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Resumo

As plantas constituem um recurso terapéutico ainda hoje muito utilizado. O interesse
mundial no uso das plantas medicinais tem sido crescente, com os seus efeitos benéficos a serem
redescobertos para o desenvolvimento de novos medicamentos.

Pela primeira vez, com esta dissertacdo, foi elaborada uma revisdo bibliografica
sistemdtica com o objectivo de clarificar o estado actual dos estudos sobre Rosmarinus
officinalis L., elucidando quais os seus compostos e as actividades bioldgicas mais relevantes.

Para tal, foi feita uma pesquisa na base de dados ‘PUBMED’, com os termos
“rosemary” e “Rosmarinus officinalis”, donde foram recolhidos 232 artigos publicados entre
1990 e 30 de Novembro de 2014 sobre as actividades farmacoldgicas e os compostos isolados
do alecrim.

Ao longo dos anos verificou-se um crescente interesse nas propriedades desta planta.
O 4cido carnésico, o 6leo essencial, o carnosol e o dcido rosmarinico foram os compostos mais
estudados, e as actividades anti-tumoral, anti-infecciosa e antioxidante as mais reportadas.

Pela consisténcia de estudos, o 4cido carndsico e o 6leo essencial de R. officinalis,
demonstram ser alternativas prometedoras para o desenvolvimento de novos farmacos anti-
tumorais e anti-infecciosos, respectivamente. Com esta revisao, conclui-se que o alecrim

constitui uma excelente fonte de compostos com inimeras propriedades medicinais.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis; alecrim; revisdo sistemadtica; dcido carndsico; 6leo

essencial
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Abstract

Plants are a therapeutic resource still widely used nowadays. The worldwide interest
in the use of medicinal plants has been growing, with its beneficial effects being rediscovered
for the development of new drugs.

For the first time, with this work, it”s presented a systematic literature review in order
to clarify the current state of research on Rosmarinus officinalis L., elucidating which
compounds and biological activities are the most relevant.

To this end, a search was made in the database PUBMED, with the terms "rosemary"
and "Rosmarinus officinalis”, which included 232 articles published between 1990 and
November 30, 2014 about rosemary’s pharmacological activities and their isolated compounds.

Over the years there has been an increasing interest in the properties of this plant. The
carnosic acid, essential oil, carnosol, and rosmarinic acid were the most studied compounds and
antitumoral, anti-infective and antioxidante the most activities reported.

By the consistency of studies, carnosic acid and R. officinalis essential oil, shown to
be promising alternatives for the development of new anti-tumoral and anti-infective drugs,
respectively. With this review, we conclude that rosemary is an excellent source of compounds

with numerous medicinal properties.

Keywords: Rosmarinus officinalis; rosemary; systematic review; carnosic acid; essential oil
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Abreviaturas, siglas e simbolos

Bcl-2: Célula-B de linfoma 2

CAT: Enzima catalase

CCl4: Tetracloreto de carbono

COX: Ciclo-oxigenase

CO2: Diéxido de carbono

CYP: Citocromo P450

DMBA: 7,12-Dimetilbenz[a]antraceno
DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
EtOH: Etanol

FRAP: Método de reducao do ferro
(‘Ferric reducing ability of plasma’)
GC-FID: Cromatografia Gasosa com
Detector de lonizacdo de Chama (‘Gas
chromatography-Flame Ionization
Detector’)

GC-MS: Cromatografia gasosa com
espectrometro de massa (‘Gas
chromatography—mass spectrometry’)
GST: Glutationa-S-transferase
HPLC: Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (‘High-performance liquid
chromatography’)

hRSV: Virus Respiratério Sincicial
Humano

IL: Interleucina

iNOS: Oxido nitrico sintetase induzivel

KCI: Cloreto de potdssio

LC-MS: Cromatografia liquida com
espectrometro de massa (‘Liquid
chromatography—mass spectrometry’)
MAPKSs: Proteinas tirosina quinase ativada
por mitégenos

CMB: Concentragdo Minima Bactericida
(MCB: Minimum Bactericidal
Concentration)

MBP: Medicamento a base de plantas
CMF: Concentracdo Minima Fungicida
(MFC: Minimum Fungicidal
Concentration)

CMI: Concentragdo Minima Inibitdria
(MIC: Minimum Inhibitory Concentration)
MMP: Metaloproteinase da matriz

NO: Oxido nitrico

PIFIR: Modelo dor-induzida por
incapacidade funcional em ratos (‘Pain-
induced functional impairment model in
the rat’)

ROS: Espécies reactivas de oxigénio
TBARS: Espécies reativas ao dcido
tiobarbiturico (‘Thiobarbituric acid
reactive substances’)

TEAC: Capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (‘“Trolox equivalent
antioxidant capacity’)

TNF-a: Factor de necrose tumoral
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Introducao

As plantas desde sempre desempenharam um papel essencial no tratamento de doencas
humanas e de animais (Batanouny, Aboutabl, Shabana, M., & Soliman, 1999). Estas constituem
um recurso terapéutico na saide muito utilizado pelas populagdes tradicionais em todo o
mundo, havendo um crescente interesse e redescoberta no uso das plantas medicinais e
arométicas (Batanouny et al., 1999).

A natureza, desde hd milhares de anos, tem sido uma fonte de compostos medicinais,
e grande parte dos farmacos modernos tém sido desenvolvidos a partir de compostos isolados
de plantas, muitos baseados no seu uso na medicina tradicional (Cragg & Newman, 2002).

