fotossintese e a respiracdo; e
metabolitos secundarios que desempenham funcdes de defesa e sinalizacdo, nomeadamente na
defesa contra predadores, pestes, prevencdo de doencas, resposta a condicdes de stresse,
atracdo de polinizadores, aumentando assim a sobrevivéncia da espécie. Estes metabolitos
secundarios conferem variada bioatividade as plantas, contribuindo para as variadas
aplicacdes e interesse a nivel cientifico. Os 6leos essenciais sdo um exemplo de metabolitos

secundarios com uma vasta utilizacao (Alves, 2013; Rodrigues, 2014).



1.2. Género Thymus

A familia Lamiacea é constituida por cerca de 300 géneros, e aproximadamente 7500
espeécies distribuidas por todo o mundo. Nela inclui-se o género Thymus o qual é um dos oito
mais importantes, que tem aproximadamente 220 espécies (Figueiredo et al., 2008; Ozudogru
etal., 2011; Leal etal., 2017; Taghouti et al., 2018).

A designacao tomilho inclui as plantas do género Thymus e ainda a espécie Thymbra
capitata devido as suas grandes semelhancas com o género. O uso dos tomilhos como
condimento é muito comum na gastronomia tradicional de paises da regido Mediterranica,
sendo muito utlizado pelas suas qualidades aromaéticas e de preservacdo dos alimentos
(Figueiredo et al., 2008; Ozudogru et al., 2011).

Para além disso o género Thymus tem sido documentado numa longa lista de
propriedades farmacoldgicas, tais como, expetorantes, antissepticas, antimicrobianas,
antioxidante, anti-inflamatoria (Bandeira et al., 2007; Rubin et al., 2007; Tagami et al., 2009;
Ozudogru et al., 2011; Mendes et al., 2012; Correia, 2014; Rodrigues, 2014; Martins-Gomes
et al., 2018), contendo também valor ornamental, sendo a sua floracdo entre junho e agosto
(Daneshvar-Royandezagh et al., 2009).

O tomilho é uma planta heliéfila que resiste a condi¢des extremas tais como, a aridez e
o frio, condicBes caracteristicas do mediterrénio e das terras altas, tendo por isso, folhas
estreitas quase aciculares, minimizando assim a area foliar para evitar a perda de agua.
Contendo normalmente os 6rgaos cobertos de pelos de forma a diminuir a transpiracao, sendo
outra forma de evitar o excesso de transpiracdo a libertacdo de Oleos esséncias através do
rompimento dos tricomas, 0s quais vao evaporar-se e saturar o ar a volta da planta (Alves,
2013).

Os fendis e os terpenos sdo particularmente caracteristicos do género Thymus (Silva,
2014; Leal et al., 2017). Sendo que a composic¢do quimica dos Thymus € influenciada pelo
tipo de solo, clima, e fatores ecoldgicos, trazendo uma grande desvantagem, que € a
heterogeneidade do material vegetal, tornando dificil o controlo por parte da industria
farmacéutica. Outro problema é o facto de que a necessidade de uma grande colheita de
material no seu meio natural, leva rapidamente ao esgotamento desta. A necessidade de
resolucdo destes dois problemas, leva-nos de encontro as tecnicas de cultura in vitro de
células vegetais, as quais, nos conseguem proporcionar uma grande quantidade de material

vegetal em pouco tempo e na qual o ambiente, sendo controlado, tanto nos permite ter



colheitas fora da época como nos permite obter material homogéneo. Sendo por isso, a cultura
in vitro uma boa alternativa ao cultivo tradicional (Arikat et al., 2004; Nordine et al., 2013;
Dakah et al., 2014; Nordine et al., 2014; Leal et al., 2017).

1.2.1. Thymus X citriodorus

Nome Comum: Tomilho liméo

Espécie: Thymus x citriodorus

Género: Thymus

Familia: Labiatae (Lamiaceae)

Ordem: Lamiales

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Lamiidae

Diviséo: Spermatophyta

Subdivisdo: Magnoliophytina (Angiospermae)

Reino: Plantae

Dominio: Eucéria

Figura 1: Thymus x citriodorus
(Jardim Boténico UTAD)

Thymus x citriodorus conhecido como tomilho lim&o originario do sul de Inglaterra é
um hibrido entre o tomilho-poéjo (Thymus pulegioides) e o tomilho vulgar (Thymus vulgaris).
As suas condicdes ideais sdo, uma boa exposicdo solar e solos calcarios bem drenados
(Omidbaigi et al.,2009; Silva, 2014).

O tomilho liméo é um arbusto perene, semilenhoso, de pequeno porte atingindo 30 cm
e contém um aroma a limdo. As suas folhas sdo estreitas ovais e lanceoladas, de cor verde ou
amarelas e brancas, a sua época de floracdo é em julho, sendo as flores brancas ou
ligeiramente rosadas (Silva, 2014).

O geraniol é o composto maioritario dos 6leos essenciais do tominho liméo, seguido
de carvacrol, acetato de geranilo, geranial e neral. O tomilho limdo é muito utilizado, em

infusdes e saladas, e na industria farmacéutica devido a sua bioatividade como antisséptico,



desodorizante, desinfetante e usado na aromaterapia para tratar a asma e outras complicacgdes
respiratérias (Horvath et al., 2006; Silva, 2014).
Existem varios estudos com Thymus x citriodorus tanto demonstrando a variada
bioatividade dos seus 6leos como as variagdes dos seus compostos e concentracoes.
Relativamente aos rendimentos dos 6leos existem algumas varia¢Ges, sendo a maioria
dos rendimentos calculados a partir de massa seca e muitas vezes s6 usando as folhas (Tabela
1).

Tabela 1: Rendimentos dos éleos de Thymus x citriodorus em varios estudos.

Rendimentos de extracao dos 6leos Estudo

0,15% Silva, 2014

0,36% Horvath et al., 2006
1,4% Omidbaigi et al., 2005
2%; 1,9%; 1,3% * Toncer et al., 2017
2,22%; 1,45%; 1,66% * Omidbaigi et al., 2009

*Rendimentos antes durante e depois da floragéo.

Na composicdo do éleo essencial de Thymus x citriodorus 0 componente maioritario,
como referido anteriormente, costuma ser o geraniol (70%-50%), (Tabela 2). Sendo
observado em um dos estudos variacdes da concentracdo dos compostos antes e depois da
floragéo (Omidbaigi et al.,2009).

Tabela 2: Composicao dos 6leos de Thymus x citriodorus em varios estudos.

Compostos maioritarios Estudo
Geraniol e Geranial Omidbaigi et al., 2009
Geraniol, Neral e Trans-cariofileno Silva, 2014
Geraniol, Geranial e Neral Omidbaigi et al., 2005; Horvéth et al., 2006

Terpiolene, a-terpineol, Linalool, Bornyl Toncer etal., 2017

acetate e borneol

Os compostos estdo do de maior concentracdo para o de menor.



1.2.2. Thymus fragrantissimus

Nome Comum: Tomilho laranja
Espécie: Thymus fragrantissimus
Género: Thymus

Familia: Labiatae (Lamiaceae)
Ordem: Lamiales

Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Lamiidae

Divisdo: Spermatophyta

Subdivisdo: Magnoliophytina (Angiospermae)

Reino: Plantae

Dominio: Eucéria

Figura 2: Thymus fragrantissimus

(Jelitto Perennial Seeds)

Thymus fragrantissimus conhecido como tomilho laranja, € um hibrido do tomilho
vulgar (Thymus vulgaris), sendo um tomilho proveniente da zona do mediterranio. As suas
condigdes ideais sdo uma boa exposi¢édo solar e solos bem drenados.

O tomilho laranja é um arbusto perene, semilenhoso, de pequeno porte atingindo 30
cm de altura, contém aroma a laranja. As suas folhas séo estreitas ovais e lanceoladas, de cor
verde ou amarelas e brancas, a sua época de floracdo € em junho- julho sendo as suas flores
rosadas.

O tomilho laranja é utilizado em chés e saladas, e na industria farmacéutica devido a
sua bioatividade como antisséptico, desodorizante ou desinfetante. Existem poucos estudos
com Thymus fragrantissimus, nos quais € demonstrada atividade inseticida (Pavela, 2010),
antioxidante e antibacteriana (Afonso et al., 2018).



1.2.3. Thymus vulgaris

Nome Comum: Tomilho vulgar

Espécie: Thymus vulgaris

Género: Thymus

Familia: Labiatae (Lamiaceae)

Ordem: Lamiales

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Lamiidae

Diviséo: Spermatophyta

Subdivisdo: Magnoliophytina (Angiospermae)

Reino: Plantae

Dominio: Eucéria

Figura 3: Thymus vulgaris
(Jardim Botanico UTAD)

Thymus vulgaris conhecido como tomilho vulgar é nativo da regido do Mediterranio e
Asia. Sendo atualmente cultivado em quase todos os continentes. Habita principalmente em
regides secas, aridas, expostas ao sol, com solos arenosos e calcarios, sendo que esta € uma
planta de solos pobres, rastica, que evita a humidade e terras compactadas (Goodner et al.,
2006; El-Nekeety et al., 2011; Rocha, 2011; Silva, 2014).

O tomilho é uma planta semilenhosa, subarbustiva de pequeno porte, cerca de 15 a 40
cm de altura com quase o dobro de largura. E uma planta ramificada, retorcida com ramos
leves e cobertos de pelos brancos e folhas pequenas, lineares, ovaladas e opostas. A sua época
de floracdo é entre maio e julho, apresentando flores arroxeadas (Guillén and Manzanos,
1999; Goodner et al., 2006; Silva, 2014).

O timol é o composto maioritario da composi¢do quimica do déleo essencial do Thymus
vulgaris, seguido pelo carvacrol, 0 p-cimeno e o y-terpineno, além destes compostos esta
espécie também contém geraniol, linalol, a-terpineol, 1-8-cineol, cimol, borneol, cineno,
pineno. Existindo varios quimiotipos diferentes geraniol, linalool, a-terpineol, carvacrol,
timol, 1,8-cineole e p-cymene. E uma planta muito usada na indstria alimentar devido ao seu
sabor e poder conservante e na industria farmacéutica devido & sua variada bioatividade
antimicrobiana, carminativa, expetorante, espasmolitica, diurética e antioxidante (Guillén and



Manzanos, 1999; Tagami et al., 2009; Santos et al., 2010; El-Nekeety et al., 2011; Hussain et
al. 2011; Boruga et al., 2014; Nikoli¢ et al., 2014; Romero et al., 2014; Silva, 2014; Mancini
et al., 2015; Satyal et al., 2016; Ambindei et al., 2017).

Existem varios estudos com Thymus vulgaris demonstrando a bioatividades dos seus
6leos e a variagdo dos seus compostos e respetivas concentracoes.

Relativamente aos rendimentos dos 6leos existem algumas variacGes, sendo a maioria
dos rendimentos calculados a partir de massa seca e muitas vezes s6 usando as folhas (Tabela
3).

Tabela 3: Rendimentos dos éleos de Thymus vulgaris em varios estudos.

Rendimentos de extracao dos 6leos Estudo
0,83%-1,39% Nezhadali et al., 2014
0,32% Silva, 2014
0,49% Horvath et al. 2006
1,25% Boruga et al., 2014
1,4% Romero et al., 2014
1,86% Jakiemiu, 2008; Jakiemiu et al., 2010
0,068; 0,07; 0,092; 0,019 e 0,081% Mancini et al., 2015
(Diferentes localizacdes)
0,15% (plantas com 5 anos); 0,52- Hudaib et al., 2002

0,50% junho a agosto e 1,21% Dezembro



O Thymus vulgaris apresenta uma grande variedade de composi¢des quimicas
(quimiotipos), sendo a mais conhecida e mais importante a do timol (Tabela 4).

Tabela 4: Composicao dos 6leos de Thymus vulgaris em varios estudos.

Compostos maioritarios Estudo

Hudaib et al., 2002; Horvéath et al., 2006;
Jakiemiu, 2010; Hussain et al., 2011;

Timol, p-cimeno e p- terpineno Boruga et al., 2014; Nezhadali et al., 2014;
Nikoli¢ et al., 2014; Romero et al., 2014;
Silva, 2014; Ambindei et al., 2017;

Carvacrol, p-cimeno e a-pineno Santos et al., 2010

Borneol, carvacrol e a-terpineol (planta

seca) Jakiemiu, 2008

Timol e p-cimeno (planta fresca)

Carvarcrol, timol, b-felandreno e EI-Nekeetyetal., 2011

linalool

Timol, canfeno, cariofileno, humulene, Al-Asmarietal., 2017

a-terpeniol e p-cimeno

Timol, carvacrol, 6xido de cariofilen Mancini et al., 2015

Os compostos estdo do de maior concentracdo para o de menor.



1.3. Oleos essenciais

Os oleos essenciais sdo constituidos por misturas complexas de compostos volateis de
baixo peso molecular que apresentam odor forte, densidade inferior a da agua, aspeto oleoso e
variada bioatividade (Santos et al., 2010; Bayala et al., 2014; Rodrigues, 2014).

A composi¢do quimica e a concentracdo dos 6leos essenciais depende muito do clima,
da estacdo do ano, das condic¢des geograficas, do periodo de colheita e da técnica de extracdo
usada (Figueiredo et al., 2008; Santos et al., 2010; Silva, 2014).

Alguns estudos, demonstram que hd um maior rendimento de 6leo em plantas
cultivadas in vitro, relativamente as cultivadas pelo método tradicional, devendo-se isto tanto
ao facto dos rebentos mais jovens acumularem maiores concentracdes de 6leos, como ao facto
da possibilidade do uso de elicitadores para aumentar a producédo de 6leo (Arikat et al., 2004).

Existem muitos fatores intrinsecos e extrinsecos, que influenciam a biossintese de
6leos essenciais conferindo-lhes variabilidade quimica na sua composi¢do. Desta forma,
plantas da mesma espécie podem produzir 6leos essenciais com composi¢cdo quimica
diferente. Na maioria das vezes, estas diferencas quantitativas e qualitativas sdo acentuadas,
podendo-se por isso diferenciar em varios quimiotipos ou variedades quimicas (Alves, 2013).

O estadio de desenvolvimento dos érgdos das plantas € muitas vezes determinante no
rendimento e na composicdo dos 6leos essenciais. Sendo que, muitas vezes, na fase de
maturacdo do botdo floral existe um aumento do rendimento dos 6leos, juntamente com
mudangas na sua composicao, nas quais 0S compostos vestigiais representam normalmente
10% do oléo, podendo aumentar até 50-70%. Noutros casos, pode acontecer o contrario e em
certa fase haver uma diminui¢do do rendimento e da composicdo, estando estas mudancas
relacionadas com as vias biossintéticas dos 6éleos e dos 6rgéos (Figueiredo et al., 2006).

Os 0leos sdo produzidos e armazenados em 6rgdos secretores especializados, internos
ou externos, diversamente distribuidos. O tipo e a localizacdo destes 6rgdos sdao, por norma,
caracteristicos da familia da planta (Figueiredo et al., 2008; Silva, 2014).

A libertacdo de Oleos essenciais pode acontecer normalmente devido a fatores
abidticos como o clima, ou fatores bi6ticos como é o caso de predadores e microrganismos.

Na presenca de predadores, a libertacdo de 6leos forma uma barreira protetora, pois a
toxicidade de alguns componentes serve de repelente tanto para herbivoros como para insetos.
No caso dos microrganismos, alguns compostos servem como antibacterianos e antifingicos,

inibindo a germinacéo e crescimento destes (Alves, 2013).



1.3.1. Composicao e biossintese

Os metabolitos secundérios distribuem-se por 3 grandes grupos: 0s terpenos, 0S
compostos fendlicos e os alcaloides, tendo cada um as suas biossinteses e as suas
caracteristicas. Os terpenos sdo 0s compostos mais comuns nos Oleos essenciais e dentro
destes enquadram-se 0S monoterpenos e 0s sesquiterpenos (Bayala et al., 2014; Rodrigues,
2014; Silva, 2014).

1.3.1.1. Terpenos

Os terpenos sdao o0 grupo com maior nimero de substancias descritas e também com a
maior variedade. Sdo produzidos, em parte, como defesa contra microrganismos e insetos,
sendo que quando contém oxigénio chamam-se terpendides (Silva, 2014).

Os terpenos sdo formados a partir do &cido mevaldnico, no citoplasma, ou do piruvato
e 3-fosfoglicerato, no cloroplasto e apresentam uma grande diversidade estrutural derivada da
fusdo de unidades de cinco atomos de carbono (C5) denominadas isoprenos. Podem ser
classificados como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos
(C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (Bayala et al.,
2014; Rodrigues, 2014; Silva, 2014).

A biossintese dos terpenos comec¢a com a condensacao do pirofosfato de isopentenilo
(PPI) e o seu isobmero o pirofosfato de dimetilalilo (PPDMA), tendo ambos 5 atomos de
carbono, que sao produtos da via do acetatomevalonato. A sua jun¢do, origina um composto
intermediario em C10, o pirofosfato de geranilo, percussor imediato dos monoterpenos,
podendo haver novas condensagfes com outras unidades de PPl formando novos
intermediarios, o pirofosfato de farnesilo (C15) precursor dos sesquiterpenos, pirofosfato de
geranilgeranilo (C20) precursor dos diterpenos e terpendides (Figuras 4 e 5), sendo estes
menos frequentes nos 6leos essenciais (McGarvey and Croteau, 1995; Rodrigues, 2014).

Grande parte dos compostos terpénicos apresenta atividade anti-inflamatoria,

expetorante e antimicrobiana (Silva, 2014).
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1.3.1.2. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo derivados da fenilalanina e tirosina, que sdo compostos de
estrutura simples contendo um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilos.
Possibilitam aos compostos fendlicos, eliminar e estabilizar radicais livres, reduzir o oxigénio
singleto, atuar nas reacdes de oxidacdo lipidica e também sdo capazes de modular a atividade
de muitas enzimas, sendo por isso uma classe com propriedades antioxidante. Os compostos
fenolicos formam-se maioritariamente em condicGes de stresse, como infecOes, lesdes,
radiacBes UV, entre outras. Podem ser citados trés grupos principais de compostos fendlicos:
acidos fendlicos, flavonoides e taninos. Os compostos fendlicos tém propriedades
farmacoldgicas comprovadas no ser humano, tais como atividade anti-inflamatdria,

antioxidante, antialérgica e anti-cancerigena (Martins, 2012; Silva, 2014).

1.3.1.3. Alcaloides

Alcaloides sdo compostos nitrogenados de baixo peso molecular, sintetizados no
reticulo endoplasmatico que tem caracteristicas alcalinas, o que facilita o isolamento e a
purificacdo destes compostos. Estes sdo sintetizados através de reacdes de descarboxilacdo de
aminoacidos, tais como ornitina, lisina, acido nicotinico, tirosina, triptofano entre outros.
Durante a sua biossintese as enzimas triptofano descarboxilase e tirosina descarboxilase
transformam os aminoacidos em percursores de alcaloide, desviando-os da sintese proteica.

Os alcaloides em elevadas concentragBes sdo muito toxicos tendo sido usados como
venenos desde hd muito tempo, no entanto em baixas concentracfes podem ser benéficos
devido & sua interacdo com neurotransmissores, agindo como relaxantes, analgésicos e
tranquilizantes. Alguns exemplos de alcaloides sdo, a morfina, cocaina, nicotina e a cafeina,
sendo esta ultima provavelmente o alcaloide mais consumido em todo mundo (Martins,
2012).