As plantas podem ter um papel importante na investigacdo farmacoldgica e no
desenvolvimento de medicamentos, ndo s6 quando os compostos bioactivos sdo utilizados
directamente como agentes terapéuticos, mas também quando sao utilizados como material de
partida para a sintese de farmacos ou como modelo para o desenvolvimento de novos compostos
farmacologicamente activos (Mendonga-Filho, 2006; Swain, 1972).

No entanto, a valida¢do e utilizacdo de plantas como produto fitofarmacéutico
necessita de muita pesquisa bdsica e aplicada, a fim de colocar este recurso ao mesmo nivel que
os produtos farmacéuticos convencionais (Batanouny et al., 1999).

Sendo uma das maiores familias, que cada vez mais ganha maior relevancia medicinal,
a Lamiaceae alberga vdrias plantas como o Alecrim, Tomilho, Sdlvia, Menta e Lavanda. No
entanto é fundamental que sejam feitos mais estudos farmacoldgicos a fim de comprovar a
eficacia, seguranca e qualidade, para que se consiga assim alcangar a aceitagdo por parte da
comunidade médica.

Devido ao crescente interesse pelas plantas medicinais é fundamental que se escrevam
revisdes de forma a organizar e sistematizar os estudos feitos. Desta forma, para colmatar o
nimero muito diminuto e desactualizado de revisdes sobre a Rosmarinus officinalis L., esta
dissertacdo assenta no estudo do Alecrim, espécie endémica em Portugal e com vastos usos
tradicionais, tendo como objectivo identificar os seus principais compostos bioactivos € a sua
interligacdo com as actividades farmacoldgicas. Pretende-se também com este trabalho, mostrar
uma nocao da progressao ao longo dos anos sobre a investigacdo e relevancia sobre esta espécie.
Para tal, é feita uma revisdo bibliografica sistemdtica e exaustiva de artigos e trabalhos
previamente publicados, permitindo elaborar uma anélise quantitativa e qualitativa dos estudos,
a fim de dar a conhecer a R. officinalis, uma planta com excelentes potencialidades para o

desenvolvimento/sintese de novos farmacos.
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Foi adoptada a Norma ‘American Psychological Association’ (APA), 6° edic¢do, para

citacdes e referenciacdo bibliografica.
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Plantas medicinais - Perspectivas

Uma preparacgdo fitofarmacéutica ou medicamento a base de plantas (MBP) € qualquer
medicamento obtido exclusivamente a partir de plantas, quer em estado bruto ou como
formulacao farmacéutica (Rates, 2001).

O uso de plantas medicinais com propriedades terapéuticas tem desempenhado um
papel significativo ao longo da histéria, e, embora o seu uso tenha diminuido com o inicio da
era cientifica, tem havido um crescente interesse no seu potencial, especialmente no
desenvolvimento de novos farmacos, desde o final do século XX (Mohamed, Shuid,
Borhanuddin, & Fozi, 2012).

Embora a revolucdo industrial e o desenvolvimento da quimica orginica tenha
resultado numa preferéncia por produtos sintéticos, a Organizacao Mundial da Saide (OMS)
reporta que cerca de 80% dos cidadaos na maioria dos paises em desenvolvimento ainda
dependem da medicina tradicional como principal fonte de cuidados de saide (Ahmad, Aqil,
Ahmad, & Owais, 2006; Bandaranayake, 2006; Calixto, 2005; Cragg & Newman, 2002; Evans,
2009; Krogsgaard-Larsen, Christensen, & Kofod, 1994; Mohamed et al., 2012).

Aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos em todo o mundo sao
provenientes de plantas (Bandaranayake, 2006; Krogsgaard-Larsen et al., 1994; Robbers,
Speedie, & Tyler, 1996; Rout, Choudary, Kar, Das, & Jain, 2009). Os medicamentos
considerados bdsicos e essenciais pela OMS sdo cerca de 250 dos quais 11% sdo
exclusivamente de origem vegetal. A grande maioria dos farmacos sintéticos sao origindrios de
precursores naturais e mais de 60% dos medicamentos anti-tumorais e anti-infecciosos tém
como base as plantas (Rates, 2001; Samuelsson & Bohlin, 2010).

O uso abusivo e/ou incorrecto dos farmacos sintéticos na medicina convencional
devido a sua ineficiéncia ocasional, resulta em efeitos indesejdveis. Uma grande percentagem
da popula¢do mundial ndo tem acesso ao tratamento farmacolégico convencional, e a ideia de
que os produtos naturais sdo inofensivos, levam a um crescente interesse nos MBP
(Bandaranayake, 2006; Heinrich, Barnes, Gibbons, & Williamson, 2012; Rates, 2001; Robbers
et al., 1996).

Em comparagdo com a medicina moderna, os MBPs sdao mais baratos, sdo
frequentemente usados no tratamento de doencas cronicas, € a ocorréncia de efeitos
indesejdveis parece ser menos frequente (Bandaranayake, 2006).

Deste modo, conclui-se que, as plantas albergam ainda muitas espécies com

substancias de valor medicinal por descobrir (Evans, 2009).
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Passado

Ao longo dos séculos os humanos tém utilizado as plantas como fonte de alimento,
vestudrio, abrigo, e outros fins adicionais, como na utiliza¢do de substancias venenosos para a
caca, como alucinogénios em rituais, estimulantes, e medicamentos (Cragg & Newman, 2002;
Salim, Chin, & Kinghorn, 2008).

A medicina a base de plantas tem sido utlizada ao longo da histéria, constituindo a
forma mais antiga de cuidados de saide da Humanidade (Bandaranayake, 2006). Os povos
primitivos aprenderam, por experimentacao, a distinguir as plantas uteis, com efeitos benéficos,
das toxicas ou inactivas, e também quais as combinacdes ou métodos de tratamento para
obtencdo dos melhores resultados (Bandaranayake, 2006).