1.3.2. Importancia econémica

Os dleos essenciais séo utilizados em diversos setores desde a antiguidade, como por
exemplo, no fabrico de farmacos, de perfumes, de cosméticos, de produtos de higiene e
limpeza e em aditivos para alimentos e bebidas. S& muito utilizados nas bebidas e comidas
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devido aos seus aromas, dando a comida e a varios vinhos um sabor distinto, sendo também
relevante o seu poder conservante (Figueiredo et al., 2006; Silva, 2014).

Na agricultura os 6leos essenciais sdo muito utilizados como inseticida, fungicida e
antibacteriano. Na industria farmacéutica sdo usados indiretamente para influenciar o odor e o
sabor de medicamentos administrados por via oral ou entdo diretamente, sendo a planta ou
parte desta, usada para tratar algum problema como por exemplo anti-inflamatorio
(Rodrigues, 2014).

O valor dos O6leos essenciais depende da sua qualidade, a qual é diretamente
influenciada pela sua composicao rica em terpenos. No entanto, existem varios fatores que
fazem com que ndo haja uma produgdo homogénea e continua dos 6leos, sendo por isso
importante, um maior controlo da producao de plantas aromaticas e medicinais (Figueiredo et
al., 2006; Rodrigues, 2014).

As principais familias produtoras de dleos essenciais sdo as Apiaceae, Asteraceae,
Geraniaceae, Lamiaceae, Pinaceae, Rutaceae e Verbenaceae (Figueiredo et al., 2006;
Rodrigues, 2014). Estima-se que a producdo mundial de 6leos essenciais seja superior a
42.000 toneladas sendo que uma grande parte provém de plantas selvagens, que a longo prazo
ameacam algumas populac@es de plantas, uma vez que a colheita nem sempre é feita de forma

sustentavel (Rodrigues, 2014).

1.3.3. Bioatividade

O uso dos 6leos essenciais tem sido praticado tradicionalmente, por todo mundo, no
tratamento de varias doencas tais como cardiovasculares, inflamatdrias, intestinais, artrite,
diabetes, alergias, esclerose maltipla e doencas neurodegenerativas, entre outras. Essa pratica
deve-se a diversificada bioatividade que é atribuida aos 6leos: antioxidantes, bactericidas,
fungicidas, antivirais, antiparasitarias, inseticidas, anti-inflamatorias. Esta bioatividade,
muitas vezes, ndo € devida a um composto apenas, mas sim, a interacdo entre varios
compostos, havendo sinergias entre eles (Rodrigues, 2014).

A atividade antimicrobiana é uma das mais estudadas, geralmente associada a
presenca de pequenas moléculas oxigenadas, capazes de estabelecer pontes de hidrogénio,
exemplos do timol, do carvacrol, do eugenol, do lianalol, do geraniol, ou do geranial, atuando

geralmente através de modificacfes da membrana externa dos microrganismos e por inibicdo

13



de enzimas da cadeia respiratoria, comprometendo o equilibrio energético da célula
(Rodrigues, 2014).

1.3.4. Extracao dos 6leos essenciais

Existem varios métodos de extracdo de dleos essenciais, tendo cada um as suas
vantagens e desvantagens, sendo uma dessas as variacdes na composicdo dos Oleos.
Dentro dos meétodos de extracdo os mais tradicionais e também os mais usados, sdo a
hidrodestilacdo e a destilagdo de arraste por vapor. Sendo que, na hidrodestilacdo o material a
ser destilado permanece em contacto direto com a agua em ebulicdo, enquanto no método de
arraste de vapor o material a destilar é colocado sobre uma placa perfurada, evitando assim o
contacto direto com a 4gua em ebulicdo (Borsato et al., 2008; Steffens, 2010).

Neste trabalho, utilizamos o método de destilagdo de arraste por vapor, o qual é
simples, ndo necessita de equipamento sofisticado e é econdmico, podendo ser realizada a
extracdo numa Unica vez em quantidades significativas de material vegetal. No entanto,
também tem 0s seus inconvenientes, os constituintes dos 6leos essenciais podem sofrer
degradacdo térmica, hidrélise o que pode alterar as suas propriedades bioativas e 0 aroma do
extrato (Borsato et al., 2008; Steffens, 2010).

O método de destilacdo de arraste por vapor é um sistema constituido por um
recipiente com agua a ferver que injeta vapor em outro recipiente, no qual se encontra o
material vegetal para extracdo. Na sua passagem pelo recipiente que contém o material
vegetal, o vapor de agua fica misturado com os compostos volateis (6leos essenciais) do
material vegetal. O vapor é arrefecido, condensando, obtendo-se uma mistura liquida de 6éleos
essenciais e agua, num recipiente. Apds algumas horas de repouso, 0s 6leos essenciais
separam-se da agua devido as diferencas de densidade, formando-se duas fases, Oleo (fase
organicas) e hidrolato (fase aquosa), as quais podem ser finalmente separadas (Edris et al.,
2003; Richter and Schellenberg, 2007; Borsato et al., 2008).

1.3.4.1. Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrémetro de Massas

Durante as ultimas décadas, um dos métodos mais eficientes usado no estudo da
composi¢cdo dos Oleos essenciais é a cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massa (CG/MS). E um bom método para a identificagdo devido aos componentes do 6leo
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serem compostos volateis de baixo peso molecular. O 6leo essencial é injetado no
cromatdgrafo, sem necessidade de tratamento prévio, o qual elimina possiveis modificacbes
na composicdo da amostra ou na estrutura de seus constituintes. No cromatdgrafo, os
componentes do 6leo essencial sdo separados e, em seguida, penetram no espectrometro de
massas, que permite registrar o correspondente espetro de cada um dos compostos separados.
Os constituintes do 6leo essencial sdo identificados por comparacao dos espetros obtidos com
os de padrdes, quer obtidos no laboratério, quer disponiveis na literatura (Steffens, 2010).

A cromatografia € um método fisico de separacdo. Esta técnica baseia-se na migragédo
diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interacdes, entre
duas fases imisciveis, a fase movel que é um fluido, que percola através da fase estacionaria
que é fixa e de grande area superficial (Degani et al., 1998). A grande variedade de
combinagbes entre fases moveis e estacionarias torna a técnica extremamente versatil e de
grande aplicacdo. Os métodos cromatograficos podem ser classificados em dois grandes
grupos: cromatografia liquida, quando a fase moével for um liquido e cromatografia gasosa
guando a mesma for um gas (Lancas and McNair, 1983).

O espectrometro de massa € um detetor para as analises qualitativas e quantitativa de
constituintes em cromatografia gasosa ou liquida. Na espetrometria de massa, as moléculas
gasosas sdo ionizadas, geralmente para formar catides, aceleradas por um campo elétrico e
separadas de acordo com a sua massa. O processo de ionizagao, geralmente, confere energia
suficiente para quebrar a molécula numa variedade de fragmentos. Um espetro de massa € um
grafico que mostra a abundéancia relativa de cada fragmento que atinge o detetor do

espectrometro de massa (Steffens, 2010).

1.4. Cultura in vitro de células animais

A cultura de células animais € um processo através do qual as células sdo cultivadas
em condi¢bes controladas e de assepsia, de forma a proporcionar 0 Seu crescimento e
proliferacdo. Sendo que, o meio de cultura proporcionado as células contém todos os
nutrientes necessarios a estas, tais como aminoacidos, sais e vitaminas, havendo variagdes
dependendo da linha celular usada, e finalidade (Mericko et al., 2001; Silva, 2014).

A cultura de células animais, é uma técnica que tem uma grande variedade de
aplicacdes, sendo algumas, a identificagdo de propriedades da proliferagdo normal e anormal
das células, a producdo de varios compostos de genes da propria ou introduzidos, testes de
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alteracOes genéticas das células e testes da bioatividade de compostos, como é o caso do teste
de citotoxicidade e da atividade anti-inflamatoria realizados neste trabalho.

Existem dois tipos principais de linhas celulares, as linhas de células primérias, as
quais tém um limite de crescimento e proliferacéo, e as linhas de células imortalizadas, que
tém uma proliferacdo continua anormal, mas no entanto podem ter perdido algumas das
caracteristicas iniciais (Mericko et al., 2001).

As celulas organizam-se normalmente em monocamadas, sendo que estas vdo se
multiplicando até ndo terem espaco e parando de crescer quando isso acontece. Assim,
verifica-se ser necessario uma renovacao do espaco e do meio de cultura, para que estas
continuem a crescer, realizando-se assim uma manutencdo da cultura, a qual varia consoante a
linha celular. A subcultura, normalmente, envolve a remo¢do do meio de cultura velho, a
lavagem e dissociacdo das células, seguido de uma diluicdo destas em meio novo. A sua
dissociacdo estd dependente do grau de adesdo das células a caixa de cultura, sendo esta
caracteristica da linha celular usada. Dependendo do grau de adesdo, pode bastar um pouco de
forca mecénica para dissociar e realizar a subcultura das células, ou entdo em casos de maior
aderéncia das células o uso de uma solucdo de tripsina com EDTA, realizando-se uma
dissociacdo por acdo enzimatica, a qual pode ser prejudicial para algumas linhas celulares
(Mericko et al., 2001; Silva, 2014).

1.4.1. Células RAW 264.7

A linha celular RAW 264.7, que foi usada neste trabalho, é a linha de macr6fagos mais
usada em investigacdes médicas, tendo uma grande eficiéncia na avaliacdo de infecdes
relacionadas a mediadores pro-inflamatérios.

RAW 264.7 é uma linha celular estabelecida a partir de um tumor de murganho
causado pelo virus da leucemia Abelson. Sendo por isso, uma linha ja imortalizada, mantendo
estas as propriedades normais dos macrofagos, tais como a producgéo de 6xido nitrico (NO), a
qual vai ser utilizada para testar a atividade anti-inflamatéria dos 6leos (Raschke et al., 1978;
Hartley et al., 2008).
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1.4.2. Avaliagéo da citotoxicidade

O ensaio de viabilidade celular é muito utilizado em ensaios de citotoxicidade,
proliferacdo, viabilidade celular e determinacdo da funcdo mitocondrial (Nociari et al., 1998;
O'Brien et al., 2006).

A utilizacdo de ensaios in vitro de citotoxicidade, permite-nos obter informacdes
importantes no inicio de testes em linhas celulares, identificando potenciais compostos
citotoxicos e/ou em que quantidade podem ser tdxicos para as células, atendendo a que as
varias linhas celulares reagem de maneiras diferentes e a quantidades diferentes. A escolha de
um método é complicada devido & existéncia de varios ensaios diferentes dependentes de
diferentes mecanismos fisioldgicos. No entanto, nenhum destes ensaios pode prever com
seguranca a toxicidade in vivo, sendo esta uma propriedade dificil de avaliar (Hamid et al.,
2004).

Este ensaio foi realizado pelo método em microplaca utilizando o Alamar blue (AB),
um corante de oxidacdo/reducdo que serve como indicador de crescimento e/ou viabilidade
celular. Sendo o Alamar blue, um corante bastante estavel e ndo téxico para as células,
permite uma monitoriza¢do continua das culturas ao longo do tempo, sendo por isso muitas
vezes considerado superior aos testes classicos como o caso do MTT (Brometo de 3-(4,5-
dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), no qual ha morte das células, ndo podendo haver
seguimento.

A resazurina, componente ativo do AB, é azul e ndo fluorescente na forma oxidada
(com absor¢do a 570 nm) e converte-se, ap6s a reducdo em resorufina de cor rosa e
fluorescente (com absorcdo a 620 nm). O AB € captado pelas células vivas e é reduzido pelas
enzimas mitocondriais de células viaveis, dai que seja um indicador direto da atividade
mitocondrial da célula. H& uma correlagdo direta entre a reducdo do AB no meio de
crescimento e a quantidade/proliferacdo de organismos vivos. Podendo ser estimado
indiretamente o nimero de celulas a partir de uma associagao colorimétrica ou fluorométrica
(Nociari et al., 1998; Hamid et al., 2004; Ribeiro et al., 2004; O'Brien et al., 2006; Al-Nasiry
et al., 2007; Andreani et al., 2014).
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1.4.3. Atividade anti-inflamatoria

A inflamacéo é uma resposta bioldgica do organismo para combater corpos estranhos
(virus, bactérias, fungos e parasitas) e no caso de células mortas ou danificadas, ocorrendo a
remocdo destas. No processo inflamatério os macréfagos destacam-se devido a sua
importancia, na producéo de mediadores pro-inflamatorios, sendo estes o 6xido nitrico (NO),
as prostaglandinas e as citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF-a)
e interleucina (IL)-1R. Sendo os mediadores sintetizados devido a ativacdo das formas
induziveis da sintase do NO (iNOS), responsavel pela biossintese de NO através da oxidacao
da L-arginina, e da ciclo-oxigenase (COX-2), catalisadora da sintese de prostaglandina E2
(PGE2) pela metabolizacdo do acido araquidonico. A producao e libertagdo destes mediadores
pro-inflamatorios pode ser estimulada por lipopolissacarideo (LPS) da membrana de bactérias
Gram-negativas (Miguel, 2010; Alves, 2013; Zuzarte et al., 2013; Correia, 2014; Rodrigues,
2014; Martins-Gomes et al., 2018).

Com o aumento de incidéncias de doencas relacionadas com a inflamacdo e as
dificuldades encontradas no tratamento destas, tais como o aumento da resisténcia as drogas,
os seus efeitos colaterais e 0s seus custos, tem levado a procura de novas opc¢des mais
efetivas, baratas e menos tdxicas. Posicionando-se 0s dleos essenciais numa alternativa viavel,
havendo j& varios estudos a reportar a atividade anti-inflamatdria de varios 6leos, sendo esta
relacionada direta ou indiretamente com os mediadores pré-inflamatorios (Alves, 2013;
Zuzarte et al., 2013; Correia, 2014).

Neste trabalho, foi usado um modelo in vitro de macréfagos estimulados por LPS de
forma a avaliar a producdo de 6xido nitrico (NO) pela detecdo da acumulacdo de nitritos nos
sobrenadantes das culturas celulares, utilizando uma reagdo colorimétrica com recurso ao
reagente de Griess (Green et al., 1982; Cruz et al., 2001). Nesta reacdo, sdo usadas a
sulfanilamida e a com N-(1-naftil)-etilenodiamina que ao reagir em condi¢fes acidicas vao
detetar NO2™ (Figura 6).

Depois de lida a absorbancia a 560 nm passado 10 minutos da reagdo, a quantidade de
oxido nitrico (NO) deve ser calculada com base em uma curva padrao de referéncia (Promega,
2009).
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Figura 6: Reacfes quimicas envolvidas na medi¢do do NO; usando os Reagentes Griess (Promega 2009).

1.5. Cultura in vitro de células vegetais

A cultura in vitro de células vegetais € uma técnica que permite o crescimento de
células, tecidos ou 6rgaos de plantas em meio sintético, num ambiente com luz e temperatura
controladas e em condigbes de assepsia. A micropropagacdo tem muitas vantagens
relativamente & propagacdo convencional. Por exemplo, a elevada e continua taxa de
multiplicacdo num periodo de tempo relativamente curto, a necessidade de pouco espaco, 0
controlo do ambiente proporcionando as melhores condi¢cdes para 0 seu crescimento, e as
plantas resultantes serem iguais a planta mae - clones. No entanto, também existem algumas
desvantagens tal como a necessidade de trabalhadores especializados, os elevados custos de
investimento, a manutencdo do laboratério e a necessidade das plantas micropropagadas
serem fortalecidas antes da passagem para campo (George et al., 2008).

O sucesso da cultura in vitro de células vegetais depende muito da assepsia do
ambiente, dos meios utilizados, sendo que estes variam consoante a planta utilizada e o
objetivo. A utilizagdo de um explante maior ou menor na micropropagacdo faz grande
diferenca, sendo que um explante maior tem maior probabilidade de se adaptar ao ambiente
de cultura in vitro, no entanto, também ha maior probabilidade de conter contaminagdes.

As plantas que crescem num ambiente externo estdo contaminadas com
microrganismos, que iriam competir com estas pelos nutrientes acabando por levar a morte
dos explants. Por essa razdo, é necessario uma desinfecdo das plantas antes de serem
colocadas in vitro e a sua permanéncia em condicdes de assepsia (Rout et al, 2000; George et
al, 2008).
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Os meios de cultura sdo uma solugdo aquosa constituida por macronutrientes como
azoto (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e o enxofre (S),
micronutrientes como Ferro (Fe), zinco (Zn), boro (B) e cobre (Co), entre outros, fonte de
carbono sendo a mais utilizada a sacarose, vitaminas, aminoacidos, agentes polimerizadores
como o agar e reguladores de crescimento, sendo que a concentracdo de cada um depende da
finalidade da cultura (Rout et al, 2000; George et al, 2008; Saad and Elshahed, 2012).

Existem varios métodos de micropropagacdo (Figura 7), tendo neste trabalho sido
efetuada a partir de segmentos nodais. Sao consideradas 4 etapas principais:

Etapa O — Selecéo e preparacdo da planta mde. Na qual se selecionam as plantas mae
que ndo deverdo apresentar sintomas de infe¢des, sendo realizada uma desinfecéo.

Etapa | — Estabelecimento da cultura em condi¢cfes de assepsia. Nesta etapa o objetivo
¢ conseguir obter explantes in vitro que sobrevivam a mudanca para 0 meio de cultura e
estejam livres de qualquer tipo de contaminacao.

Etapa Il — Producdo de propagulos sustentaveis. O objetivo desta etapa é a producéao
de novas plantas a partir da fragmentacdo do material inicial, podendo esta etapa ser repetida
inimeras vezes.

Etapa I1l — Preparacdo para o crescimento em ambiente natural. Esta etapa ocorre em
varios passos, com o objetivo das plantas da etapa Il se tornarem autotroficas.

Etapa IV — Transferéncia para ambiente natural. Esta € uma fase muito importante na
qual as plantas passam das condicGes in vitro para o exterior. Se ndo se tiverem certos
cuidados (diminuicdo gradual da humidade, adaptacdo a luminosidade e substrato) pode
resultar numa enorme perda de plantas (George et al, 2008).

Neste estudo foram utilizadas apenas as duas primeiras etapas.

20



t Meristema Cultura d2 meristemas

[
o @@g . . .
Propagacéo a partir f' 2 Agie / [F7

(! v
de gomos axilares . W}, \LE‘I
ﬂ axilar axilar

1o e SR > =2 o q . dai

L7 — Cultura de segmentos nodais

Segmento 5
P nodal % Rebentfss
& adventicios

lc:ii;xtfaogénese = o i
r———t \ Embrides Plantula
’7‘ / fih?]] somaticos e
(7

K

i Mittiplos rebentos

Propagacio aparr de  Evplantdetecido® ‘

gomos adventicios ou  somatico Morfogénese| (109] - ,

embrides indireta Rebentos
( adventicios

crescimento
de calli _
soﬁséticV
N M
Cultura em

suspensdo

Figura 7: Principais métodos de micropropagacao (adaptado de George et al, 2008).

o= o

21



22



2. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi comparar os extratos obtidos (6leos essenciais)
em termos de composicado quimica e de efeitos bioldgicos, usando células em cultura, de trés
espécies de tomilho, Thymus citriodorus e Thymus fragrantissimus, Thymus vulgaris.