As plantas formam a base da medicina tradicional, através das praticas que t€m sido
utilizadas h4 milhares de anos por pessoas na China, India e muitos outros paises (Salim et al.,
2008).

A medicina tradicional pode ser amplamente classificada em quatro sistemas basicos:
a Medicina Ayurvédica (que significa "a ciéncia da vida"), origindria da India ha mais de 5000
anos; a Medicina Chinesa, que constitui uma parte da medicina tradicional oriental; a Medicina
Africana; e a Medicina Ocidental, origindria da Grécia e Roma, espalhando-se depois para a
Europa e Norte e Sul da América (Bandaranayake, 2000).

A medicina Ayurvédica continua a ser um dos mais antigos sistemas de medicina
tradicional, actualmente praticada na India, Sri Lanka e outros paises, € com mais de 1000
plantas descritas na Farmacopeia Ayurveda (Mohamed et al., 2012; Rout et al., 2009).

Existem vdrios registos sobre a utiliza¢do de plantas, como o Papiro de Ebers (1550
a.C.), e De Materia Medica, escrito por Dioscoérides (77 d.C), o qual descreve mais de 600
plantas medicinais (Samuelsson & Bohlin, 2010).

Durante a Idade Média houve muito poucos progressos no desenvolvimento da
medicina a base de plantas (Samuelsson & Bohlin, 2010).

Em 1805, a morfina tornou-se no primeiro composto puro farmacologicamente activo
a ser isolado a partir de uma planta, embora s6 se tenha esclarecido a sua estrutura em 1923
(Salim et al., 2008).

No século XIX isolaram-se iniimeros alcal6ides, como a atropina (Atropa belladonna),
cocaina (Erythroxylum coca), efedrina (espécies de Ephedra), codeina (Papaver somniferum),
pilocarpina (Pilocarpus jaborandi Holmes), e fisostigmina (Physostigma venenosum), 0s quais

continuam a ser bastante utilizados em medicamentos prescritos (Salim et al., 2008).
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As plantas medicinais continuaram a ser a principal fonte de produtos utilizados em
saude na medicina convencional ocidental, at¢ ao século XIX, quando Friedrich Wohler
sintetizou a ureia, em 1828 (Mendonca-Filho, 2006). Esta primeira sintese orginica na historia
Humana iniciou a era dos compostos sintéticos, sendo que nos 100 anos seguintes, os farmacos
sintéticos tornaram-se o pilar da medicina convencional, com a fitoterapia a decair (Mendonga-
Filho, 2006).

A Revolucdo Industrial e o desenvolvimento da quimica organica resultaram numa
preferéncia por produtos sintéticos como tratamento farmacolégico (Rates, 2001). Com o poder
econdmico das empresas farmacéuticas a aumentar, os compostos puros seriam facilmente
obtidos e as modificagdes estruturais para produzir firmacos mais eficazes e seguros poderiam

ser facilmente realizadas (Rates, 2001).

Presente

A maioria da populacdo dos paises em desenvolvimento depende da medicina
tradicional a base de plantas como principal fonte no tratamento de doencgas (Heinrich et al.,
2012; Iwu, 2002; Krogsgaard-Larsen et al., 1994; Mohamed et al., 2012; Salim et al., 2008).

O interesse na medicina a base de plantas para o desenvolvimento de farmacos
aumentou bastante no inicio de 1980 (Mendonga-Filho, 2006). Este interesse surgiu devido a
ineficdcia da medicina convencional (devido principalmente a citotoxicidade e aos efeitos
secunddrios). Devido ao facto de os medicamentos oferecerem muito pouco conforto no
tratamento de doengas crénicas em comparacdo com o uso de extractos de plantas. Devido ao
uso abusivo e incorrecto de farmacos sintéticos e, mais importante, ao elevado custo envolvido
na medicina convencional e ao facto de grande percentagem da populagdo mundial ndo ter
acesso a tratamentos farmacolégicos (Mukherjee, N, & Heinrich, 2008; Rates, 2001).

Com as limitacdes da sintese quimica, surge também a necessidade de encontrar novos
medicamentos para combater o aparecimento de microorganismos multirresistentes, € o
tratamento de doencas como o cancro, diabetes e o sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(Mendonga-Filho, 2006). Assim, os produtos naturais oferecem uma variedade estrutural
incomparavel (Mohamed et al., 2012).

O estudo e desenvolvimento de terapéuticas de origem vegetal é uma tarefa ardua e
envolve elevados custos (Rates, 2001). Cada fairmaco novo exige um investimento de cerca de
800 milhdes de ddlares e um minimo de 10 anos de trabalho, sendo apenas um em cada 10 mil

compostos testados considerado promissor (Balunas & Kinghorn, 2005; Rates, 2001).
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Em 1997, o mercado mundial de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
(MNSRM) a base de plantas foi de 10 bilides de délares, com um crescimento anual de 6,5%
(Mohamed et al., 2012). Em 2001 e 2002, aproximadamente um quarto dos medicamentos mais
vendidos no mundo foram produtos naturais ou seus derivados (Balunas & Kinghorn, 2005).
Em 2003, o crescimento superou as expectativas, atingindo vendas superiores a 65 bilides de
dolares, com 9 bilides na Europa, sendo a Alemanha a lider do mercado europeu (Mohamed et
al., 2012). Estima-se que, em 2009, o valor total do mercado dos MBPs era de cerca de 83
bilides de délares (Heinrich et al., 2012).