Mais especificamente ao longo deste trabalho pretendeu-se:

-Estabelecer em cultura in vitro as trés espécies de tomilho;

- Extrair os 6leos essenciais;

- Avaliar a composicdo quimica dos 6leos por GC-MS;

- Avaliar a bioatividade dos 6leos essenciais, nomeadamente:

- Citotoxicidade pelo método de Alamar Blue
- Atividade anti-inflamatéria pela libertacdo de 6xido nitrico quantificada pelo
método de GREISS e com utilizacdo de células RAW 264.7 (linha celular de

macrofagos de murganho).
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3. Material e métodos

3.1. Origem do material vegetal

Neste estudo foram utilizados 3 espécies de tomilho (Thymus x citriodorus, Thymus
fragrantissimus e Thymus vulgaris) que foram adquiridas em fevereiro, a empresa ERVITAL
(ERVITAL- Plantas Aromaticas e Medicinais, Lda; Mezio Castro Daire, Portugal) e foram
produzidos em condi¢6es de producgdo bioldgica. Entre a sua colheita e utilizacdo, as amostras
foram congeladas a uma temperatura de -20 °C.

3.2.Cultura de células vegetais

3.2.1. Manutencdo e manuseamento

A maioria dos procedimentos foram realizados, em condi¢cdes de assepsia, numa
bancada de fluxo laminar horizontal. Esta é ligada 30 minutos antes da sua utilizacdo e
desinfetada com a passagem de papel absorvente com um pouco de etanol 96% com
movimentos paralelos, de forma a minimizar possiveis fontes de contaminacéo.

Com uma ou duas lamparinas de alcool, esteriliza-se 0 material de manipulacdo dos
explantes: pincgas e bisturis sdo flamejados e arrefecidos antes e entre qualquer contacto com
o0s explantes.

Durante a permanéncia in vitro os frascos com o material em cultura foram colocados
numa camara de crescimento WalklIn, a uma temperatura constante de 24°C e um fotoperiodo

de 16 horas de luz.

3.2.2. Meios de cultura

Um método conveniente para a preparacdo dos meios de cultura, é a realizacdo de
solugBes stock concentradas, que podem ser diluidas até a concentracdo pretendida,
imediatamente antes da sua preparacdo. As solugdes estdo armazenadas num frigorifico entre
2-4°C. A solucéo utilizada (x10) de meio cultura foi MS (M0222 Duchefa®) Murashige &
Skoog (anexol).

Foram utilizados 2 meios de cultura durante este trabalho, ambos baseados na
formulacdo MS (Murashige and Skoog 1962), com e sem reguladores de crescimento.
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Em ambos os meios utilizou-se 20 g/L de sacarose, 100 mL/L de solucdo stock (x10) e
7,5 g/L de agar, ao que contém reguladores de crescimento € acrescentado 1 mL/L BAP (6-
benzilaminopurina) e 0,5 mL/L NAA (acido 1-naftalenoacético). Apos a adicao dos diferentes
componentes, exceto agar, o pH do meio de cultura € ajustado a 5,7. Por ultimo, é adicionado
0 agar e o0 meio de cultura é autoclavado a 121 °C durante 15 minutos. A distribuicdo do meio
para frascos esterilizados é feita na bancada de fluxo laminar horizontal, enquanto este ainda

esta quente.

3.2.3. Desinfecéo e estabelecimento dos explantes em cultura

Foram efetuadas diferentes metodologias de desinfe¢bes, com pequenas variacdes na
concentracdo ou tipo de agente desinfetante. Em todos 0s processos ocorreu passagem do
material vegetal por 4gua corrente durante 5 minutos, seguida de um banho com agitacdo em
solugdo hipoclorito de sédio 5% cloro ativo (lixivia comercial, diluida em &gua esterilizada
(v/v)) e ou fungicida (cuprocoffaro: anexo 2), e por fim passagem por agua esterilizada 3x 10

minutos. (Tabela 5)

Tabela 5- Diferentes metodologias de desinfecdo realizadas.

Desinfecéo T.C. T.F. T.V.

Lixivia 2:3, 30 minutos 10 Frascos | 14 Frascos | 10 Frascos
1° Lixivia 2:3, 30 minutos +

o _ 10 Frascos | = ---------- 10 Frascos

Fungicida 6 g/L 30 minutos

Lixivia 2:3, 30 minutos 7 Erascos | ceeeme 7 Erascos
2° Lixivia 2:3, 45 minutos 7 Frascos | 22 Frascos | 7 Frascos

Lixivia 3:2, 30 minutos 7 Erascos | —coeemes 7 Erascos
30 Lixivia 2/3, 45 minutos | | 17 Erascos

Lixivia 2:3 € uma mistura de 2 partes de lixivia e 3 partes de agua; T.C (Thymus x citriodorus), T.F.

(Thymus fragrantissimus) e T.V. (Thymus vulgaris).

26



Depois de desinfetado, o material vegetal foi cortado de forma a obter explantes de 1 a
3 cm comprimento, sendo colocados 3 explantes por cada frasco nos quais foram identificadas

a data, espécie de tomilho, meio de cultura e método de desinfecdo usado.

3.3. Extracédo dos 0leos essenciais

Utilizou-se aproximadamente 500 g de massa total (caules e folhas) para cada espécie
de tomilho, sendo os 6leos extraidos usando destilagdo de arraste por vapor, durante 4-5 h.
(Figura 8)

Recolheu-se o produto da destilacdo e separou-se a fase aquosa da fase organica,
recorrendo primeiro a uma centrifugacdo a 4000 rpm durante 10 minutos para haver uma
melhor separacgdo das fases. O 6leo, com algum hidrolato foi recolhido com o auxilio de uma
pipeta, sendo de seguida colocado num funil de separacdo com um solvente (cloroférmio) de
forma a haver uma separacdo mais precisa sem se desperdicar 6leo e ndo haver vestigios de
agua, sendo o subnadante extraido para um baldo em pera. O cloroférmio foi evaporado,
ficando s6 o 6leo que foi pesado e colocado num tubo de vidro e por fim congelado a —20 °C.
(Figura 9)

27



Material
Vegetal

Agua
destilada

Placa de
aquecimento
a 200 °C

Figura 8: Destilacdo por arraste a vapor.

O vapor de agua ao passar pelo material vegetal vai arrastar os 6leos consigo, sendo depois arrefecido pela agua
fria e condensando-se, resultando numa misturade de 6leos essenciais e hidrolato.
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Apobs a extracdo e pesagem, foram calculados os rendimentos dos 6leos obtidos,
usando a seguinte equacgéo.

Rendimento = (méleo)/(mplanta) x 100

Equacéo 1 — Férmula de célculo do Rendimento (m — massa)

Figura 9: Separacdo do 6leo da fase aquosa.

A-Centrifugadora; B-Funil de separacdo havendo a separagdo do dleo; C-6leo e cloroférmio no baldo em perg;
D-Evaporador Rotativo a Vacuo.
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3.4. Analise da composicao do 6leo essencial

Para analise dos constituintes do 6leo essencial dos tomilhos foram utilizados 1 mg de
o0leo essencial de cada tomilho e 2 mL de cloroférmio. A analise destas amostras foi realizada
mediante cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) (Figura
10).

3.4.1. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de massa

Foi utilizada uma coluna capilar FFAP, 30 m, 0,32 mm de didmetro interno e 0,25 um
de espessura.

Foi injetado 1 pL, & temperatura de 260 °C, em modo splitless (tempo splitless 1 min).
A temperatura inicial da coluna foi mantida a 40 °C durante 4 minutos sendo posteriormente
aumentada até 220 °C, a velocidade de 2,5 °C/min e aumentada novamente até a temperatura
final de 280 °C, a velocidade de 10°C/min, onde se manteve durante 5 minutos. O gas de
arraste utilizado foi o hélio, que foi mantido a fluxo constante, de 1,0 mL/min.

O espetro de massa foi adquirido em full scan (30-800 m/z), EI 70 eV, com uma
temperatura da fonte de ionizacao de 220 °C.

Figura 10: Cromatografia gasosa acoplada & espetrometria de massa (GC-MS).

A-Cromatdgrafo acoplado a um espectrometro de massa; B-amostras prontas para a analise (6leos +

cloroférmio).
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Foram calculadas as percentagens de cada composto e o respetivo Indice de Kovats
(Equacéo 2).
Tr(i) — Tr(n)

RI=1 1
00n +100 Tr(n + 1) — Tr(n)

Tr—tempo de retencéo;
I — analito;
n — namero de carbonos do padrdo adjacente menos retido;

n + 1 —ndmero de carbonos do padrdo adjacente mais retido.

Equaco 2: indice de Kovats ou indice de retengéo (RI). (von Miihlen, 2009)

3.5. Cultura de células animais

3.5.1. Manutencdo e manuseamento

A linha celular utilizada neste trabalho foi a Raw 264.7 (linha celular de macroéfagos,
American Type Culture Colection). As células foram mantidas em meio de cultura completo
numa incubadora (Binder) a 37 °C com 5 % CO»/ 95% ar.

As linhas celulares foram sempre manipuladas em condi¢fes assépticas numa camara
de fluxo laminar, classe | (Faster, BH-EN 2004) para prevenir uma possivel contaminacédo

celular.

3.5.2. Meios de Cultura e solugdes

O meio de cultura é um dos fatores mais importantes na cultura de células e na cultura
de tecidos, devendo este fornecer todos 0s nutrientes essenciais para o0 metabolismo,
crescimento e proliferacdo celular. Este € constituido por vitaminas, aminoacidos, glucose e
iBes inorganicos entre outros. O meio foi sempre mantido no frigorifico, a 4°C.

Todos os processos realizados foram feitos com os devidos cuidados, de modo a evitar

contaminacéo.
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3.5.2.1. Meio de cultura sem soro

O meio de cultura é constituido pelo meio base DMEM (Dulbeco’s Modified Eagles
Medium, Gibco), suplementado com 2 mM de L-glutamina (Gibco, Life technologies), e
antibidticos (200 U/mL Penicilina e 200 pg/mL Estreptomicina), (Gibco, Life technologies).

Este meio base ja contém 25 mM de glucose e 0,1 g/L de piruvato (Andreani et al., 2014).

3.5.2.2. Solucgdes stock

As amostras selecionadas para avaliacdo dos seus efeitos nas células em cultura, foram
pesadas e diluidas em DMSO de forma a obter uma concentracdo de 40 mg/mL (solucéo
stock). Destas foram posteriormente obtidas as solu¢fes, com as concentracdes finais a testar,

por diluigdo da solugdo stock em meio de cultura sem soro.

3.5.3. Manutencao da linha celular

Neste trabalho, utilizamos um meio de cultura que possui na sua composi¢ao vermelho
de fenol (indicador de pH), & medida que este meio acidifica vai perdendo o tom avermelhado
e passa a amarelado, isto indica que 0 meio ja esta gasto e pobre em nutrientes. Quando isto
ocorre e se as células ainda ndo atingiram uma confluéncia de 80-90 % entdo faz-se a
mudanca do meio de cultura sem tratamento com tripsina (passagem ou subcultura). Sempre
que se muda apenas o meio, retiram-se os frascos de cultura da incubadora e com uma pipeta
remove-se 0 meio de cultura. Depois adiciona-se cerca de 5 mL de meio de cultura completo
(a frascos de T25) e recoloca-se o frasco de cultura na incubadora a 37 °C com 5 % CO>
(Martins-Gomes et al., 2018).

3.5.4. Subcultura das células

Células a crescer em frasco de 25 cm? de area de adesdo (T25; Orange Scientific), sdo
submetidas a subcultura todas as semanas. Inicialmente, foi retirado o meio onde estas se

encontravam, tendo o cuidado de ndo tocar com a pipeta de Pasteur em nenhum lado para
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garantir a esterilidade. De seguida, fez-se a primeira lavagem com 1 mL de HBSS (Hanks
balanced salt solution) para remover vestigios de soro e calcio. Apés a lavagem, retira-se este
meio e coloca-se 5 mL de meio de cultura DMEM ao frasco, e recoloca-se a cultura na
incubadora a 37 °C e 5 % de CO (Silva, 2014).

3.5.5. Contagem de células

Apdbs a subcultura, e com as células individualizadas, procedeu-se a contagem das
células. O nimero de células foi determinado através da utilizagdo de um contador automético
(TC10 automated cell counter; BIO-RAD, Portugal) onde foi colocada uma aliquota de
suspensdo de células numa lamina de leitura (BIO-RAD, Portugal) e realizou-se a contagem
de células. Apos determinado o numero de células por mililitro de suspensao sdo realizados

calculos de forma a realizar as diluiges para 5x10* células/ mL.

3.6. Avaliacao da citotoxicidade

Para testarmos o efeito dos varios extratos na viabilidade celular das células Raw
264.7, estas foram sujeitas a subcultura e plantadas em placas de cultura de 96 pocos a
densidade de 5x10* células/ mL (100 uL/poco) e foram deixadas a estabilizar (para adesdo as
placas de cultura) durante pelo menos 24 h.

Foram feitos dois ensaios diferentes, um 1.° com concentracdes de 1, 25, 50, 100 e 200
pug/mL e o 2.° com concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50 ug/mL, as quais foram preparadas,
realizando dilui¢cdes das solucgdes stock dos 6leos (40 mg/mL) em meio de cultura sem soro.

Retirou-se 0 meio de cultura das células em cada pogo, adicionou-se 100 pL das
solucdes teste preparadas anteriormente. As células foram expostas aos extratos por periodos
de 24 e 48 h. No fim de cada tempo de exposicdo, o meio de cultura com o extrato foi
removido, e foram adicionados 100 pL de solugdo de Alamar blue (AB) (Invitrogen,
Alfagene, Portugal) diluida em meio de cultura sem soro (10% v/v). Ap6s 4 a 5 h, apés a
adicdo do AB, foi medida a absorbancia, a 570 e 620 nm no espetrofotdmetro de microplacas
(Labsystems original Multiskan EX). Foram realizados ensaios em quadruplicados, tal como

descrito anteriormente (Andreani et al., 2014; Martins-Gomes et al., 2018).
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Os resultados foram analisados em termos do célculo da % de redugdo do AB,

segundo a expresséo:

x 100

% de reducao de AB = (Eox PNATY) — (€, 1AL
(e M)A 22) (600 B2 1)

Equacédo 3 — Férmula de calculo da percentagem da reducédo de Alamar blue. (adaptado de Al-Nasiry et al.,
2007)

Na formula il e A2 representa o coeficiente de extingdo molar de AB a 570 e 620 nm, respetivamente, no
estado oxidado (g ox) e reduzido (e red). ALl e AA2 representam a absorbancia da amostra a 570 e 620 nm,

respetivamente. A’Al e A’A2representam a média da absorbancia do controlo a 570 e 620 nm, respetivamente.

3.7. Atividade anti-inflamatoéria

Para testarmos o efeito dos varios extratos na atividade anti-inflamatdria das células
Raw 264.7, estas foram sujeitas a subcultura e plantadas em placas de cultura de 96 pocos a
densidade de 5x10* células/ mL (100 uL/poco) e foram deixadas a estabilizar (para adesdo as
placas de cultura) durante pelo menos 24h.

Primeiro foi feita uma nova solucdo stock de 6leos (Img/mL), diluindo 10 uL das
solugdes stock (40 mg/mL) ja feitas em 390 puL de H2O.

Foi feito um ensaio com concentragdes de 1, 5 e 10 ug/mL, as quais foram preparadas
realizando dilui¢bes das solucBes stock dos 6leos (1 mg/mL) em meio de cultura sem soro e
em solucdo 1 pg/mL LPS (6 ml meio base + 6 uL de LPS solugdo stock 1 mg/ml).

Retirou-se 0 meio de cultura das células em cada poco, adicionou-se 100 pL das
solugdes teste preparadas anteriormente.

Apos as 24 h, 50 uL de sobrenadante da cultura foram diluidos com igual volume de
reagente de Griess [preparado numa proporcdo (1:1) de reagente A e reagente B, estaveis a
4°C, em que o reagente A é preparado com sulfanilamida a 1 % (m/v) em H3sPOs a 5% (v/v)
em H20 mili-Q e o reagente B com N-(1-naftil)-etilenodiamina a 0,1 % (m/v) em H20 mili-
Q)] numa microplaca de 96 pogos. A placa foi mantida ao abrigo da luz durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A absorbancia foi lida a 540 nm no espetrofotometro de microplacas
(Labsystems original Multiskan EX) (figura 11). Foram realizados ensaios em quadruplicados
(Martins-Gomes et al., 2018).
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Figura 11: Leitura absorbancia.

A-Espetrofotdmetro; B-Microplaca utilizada na reacdo de Griess.

Os resultados foram analisados em termos do calculo da Inibi¢do da producéo de NO,
segundo a expressao:

Inhibition (%) = " » 100

Control

Equacéo 4: Férmula de calculo da percentagem da Inibicdo da producédo de NO. (adaptado de Rao et al., 2016)

3.8. Analise dos dados

Todos os resultados sdo expressos como média + desvio-padrdo (S.D.), tendo sido
utilizado o software Microsoft ® Excel 2016.

As andlises estatisticas foram aplicadas usando o programa GraphPadPrism, versao 7
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4. Resultados e discussao

4.1. Desinfegéo e estabelecimento dos explantes in vitro

A cultura in vitro de células vegetais € uma técnica que nos permite obter uma
multiplicacdo e crescimento de plantas geneticamente iguais durante todo o ano, sobre
condigdes controladas. Permitindo-nos colher plantas com as mesmas caracteristicas genéticas
e extrair 6leos essenciais com a sua composi¢do mais controlada em qualquer altura do ano.
Esta técnica também nos permite, através da manipulacdo de varios factores como;
temperatura, humidade, exposicdo a luz, idade e desenvolvimento das plantas, utilizacdo de
elicitadores e nutrientes fornecidos, produzir um maior rendimento dos dleos e tentar
manipular a sua composic¢éo. Estes factos levaram a que se tentasse obter material vegetal in
vitro que permitisse avaliar a composicao e bioatividade de 6leos essenciais de Thymus.

Relativamente aos resultados do processo de desinfecdo, na primeira metodologia
seguida em que se avaliou a influéncia do fungicida na desinfecdo dos explantes, ndo se
observaram diferencas consistentes entre 0 uso ou ndo deste relativamente ao nimero de
explantes vivos (Tabela 6). No entanto observou-se um maior numero de explantes
gueimados e secos devido ao uso de fungicida.

No segundo processo de desinfecdo, variou-se o tempo (30 e 45 minutos) e a
concentracdo de lixivia (2:3 ou 3:2 partes de agua para partes de lixivia). Nas primeiras
semanas ambas as desinfecbes mais agressivas (2:3 45 minutos e 3:2 30 minutos),
apresentavam resultados semelhantes, estando apenas os explantes da segunda um pouco mais
secos. No entanto, nas Ultimas semanas observamos que a desinfecdo com melhores
resultados foi a de 2:3 45minutos, provavelmente por ser menos agressiva para os explantes
(Tabela 6).

O Thymus fragrantissimus foi 0 que apresentou os piores resultados, apresentando em
ambos os processos de desinfecdo 100% de contaminagdes, logo na 1° semana (Tabela 6). As
contaminacdes apresentadas foram infecGes fungicas que cobriam todo o explante.

Os melhores resultados obtidos foram com o segundo processo, 2:3 45 minutos,
obtendo-se 28,5% de sobrevivéncia do Thymus x citriodorus e 9,5% do Thymus vulgaris. No
terceiro processo de desinfecdo apenas foi utilizado Thymus vulgaris, obtendo-se uma

percentagem de sobrevivéncia semelhante, 9,8%. No entanto, estes resultados dizem respeito
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apenas ate a quarta semana de cultura, pois a maior parte dos explantes acabaram por secar ou
foram afetados por contaminagdo mais tardias. No final deste estudo ficaram apenas 5
explantes de Thymus vulgaris e 1 explante de Thymus x citriodorus. A baixa quantidade de
material obtida, no decorrer deste estudo, ndo permitiu fazer uma analise dos 0leos, partindo

de material obtido in vitro.