A relacdo custo-eficicia do desenvolvimento de farmacos provenientes de plantas
medicinais tem tido cada vez maior aceitacdo, com grandes empresas farmacéuticas a
direccionar os seus investimentos para esta drea, como a Merck, Bayer, Roche, Boehringer e
Syntex, que tém agora departamentos especificos para o estudo de MBPs (Mukherjee et al.,
2008; Rates, 2001).

As plantas podem ser utilizadas como recursos terapéuticos sob a forma de infusdo de
ervas ou outros remédios caseiros, preparagdes farmacé€uticas (como extractos, comprimidos,
capsulas), e extraccdo e purificacdo de compostos activos (Mohamed et al., 2012; Rates, 2001).
Os compostos naturais podem levar a obtencao de substancias activas, permitindo a concep¢ao
e planeamento de novos medicamentos, mas podem também levar ao desenvolvimento da
sintese biomimética (utilizagdo como percursores), e por fim a descoberta de novas
propriedades farmacoldgicas ainda ndo atribuidas a compostos conhecidos (Hamburger &
Hostettmann, 1991; Iwu, 2002).

Com base nos principios da fitoterapia, uma planta contém um nimero de compostos
farmacologicamente activos que devem ser vistos como uma unidade inica (Mohamed et al.,
2012). Todo o extracto pode ser padronizado e clinicamente testado para uma condi¢do clinica
especifica (Mohamed et al., 2012). Esta caracteristica diferencia a fitoterapia da farmacoterapia

convencional (Mohamed et al., 2012).

Futuro

Apenas cerca de 10% das 250 mil espécies de plantas estimadas em todo o mundo
foram estudadas cientificamente com potencial, para uso na medicina (Cragg & Newman, 2002;
Heinrich et al., 2012), e 60 mil espécies irdo provavelmente extinguir-se até ao ano 2050, sendo

assim urgente a pesquisa de novos compostos de interesse terapéutico (Mukherjee et al., 2008).
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Para que se consiga utilizar plenamente os recursos disponiveis para o
desenvolvimento de farmacos, € essencial que se colmatem os problemas socioculturais e
econdmicos, a falta de estratégias e planeamento, bem como a falta de acesso a informagao
cientifica (Mohamed et al., 2012). E importante o incentivo a mais estudos etnobotanicos entre
os povos aborigenes antes que estes se extingam (Evans, 2009; Mohamed et al., 2012). No
entanto, é crucial proteger e promover a exploracdo racional da biodiversidade como fonte de
compostos, para que ndo ocorra a extin¢cdo de algumas espécies de plantas, o que significaria a
perda de genes e potenciais farmacos (Rates, 2001).

A qualidade dos MBPs ¢ influenciada pelas préticas regulatérias (Mendonga-Filho,
2006). Em varios paises, os fitoterdpicos nao sao controlados, o que tem levado a diferencas na
sua qualidade, factor que se opde a aceitacdo e confianga nestes produtos por parte da
comunidade médica (Mendonga-Filho, 2006). Assim, o controlo de qualidade tem um papel
significativo para as industrias farmacé€uticas para que prosperem e sejam bem sucedidas, sendo
fundamental instituir guidelines internacionalmente reconhecidas (Bandaranayake, 2006).

E primordial que se estabelecam ligacdes profissionais entre as empresas, 0 governo,
as grandes industrias farmac€uticas e as instituicdes académicas, para fomentar o
desenvolvimento e expansdo da medicina a base de plantas, promovendo a exploracdo
consciente da biodiversidade como fonte de compostos quimicos € o0 seu uso no
desenvolvimento de novos farmacos (Calixto, 2005; Cordell & Colvard, 2005; Mendonca-
Filho, 2006; Mohamed et al., 2012).

Creé-se que a producdo de fitoterdpicos exigird monoculturas geneticamente uniformes
de plantas, cultivadas em condi¢des totalmente controladas, garantindo uma consisténcia
bioquimica e optimizacio da seguranca e eficdcia destes produtos (Raskin et al., 2002). E
necessario desenvolver tecnologias inovadoras de isolamento, purificacdo e caracterizagdo
estrutural, para uma melhor descoberta e desenvolvimento de novos MBPs (Cordell & Colvard,

2005; Raskin et al., 2002; Rout et al., 2009).
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Vantagens e Limitacoes da utilizacao de plantas
como fonte de medicamentos

Vantagens

1.1. Estudos etnobotanicos

A selec¢ao de uma espécie de planta candidata para investigagdo pode ser feita com
base no seu uso a longo prazo pelos humanos (Etnobotanica) (Katiyar, Gupta, Kanjilal, &
Katiyar, 2012).

A informagdo baseada no uso de determinadas plantas pelas populacdes tradicionais,
sugerindo que estas poderdo ser tuteis como farmacos, permite racionalizar que quaisquer
compostos activos isolados tendem a ser mais seguros do que os compostos activos de plantas
sem registos de uso humano, ao seja, permite uma abordagem mais segura baseada em
informacao prévia, como indicacdes farmacoldgicas e toxicoldgicas, uma vez que as plantas
tém sido testadas por milhares de anos em pessoas (Fabricant & Farnsworth, 2001; Rates, 2001;

Rout et al., 2009).

1.2. Fonte Renovavel
As plantas sao uma fonte renovavel de compostos, permitindo a sua colheita e cultivo
em quase todos os casos. Estas constituem uma fonte ilimitada de estruturas quimicas novas e
complexas que provavelmente nunca seriam investigadas e produzidas como sintese de
farmacos, como por exemplo, a vinblastina, a vincristina, o taxol, e a digoxina (Fabricant &

Farnsworth, 2001; Robbers et al., 1996).