Tabela 6: Nimero de explantes das diferentes espécies de thymus para os diferentes tipos de desinfecao

Desinfecédo N° exp. inicial Semana
1a 23. 33. 4a
12 Lixivia 2:3 T.C. 30 exp. 12 exp. 6 exp. O0exp. | 0exp.
. T.F. 42 exp. 0 exp. 0 exp. 0exp. | Oexp.
30 minutos T.V. 30 exp. 24 exp. 3 exp. lexp. | 1lexp.
Lixivia 2:3 T.C. 30 exp. 15 exp. 3 exp. Oexp. | Oexp.
30 minutos +
Fungicida 6g/L T.V. 30 exp. 12 exp. 9 exp. lexp. | lexp.
30 minutos
28 Lixivia 2:3 T.C. 21 exp. 6 exp. 3 exp. lexp. | 1lexp.
30 minutos T.V. 21 exp. 7 exp. 6 exp. Oexp. | Oexp.
Lixivia 2:3 T.C. 21 exp. 15exp. | 10exp. | 6exp. | 6exp.
. T.F. 66 exp. 0 exp. 0 exp. O0exp. | Oexp.
45 minutos T.V. 21 exp. 10 exp. 6 exp. 2exp. | 2exp.
Lixivia 3:2 T.C. 21 exp. 9 exp. 6 exp. lexp. | 1exp.
30 minutos T.V. 21 exp. l4exp. | 12exp. | Oexp. | Oexp.
32 Lixivia 2:3 T.V. 51 exp. 27exp. | 10exp. | 5exp. | 5exp.
45 minutos

Numero de explantes (exp) vivos durante as 4 semanas seguintes das varias desinfe¢fes, do Thymus x

citriodorus ( T.C.), Thymus fragrantissimus (T.F.) e Thymus vulgaris (T.V.)

A obtengdo de culturas em assepsia € 0 primeiro passo para 0 sucesso da
micropropagacdo. Nesta etapa, como em outros trabalhos do género Thymus, os quais
obtiveram apenas 8% de successo, (Mendes et al., 2012; Mendes, 2014), houve uma grande
incidéncia de contaminagdes conduzindo a uma baixa percentagem de estabelecimento dos
explantes em cultura. Dito isto, esta baixa percentagem néo € inteiramente um problema, pois
na cultura in vitro mesmo que se consiga so estabelecer uma planta, consegue-se multiplica-la
obtendo um elevado n° de plantas. O que, contudo, ndo foi possivel neste estudo em tempo

util para apresentar aqui outros resultados.
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Alguns dos motivos que podem ter tornado o processo de desinfe¢cdo mais dificil,
foram, o facto de o Thymus ter muitas folhas pequenas e juntas, dificultando a eliminacédo de
todos os contaminantes, e o facto de que algumas amostras ja se encontrarem um pouco secas,

sendo estas mais sensiveis a descontaminacao.

4.2. Rendimento da extragdo dos dleos essenciais

Os rendimentos obtidos aparentam ser baixos relativamente aos de outros estudos
referidos anteriormente (Tabela 7), no entanto devemos ter em atencao que na maioria desses
estudos, os rendimentos foram calculados a partir de massa seca e muitas vezes s6 usando as
folhas, enquanto neste trabalho foi usada toda a planta (Horvéth et al. 2006; Jakiemiu, 2008;
Jakiemiu et al., 2010;Mancini et al., 2015; Nezhadali et al., 2014; Omidbaigi et al.,20009;
Silva, 2014).

Outros fatores que tém influéncia no rendimento do dleo essencial sdo: 0 método de
extracdo usado, estacdo do ano da recolha, idade e desenvolvimento da planta, humidade, tipo
de solo, temperatura, erradiacdo luminosa do local de colheita, partes usadas e tipo de
extracdo (Borsato et al., 2008; Steffens, 2010).

Tabela 7: Massa e rendimento do 6leo essencial obtidos da amostra inicial.

Planta Peso planta (g) Peso do 6leo (g) Rendimento (%)
T.C. 509,4 0,11 0,0216

TF 384,2 0,38 0,0989

TV 402 0,23 0,057

Abreviaturas: Thymus x citriodorus ( T.C.), Thymus fragrantissimus (T.F.) e Thymus vulgaris (T.V.)
4.3. Composicgao dos 6leos essenciais

Os diferentes constituintes foram separados e quantificados por GC-MS. Obtidos os
cromotogramas (Figura 12) e os espectros de massa (anexo 7.3) dos respectivos picos, foi
possivel determinar a composicdo dos 6leos essenciais comparando o indice de Kovats e os
espetros de massa com o0s da base de dados NIST e bibliografia. A composi¢éo qualitativa e

quantitativa dos 6leos essenciais € apresentada na tabela 8, onde os componentes estdo
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listados de acordo com a sua eluicdo na coluna polar. Os compostos estao representados nos
cromotogramas como nimeros.
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Figura 12: cromotogramas: Thymus x citriodorus ( T.C.), Thymus fragrantissimus (T.F.) e Thymus

vulgaris (T.V.). Lista dos compostos segundo 0s nimeros na tabel

as.
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Tabela 8: composicgao dos 6leos

1 1148 B-Pineno --- 2,20% --—-

2 1230 p-Cymeno --- 4,48% 10,01%
3 1560 Acetato de linalila 2,05%
4 1600 Timol metil éter - -- 8,94%
5 1615 Aromadendreno 3,48% 3,65% 1,33%
6 1705 Borneol 2,69% 69,30% 2,92%
7 1710 a-terpineol 4,16% - -

8 1756 Valenceno 6,12% 2,63%
9 1774 Butirato de citronelulose 2,69% 1,79%
10 1780 Delta cadineno 1,27%

11 1816 Nerol 1,93%

12 1861 Acetato de timol - - 1,63%
13 1879 Geraniol 72,85% 5,07% 41,20%
14 1920 Butirato de geranilo 1,91% - 1,31%
15 1993 Oxido de cariofileno 1,31% 3,57% 3,48%
16 2193 Timol 5,36% 15,68%
17 2219 Carvacrol 1,26%
18 2435 a-Kaureno 1,56%

Rl-indice de Kovats ou indice de retencdo. T.C (Thymus x citriodorus), T.F. (Thymus fragrantissimus) e T.V.
(Thymus vulgaris); --- (Nao detectado).

O geraniol (72,85%) foi 0 composto maioritario no Thymus x citriodorus, sendo este
considerado o principal composto da espécie, tal como vimos anteriormente, podendo
também observar-se outros compostos principais presentes no entanto com baixa percentagem
como o nerol (1,93%), borneol (2,69%) e o a-terpineol (4,16%) (Tabela 8).

Vaérios fatores podem influenciar a percentagem dos compostos, tais como 0 método
de extracdo usado, estacdo do ano da recolha e local da recolha.

No Thymus fragrantissimus, o principal composto encontrado foi o borneol (69,30%),
seguido por alguns compostos comuns do género Thymus, como geraniol (5,07%), timol
(5,36%) e p-cimeno (4,48%).

Contrariamente ao quimiotipo mais comum do Thymus vulgaris, 0 composto
maioritario foi o geraniol (41,20%), seguido pelo timol (15,68%) e pelo p-cimeno (10,01%)
0S quais sdo, como ja visto na Tabela 4, os compostos maioritarios do quimiotipo mais
comum nesta espécie, estando presente também o carvacrol (1,26%), no entanto com
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percentagem reduzida. Observa-se também a existéncia de compostos derivados do timol
como o timol metil éter (8,94%) e o acetato de timol (1,63%).

4.4. Avaliacao da citotoxicidade

Neste trabalho pretendeu-se estudar o efeito da aplicacdo dos varios extratos das trés
espéecies de tomilho, na viabilidade e crescimento celular da linha celular em cultura,
nomeadamente as células Raw 264.7. Para tal fizemos dois ensaios diferentes, um 1.° com
concentragdes de 1, 25, 50, 100 e 200 ug/mL (Figura 13) e 0 2.° com concentracGes de 10, 20,
30, 40 e 50 pug/mL, com tempo de exposi¢édo de 24 e 48 h (Figura 14).

O objetivo deste procedimento € observar, através da percentagem de reducdo de

Alamar blue, se as células sdo viaveis e se o0 seu crescimento foi continuo.
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Figura 13: 1° ensaio de viabilidade celular (em percentagem de reducdo de Alamar blue) em células Raw 264.7
expostas aos extratos das trés espécies de tomilho. A-Thymus x citriodorus; B-Thymus fragrantissimus; C-
Thymus vulgaris; Os graficos referem a % de reducdo do Alamar blue apds exposicdo das células aos

compostos, nas concentragdes de 1, 25, 50, 100 e 200 pg/mL durante 24 e 48 horas.
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Figura 14: 2° ensaio de viabilidade celular (em percentagem de reducéo de Alamar blue) em células Raw 264.7
expostas aos extratos das trés espécies de tomilho. A-Thymus x citriodorus; B-Thymus fragrantissimus; C-
Thymus vulgaris; Os gréficos referem a % de reducdo do Alamar blue apds exposi¢do das células aos compostos,

nas concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL durante 24 e 48 horas.

No geral quando houve diminui¢do da percentagem de reducdo de Alamar blue em
relacdo ao controlo podera ter ocorrido uma inibicdo do crescimento celular devido a uma
alteracdo na regulacdo do ciclo celular das células. Por outro lado, estes compostos poderiam
ter provocado morte celular, ndo havendo desta forma, estruturas celulares para que ocorra a
reducdo da resazurina. Quando 0s compostos provocam 0 aumento da percentagem de
reducdo de Alamar blue podera ter ocorrido um indugdo no crescimento celular. Pode ser
observado também em ambas as Figura 13 e 14 mas mais na Figura 14, uma inicial
diminuicdo da viabilidade celular (24 h) seguida de um aumento da mesma (48 h), podendo
isto ser explicado pelo facto destes compostos, inicialmente terem provocado um efeito
supressor na viabilidade celular, tendo sido depois degradados por enzimas ecto-plasmaticas e
originar compostos sem efeito ou até compostos que promovam o crescimento celular e/ou
também o facto de os compostos serem volateis e deixarem de atuar nas células permitindo o

seu crescimento.
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Podemos observar de imediato na Figura 13, uma grande descida da viabilidade
celular a partir 50 pg/mL, 25 pg/mL no caso Thymus vulgaris e também que os extratos de
Thymus fragrantissimus sdo 0s que aparentam ter menor citotoxicidade.