1.3. Descoberta de novas moléculas a partir de compostos isolados

Por vezes, o isolamento de um composto pode levar ao desenvolvimento de novas
moléculas derivadas, devido as limitagdes inerentes da molécula original (Katiyar et al., 2012).
Com a podofilina, por exemplo, um composto extraido da Podophyllum hexandrum, onde se
verificaram problemas de toxicidade dose-limitante (Katiyar et al., 2012). Estas limitac¢des
puderam ser ultrapassadas, em grande parte, pela semi-sintese do etopdsido, que continua ainda
hoje a ser utilizado no tratamento do cancro (Katiyar et al., 2012). Outro exemplo, foi a
descoberta de novas moléculas anticancerigenas, como o irinotecano e o topotecano, derivados
do composto isolado de Camptotheca sp. e posteriormente de Mappia sp (camptotecina)

(Katiyar et al., 2012).
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1.4. Farmacocinética/Farmacodinimica

A forma de dosagem da maioria das preparacdes a base de plantas, a infusdo, tem uma
clara vantagem na biodisponibilidade face as formas de dosagem convencionais (Iwu, 2002).
A solubilidade e dispersdao aumentada das moléculas activas nos locais de absorcdo
gastrointestinal, reduz significativamente os problemas e incertezas encontradas na fase
farmacodindmica da terapia medicamentosa (Iwu, 2002).

Os MBPs siao mais adequados para o tratamento de doencas que requerem medica¢ao
de longo prazo, como a artrite e os problemas hepatobiliares, isto porque a maioria dos extractos
de plantas sdo normalmente utilizados, ndo em doses elevadas para resultados imediatos, mas
sim em doses baixas repetidas produzindo o resultado desejado por longos periodos de tempo
(Iwu, 2002).

As plantas proporcionam um efeito terapéutico desejdvel com risco reduzido de
complicagdes iatrogénicas, como efeitos adversos, muitas vezes associadas a medicacdo
convencional (Iwu, 2002). O tratamento combinado entre medicamentos a base de plantas e

medicamentos sintéticos pode reduzir alguns dos efeitos adversos de farmacos muito potentes

(Iwu, 2002).

Limitacoes
2.1 Reprodutibilidade da actividade biologica

Uma das principais limitacdes do uso de plantas na drea fitofarmacé€utica € a falta de
reprodutibilidade da actividade em mais de 40% dos extractos de plantas, pois as actividades
detectadas nos rastreios muitas vezes ndo se verificam quando as amostras sdo re-extraidas
(Ahmad et al., 2006; Krogsgaard-Larsen et al., 1994; Raskin et al., 2002). Este problema ocorre,
em grande parte, devido a diferencas nos perfis bioquimicos das plantas colhidas em diferentes
épocas e localizagdes, variagdes no mesmo género de planta, e variacdes nos métodos utilizados
para a extrac¢cdo e determinacdo da actividade bioldgica (Ahmad et al., 2006; Kamboj, 2012;
Raskin et al., 2002). Além disso, a eficicia e a actividade de um extracto muitas vezes nao
resulta da ac¢do de apenas um fitocomposto, mas sim de um efeito sinérgico entre os varios
compostos (ex. Panax ginseng) (Ahmad et al., 2006; Mohamed et al., 2012). Por vezes, na
tentativa de isolar um constituinte de uma planta, pode-se, inadvertidamente, excluir
fitocompostos com actividade farmacoldgica relevante (Ahmad et al., 2006; Mohamed et al.,

2012).
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2.2 Toxicidade e efeitos adversos

A sociedade, em geral, considera as ervas medicinais e as plantas como muito mais
seguras do que os produtos farmacéuticos convencionais, devido a sua origem “natural”, no
entanto estas devem ser equiparadas a qualquer outro medicamento (Ahmad et al., 2006;
Heinrich et al., 2012).

Os efeitos toxicos na medicina a base de plantas podem ocorrer devido a existéncia de
fitotoxinas, erros de identificacdo botanica, a combinacdes inadequadas de plantas, acidentes
com espécies cardioténicas e ao uso de plantas que interferem com a farmacoterapia
convencional (Goldman, 2001; Heinrich et al., 2012; Rates, 2001). Assim, os niveis de
toxicidade de uma planta dependem da sua pureza, da presenca de substancias tdxicas, da
biodisponibilidade e dos efeitos adversos reportados (Ahmad et al., 2006).

Os produtos quimicos téxicos € outros contaminantes, incluindo microorganismos,
podem resultar das condi¢des ambientais e agricolas onde as plantas foram cultivadas ou
colhidas, das condicdes de transporte e acondicionamento, ou mesmo durante o fabrico,

processamento e embalagem (Ahmad et al., 2000).

2.3 Adulteracao e contaminaciao
Os MBPs podem ser adulterados e contaminados em paises onde a regulagdo do
controlo da pureza e qualidade é negligente (Ahmad et al., 2006; Mohamed et al., 2012). Em
muitos casos, estes produtos adulterados podem causar problemas de saude significativos,
especialmente em criangas (Ahmad et al., 2006).
Os produtos ayurvédicos sao muitas vezes preparados com compostos
inorganicos activos, que, combinando com a contaminagdo ambiental (como pesticidas), pode

aumentar o teor de metais pesados acima dos limites admissiveis (Ahmad et al., 2006).

2.4 Interaccao planta-medicamento
E de especial preocupagio o uso de MBPs por pessoas que ja tomam outros
medicamentos prescritos, uma vez que pode ocorrer uma interac¢do entre farmacos (Heinrich
et al., 2012). O perfil farmacocinético de farmacos pode ser alterado quando administrados
concomitantemente com fitoterdpicos (Ahmad et al., 2006; Mohamed et al., 2012). Estas
interaccdes podem potenciar ou antagonizar a absor¢do e o metabolismo de farmacos (inibi¢dao

do citocromo P450), bem como despoletar efeitos adversos (Mohamed et al., 2012; Nguyen et
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al., 2014). No entanto, € de salientar que a medicina a base de plantas tem o nivel mais baixo
(7,6%) de efeitos adversos reportados em comparagdo com outros tipos de medicina

complementar e alternativa (Ahmad et al., 2006; Mohamed et al., 2012).

2.5 Padronizacio dos MBPs

A padronizagao pode ser definida como a normalizacdo de um extracto que pode ter
uma quantidade minima de um ou vdrios compostos (Heinrich et al., 2012). Isto permite a
comparacdo da eficdcia, efeitos farmacoldgicos e efeitos adversos entre vdrios produtos
(Heinrich et al., 2012).

No entanto, a fitoterapia raramente satisfaz as normas de padroniza¢do (Ahmad et al.,
2006; Goldman, 2001). Em grande parte, devido a falta de informacdes sobre os compostos
farmacologicamente activos e o facto de as plantas ndo serem cultivadas em ambiente
controlado (Ahmad et al., 2006; Goldman, 2001). A variabilidade no contetdo e concentracdo
dos constituintes numa planta, juntamente com as diversas técnicas de extraccdo e
processamento utilizados por diferentes fabricantes, levam a variabilidades no conteido e
qualidade dos MBPs comercializados (Ahmad et al., 2006; Fabricant & Farnsworth, 2001;
Goldman, 2001; Iwu, 2002).

A consisténcia na composi¢do e actividade bioldgica sdo pré-requisitos para o uso
seguro e eficaz dos produtos terapéuticos (Ahmad et al., 2006). No entanto, a padronizagao das
formas de dosagem nem sempre € fécil, principalmente em preparacdes com mais do que uma

planta (Ahmad et al., 2006; Iwu, 2002).

2.6 Isolamento em pequenas quantidades
O desenvolvimento de medicamentos a partir de plantas medicinais enfrenta ainda
outro desafio. Os compostos bioactivos sdo normalmente isolados em pequenas quantidades,
sendo insuficiente para todas as fases do desenvolvimento e producdo de um novo
medicamento, por isso, é essencial a colaboracdo entre investigadores de diferentes dreas para
determinar se é possivel a sintese total ou semi-sintese do composto activo (Balunas &

Kinghorn, 2005; Rout et al., 2009; Salim et al., 2008).
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Familia Lamiaceae (Labiatae)

A familia Lamiaceae € uma das maiores e mais distintas familias de plantas com flor,
abrangendo cerca de 236 géneros e 6900 a 7200 espécies em todo o mundo (Naghibi,
Mosaddegh, Motamed, & Ghorbani, 2005; Raja, 2012). Alguns géneros como Nepeta, Phlomis,
Eremostachys, Salvia e Lagochilus tém uma grande diversidade na Asia e dreas Mediterranicas
(Evans, 2009; Heinrich et al., 2012; Naghibi et al., 2005).

O nome original da familia € Labiatae, porque as flores tém geralmente pétalas
fundidas num ldbio superior e ldbio inferior, embora actualmente a maioria dos botanicos use
o nome Lamiaceae (Raja, 2012).

A Lamiaceae ¢ muito conhecida pelos dleos essenciais biologicamente activos,
comuns a muitos membros da familia, pela presencga de diterpenos nas suas espécies, pelas suas
ervas ornamentais e culindrias como o manjericao, lavanda, hortela, alecrim, sdlvia e o tomilho
(Naghibi et al., 2005; Wagstaff, Hickerson, Spangler, Reeves, & Olmstead, 1998).

A regido Mediterranica tem sido o principal centro de domesticagdo e cultivo de
plantas Lamiaceae (Nguyen et al., 2014). Estas sdo comuns em paises do Mediterraneo pelo
facto de algumas das plantas produzirem uma grande quantidade de 6leo essencial que lhes
permite sobreviver a estacdo quente de verdo (Raja, 2012).

Esta familia engloba géneros como Mentha, Thymus, Salvia, Origanum e Coleus,
constituindo uma das principais fontes de plantas medicinais, ornamentais e aromaticas em todo
o mundo (Naghibi et al., 2005).

Viérios estudos relatam a presenca de grande variedade de compostos como
terpendides, iriddides, flavondides e compostos fendlicos, nas plantas desta familia (Naghibi et
al., 2005). Alguns dos terpenos de cadeia curta presentes nos 6leos essenciais t€ém caracteristicas
odoriferas e olfactivas, sendo algumas espécies de Lavandula utilizadas em perfumes (Naghibi
et al., 2005). Os compostos diterpénicos triciclicos presentes nas folhas de Plectranthus, e
outras espécies, tém propriedades antioxidantes (Naghibi et al., 2005). A familia Lamiaceae
possui espécies de plantas que contém grandes quantidades de dcidos fendlicos, como o dcido
rosmarinico, o qual tem propriedades antibacteriana, antiviral, antioxidante e anti-inflamatéria
(Naghibi et al., 2005).

Muitas espécies desta familia tém sido alvo de estudos experimentais, confirmando a
eficacia de algumas aplicacdes tradicionais (Naghibi et al., 2005).