Observa-se também em ambos os ensaios no Thymus fragrantissimus uma descida na
viabilidade celular, para concentracdes entre os 50 e os 100 pg/mL (Figura 13 e 14). Esta
descida repentina de viabilidade, pode ter acontecido por interacdo dos 6leos essenciais com
as membranas celulares das células ou pelo facto de os componentes dos 6leos de algum
modo ativarem vias de morte celular, situacdo que seria interessante de explorar no futuro.

Na Figura 14 podemos observar mais pormenorizadamente as situagOes referidas no
caso da Figura 13. Observando-se que o Thymus vulgaris € o0 que apresenta maior
citotoxicidade, apresentando logo nos 10 ug/mL apenas 52% nas 24 h, no entanto a 30 pg/mL
observa-se alguma recuperacdo da viabilidade nas 48 h podendo significar que, nestas
concentragfes ha sinergismos entre compostos com ac¢des distintas nas células, uns que
induzem a morte celular outros que as protegem.

No caso do Thymus x citriodorus so a partir dos 30 pug/mL se observa uma perda de
viabilidade, para valores a volta dos 55%, a qual se mantém até 50 pg/mL continuando
mesmo nesta concentracdo a haver alguma recuperacdo da viabilidade celular (48 h).

O Thymus fragrantissimus mantem a viabilidade celular acima dos 75% até 50 pg/mL,
na qual observamos uma descida repentina para os 26% do controlo.

A razdo para o Oleo essencial de Thymus vulgaris se apresentar mais citotoxico pode
ser pelo facto da presenca dos compostos carvacrol, p-cimeno e timol os quais possuem

alguma toxicidade ja documentada (Rodrigues, 2014; Sobral et al., 2014).

4.5. Atividade anti-inflamatéria

Nesta fase pretendeu-se estudar o efeito da aplicagdo dos vérios extratos (0leos
essenciais) das trés especies de tomilho, na atividade anti-inflamatoria, avaliada pela inibicdo
da producéo de oxido nitrico (NO) na linha celular Raw 264.7 em cultura. Para tal, fez-se um
ensaio com concentragdes de 1, 5 e 10 pg/mL, sendo estas as que apresentavam produziram
maior viabilidade celular, com tempo de exposic¢do de 24 h (figura 15).

O objetivo deste procedimento é observar, atraves da inibicdo da producdo de NO, o
efeito anti-inflamatorio com os extratos sobre estas celulas induzidas com LPS, um estimulo

natural para a sintese de NO.
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No geral, na inibi¢do da produgdo de NO, valores positivos representam uma atividade
anti-inflamatoria e valores negativos atividade pré-inflamatéria. Sendo que no caso da
atividade pro-infamatoria ocorre pelo facto dos extratos promoverem direta ou indiretamente
a producdo de NO, no entanto no caso da anti-inflamatéria pode ocorrer devido a inibicdo da

producdo de NO ou “scavenging” de NO.
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Figura 15: Inibi¢do da produgéo de nitritos em macréfagos (Raw 264.7) expostas aos extratos das trés espécies
de tomilho. TC-Thymus x citriodorus; TF-Thymus fragrantissimus; TV-Thymus vulgaris; O gréfico refere-se a
% da inibicdo da producédo de nitritos relativamente ao controle, ap6s exposi¢do das células aos compostos, nas
concentragdes de 1, 5 e 10 pg/mL durante 24 horas; valores positivos representam uma atividade anti-

inflamatdria e valores negativos atividade pré-inflamatoria.

Na Figura 15 podemos observar que o Thymus x citriodorus apresenta uma boa
atividade anti-inflamatoria a qual vai aumentando com a concentracao, até aos 25%, sendo 0s
extratos deste, 0s que apresentaram melhores resultados.

No caso do Thymus fragrantissimus podemos observar um pouco de atividade anti-
inflamatoria 7% ao 1 pg/mL.

No entanto no caso do Thymus vulgaris observamos atividade pré-infamatoria que vai
até aos 32% aos 5 pg/mL, ocorrendo uma descida aos 10 ug/mL para 7%. Esta descida da
atividade pro-infamatoria dos 32% para 7% pode ser devido a morte celular de algumas
celulas, diminuindo assim a producéo de NO, pois a concentragdo 10 pg/mL coincide com a
concentracdo as 24h de exposi¢do a que ja so existia 52% de viabilidade celular.
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A razdo para o Thymus x citriodorus apresentar a melhor atividade anti-inflamatoria,
pode dever-se a sua concentracdo de Geraniol o qual tem a capacidade de inibir a producédo de
NO (Miguel, 2010; Sobral et al., 2014).
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5. Conclusodes Gerais

Relativamente a desinfecdo e estabelecimento das explantes in vitro, a grande
quantidade de contaminacgdo e agressividade da descontaminacdo, tornam o estabelecimento
in vitro das espécies em estudo muito dificil. A desinfe¢do que obteve melhores resultados foi
a de 2 partes de lixivia para 3 partes de agua, durante 45 minutos, apenas no caso do Thymus X
citriodorus e do Thymus vulgaris.

Os rendimentos da extracdo dos Oleos essenciais obtidos foram 0,0216% para o
Thymus x citriodorus, 0,0989% para o Thymus fragrantissimus e 0,057% para 0 Thymus
vulgaris.

Os compostos maioritarios dos 6leos essenciais foram o Geraniol (72,85%) no Thymus
x citriodorus, o Borneol (69,30%) no Thymus fragrantissimus e o Geraniol (41,20%) no
Thymus vulgaris, sendo que este ultimo ndo coincide com outros estudos, contendo, no
entanto, Timol (15,68%) e p-Cimeno (10,01%), os quais sS40 0s mais comuns nessa espécie.

Relativamente a citotoxicidade observou-se que o Thymus vulgaris foi o que
apresentou maior citotoxicidade devido a presenca dos compostos Carvacrol, p-Cimeno e
Timol os quais possuem alguma toxicidade. Relativamente ao Thymus x citriodorus e Thymus
Fragrantissimus so a partir de 50 ug/mL é que apresentaram maior citotoxicidade. Podemos
em alguns casos, usar a citotoxicidade dos éleos do Thymus vulgaris como tendo acao anti-
proliferativa contra células cancerigenas.

A atividade anti-inflamatdria foi realizada com concentragdes de 1, 5 ¢ 10pg/mL, pois
estas eram as que apresentavam menor citotoxicidade. Observamos que Thymus x citriodorus
era o que apresentava maior atividade anti-inflamatéria e que o Thymus vulgaris apresentava
atividade pré-inflamatéria. Podemos em alguns casos, usar a atividade pro-inflamatéria na
sensibilizagao do sistema imunitario.

Em conclusdo os 6leos essenciais de Thymus x citriodorus sdao os que tém maior
potencial para uso anti-inflamatdrio, sendo estes também pouco citotdxicos. Podendo
aproveitar-se esta bioactividade diretamente através de infusGes da planta.

Continuam, no entanto, a ser necessarios mais estudos, com diferentes concentragoes e
de diferentes quimiotipos das espécies de Thymus, e sobre a influéncia dos varios compostos e
das interecGes entre estes, nas varias bioatividades, para que possamos entender e aproveitar

melhor as propriedades dos 6leos essenciais das espécies de Thymus.
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7. Anexos

7.1. Composicdo meio de cultura MS (M0222 Duchefa®)

Tabela 9: Meio de cultura MS

Micronutrientes mg/L  Macronutrientes mg/L Vitaminas
CoCl2.6H0 0,025 CaCl; 332,02 Glycine 2,00
CuS04.5H0 0,025 KH2PO4 170 myo-Inositol 100
FeNaEDTA 36,70 KNO3 1900 Nicotinic acid 0,50
H3BOs 6,20 MgSO4 180,54 Pyridoxine HCI 0,50
Kl 0,83 NHsNOs 1650 Thiamine HCI 0,10
MnSQO4.H20 16,90

NazMo00O4.2H.O0 0,25

ZnS04.7H20 8,60

Concentracao total de Micro e Macronutrientes incluindo Vitaminas:

4405.19 mg/l

(Murashige and Skoog 1962)




7.2. CUPROCAFFARO

Composicgéo- 50% (p/p) Cobre (sob a forma de oxicloreto de cobre) 3Cu(OH)2.CuCl;

Classificacao Toxicoldgica - Nocivo e Perigoso para o ambiente.

PrecaucOes Toxicoldgicas, Ecotoxicoldgicas e Ambientais:

* Manter afastado dos metais.

* Em caso de incéndio e/ou explosao nao respirar os fumos.

» Manter afastado dos alimentos e bebidas, incluindo os dos animais.
* Nocivo por inalagao.

* Nio respirar as poeiras nem a nuvem de pulverizacéo.

* Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagao

» Nao contaminar a agua com este produto ou com a sua embalagem.

« Muito toxico para 0s organismos aquaticos, podendo causar efeitos nefastos a longo

prazo no ambiente aquatico

* Apos o tratamento lavar bem o material de proteccdo tendo cuidado especial em

lavar as luvas por dentro.

* Intervalo de seguranga — 7 dias

* Tratamento de emergéncia - Em caso de ingestdo, lavar repetidamente a boca com

agua (apenas se a vitima estiver consciente), consultar imediatamente o médico e mostrar-lhe

a embalagem ou o rétulo.

(Nufarm, 2008)



7.3.

Composto quimicos
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