A Thymus spp (tomilho) tem actividade antibacteriana, devido a presenca de timol, e

pode ser utilizada como desinfectante; o 6leo de lavanda, que contém compostos terpénicos, é
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usado no tratamento da caspa e crescimento de cabelo, e também possui propriedade
antimicrobiana, antiviral e antifingica; as partes aéreas de Stachys lavandulifolia Vahl. sao
eficazes na melhoria de transtornos de ansiedade, devido a presenca da apigenina e luteolina na
planta; a Lavandula angustifolia Mill € utilizada na inflamacdo, tosse, problemas digestivos e
como sedativo; os compostos como o 1,8-cineol s@o muito comuns no género Nepeta,
verificando-se actividade expectorante, anti-séptica e anti-helmintica (Naghibi et al., 2005).

As plantas da familia Lamiaceae sdo bastante ricas em propriedades medicinais com
grande valor para a medicina natural e descritas nas farmacopeias (Raja, 2012).

As folhas de Rosmarinus officinalis L. (alecrim) tém uso tradicional com base nas suas
actividades antibacterianas e carminativas (Begum et al., 2013; Evans, 2009; Heinrich et al.,
2012). O alecrim € utilizado como analgésico em dores musculares e articulacdes (Al-Sereiti,
Abu-Amer, & Sen, 1999; Begum et al., 2013; WHO, 2009; Wichtl, 2004). Na medicina
tradicional é também utilizado para tratar pequenas feridas, eczemas, dor de cabeca, dispepsia,
problemas de circulagdo, mas também como expectorante, diurético e antiespasmoédico nas
cOlicas renais (Al-Sereiti et al., 1999; Begum et al., 2013; Ulbricht et al., 2010; WHO, 2009).

A Salvia officinalis L., usada como infusdo, € utilizada no tratamento da faringite,
ulceras bocais, e dores gengivais, devido as suas propriedades anti-sépticas e adstringentes,
reconhecidas na British Herbal Pharmacopeia (Evans, 2009; Heinrich et al., 2012; Wichtl,
2004). O seu uso € reconhecido nas infec¢des e inflamagao da boca e garganta (ESCOP, 2003).
Tradicionalmente t€m sido utilizadas no tratamento da faringite, estomatite, gengivite (Barnes,
Anderson, & Phillipson, 2007).

Nos seguintes capitulos abordar-se-do0 mais aprofundadamente uma importante
espécie da familia Lamiaceae, a Rosmarinus officinalis L. a qual € muito comum em Portugal,

focando maioritariamente as suas actividades bioldgicas e compostos.
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Rosmarinus officinalis L.

A Rosmarinus officinalis L., conhecida
popularmente como alecrim, é origindria da Regido
Mediterranica e cultivada em quase todos os paises de
clima temperado, como Portugal, tendo sido utilizada
ao longo dos anos pelas suas qualidades aromaticas e
medicinais (Begum et al., 2013; WHO, 2009). Na
Grécia Antiga e Roma acreditava-se que o alecrim
promovia a memoéria e Hipdcrates, Galeno, e
Dioscérides utilizavam esta planta para problemas de
figado (Begum et al., 2013).

O alecrim € um arbusto denso, ramificado, de
folha persistente e flor azul-esbranquicada, podendo
atingir uma altura de cerca de 1 metro (Al-Sereiti et al.,

1999; WHO, 2009). Caracteriza-se pelas folhas com 1  Figura 1 - Rosmarinus officinalis L.
(Ulbricht et al., 2010)

a 4cm de comprimento e 2 a 4mm de largura, sésseis,

coridceas, lineares a lineares-lanceoladas, com margens recurvadas, pagina superior verde-
escura e granulosa e pagina inferior tomentosa, com nervura mediana saliente, apresentando
cheiro muito caracteristico (Begum et al., 2013; Comissdo Permanente da Farmacopeia

Portuguesa, 2002; WHO, 2009).

Tabela 1 — Classificagdo cientifica da Rosmarinus officinalis L.; (Begum et al., 2013)

Classificacao Cientifica
Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Superdivisao Spermatophyta
Divisao magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Asteridae
Ordem Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Rosmarinus L.
Espécie officinalis
Nomenclatura Binominal | Rosmarinus officinalis L.
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De forma a identificar e analisar os principais compostos bioactivos da R. officinalis e
rever as suas actividades farmacoldgicas, foi feita uma pesquisa exaustiva na base de dados
online ‘PUBMED’ de artigos sobre o alecrim e/ou sobre os seus compostos, sendo incluidos os
estudos reportados entre 1 de Janeiro de 1990 e 30 de Novembro de 2014.

Os termos de pesquisa foram ‘rosmarinus officinalis’ e ‘rosemary’, e foram incluidos
os artigos integros (de acesso total) sobre estudos de actividade medicinal da R. officinalis,
incluindo estudos de vérias plantas das quais o alecrim, ou sobre os seus compostos isolados.
A linguagem foi limitada ao Portugués, Inglés e Espanhol.

Foram excluidos artigos de publicagdes com acesso limitado ao ‘abstract’, artigos
relacionados com a drea da nutricdo (conservacado e estabilidade de alimentos), artigos com
resultados ndo relevantes/nao confirmativos de actividade bioldgica e artigos sem interesse para
os objectivos desta pesquisa.

Tendo em conta as revisdes sobre o alecrim anteriormente publicadas, revisoes
narrativas, (Al-Sereiti et al., 1999; Begum et al., 2013; Faixova & Faix, 2008; Ulbricht et al.,
2010), este trabalho vem acrescentar pela primeira vez uma revisao sistemdtica, com analise
estatistica, permitindo ter nocao do estado actual das investigacoes feitas sobre R. officinalis.
Este trabalho, em comparacdo com outros, aborda nao sé os 6leos essenciais do alecrim mas
também os seus compostos isolados, fazendo a ponte com as respectivas actividades bioldgicas.
Tendo em conta que a pesquisa de artigos foi limitada a base de dados PUBMED, alguns dos
artigos utilizados em revisdes do alecrim previamente publicadas podem ndo ter sido incluidos,
no entanto ndo quer dizer que foram menosprezados.

Ap6s a pesquisa bibliografica foram recolhidos 232 artigos englobando 286 estudos
de actividades bioldgicas (existem artigos que testam mais do que uma actividade), dos quais

275 estudos de actividade associada a compostos.
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A Figura 2 ilustra o método aplicado na andlise e tratamento dos dados.

Mothana et al — 1 Artigo

Actividade Actividade —— 2 E?tl'ldOS de _ )
Antibacteriana Anticancerigena Actividade Biologica

0 Estudos de Actividade
E—— Biologica com compostos

Klancnik ef ¢/ | Eeeessssssssssss——) | Artigo

[
[ 1

Actividade Actividade RN 2 Estudos de
Antibacteriana Antioxidante Actividade Biologica
Acido l Acido Acido l Acido = 4 Esfuc_los de Actividade
carndsico rosmarinico carndsico rosmarinico Biologica com compostos

Figura 2 — Exemplo pratico do método utilizado para a andlise dos dados bibliograficos, nomeadamente

na contabilizacdo de artigos e estudos de R. officinalis;
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Resultados

Pelo grafico da Figura 3 consegue-se observar uma clara tendéncia no aumento do
numero de artigos de R. officinalis ao longo dos anos. O interesse nesta planta traduz-se pela
elevada quantidade de investigacdes feitas desde 2010, cerca de 135, nimero que tende a

aumentar.
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Figura 3 - Nimero de artigos publicados desde a década de 90 até 30 de Novembro de 2014;

Extractos Vegetais

A extraccdo € a separacdo de porcdes biologicamente activas de plantas, utilizando
solventes selectivos através de procedimentos padrdao (Handa, 2008).

As técnicas de extrac¢do permitem separar os metabolitos soliveis de plantas,
originando misturas complexas em estado liquido ou semi-sélido, ou apds a remogdo do
solvente, na forma de p6 seco (Handa, 2008).

Um processo tipico de extraccao inicia-se com a recolha e autenticagdo do material
vegetal e a sua secagem, seguido da reducdo do tamanho da amostra, extrac¢ao, filtragdo,
concentracdo, secagem (evaporacdo do solvente) e reconstituicdo (Gupta, Naraniwal, &
Kothari, 2012; Handa, 2008).

Os estudos qualitativos e quantitativos de compostos bioactivos de origem vegetal
dependem muito da escolha adequada do método de extrac¢do, desempenhando um papel

crucial na obten¢ao de resultados (Azmir et al., 2013). Os factores que mais afectam o processo
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de extraccdo estdo relacionados com as propriedades da planta, com o solvente, temperatura,
pressao e tempo (Azmir et al., 2013; Gupta et al., 2012; Handa, 2008).

Existem métodos classicos de extrac¢do, como Extraccdo por Soxhlet, Maceragao,
Decoccdo, Infusdo, etc, e métodos modernos como a Extraccdo por Fluido Supercritico,
Microextrac¢do por fase soélida, entre outros (Azmir et al., 2013; Gupta et al., 2012). A
eficiéncia da extrac¢ao de qualquer método convencional depende principalmente da escolha
de solventes, tendo em conta a polaridade do composto alvo (Azmir et al., 2013; Gupta et al.,
2012).

Ap6s andlise dos artigos recolhidos verificam-se que os métodos de extraccao mais
utilizados para a obtenc¢ao de compostos bioactivos da Rosmarinus officinalis L., de acordo com
as tabelas em apéndice 1, II e III, incluem a Maceracao, Hidrodestilagao, Destilacao por Soxhlet
e Extraccdo por Fluido Supercritico.

Na maceracdo o material vegetal € colocado em contacto com um solvente em
agitacdo, a temperatura ambiente, durante determinado periodo de tempo, seguido de filtracao
ou decantacdo do liquido (Handa, 2008).

A Hidrodestilacdo é um método convencional para extraccdo de 6leo essencial, ndo
havendo envolvimento de solventes organicos, em que a amostra estd em contacto com agua
em ebuli¢ao e/ou vapor de d4gua permitindo o arrastamento dos compostos (Azmir et al., 2013;
Handa, 2008).

Na Destilagdo por Soxhlet, a amostra é colocada na cimara envolta por papel de filtro
ou algoddo, e o solvente, em aquecimento, num baldo de fundo redondo, que evapora e
condensa no refrigerador de Allhin, caindo gota a gota sobre a amostra, enchendo o sifao e
retornando o liquido ao balao (Azmir et al., 2013; Handa, 2008). Desta forma, uma maior
quantidade de amostra pode ser extraida com uma menor quantidade de solvente, tornando o
método mais econdmico (Handa, 2008).

A Extrac¢do por Fluido Supercritico € um processo que utiliza um fluido supercritico,
normalmente CO», como solvente de extraccado em determinadas condi¢des de pressao, fluxo e
temperatura, permitindo uma maior penetragdo na amostra e de forma mais rdpida e eficiente
(Azmir et al., 2013; Gupta et al., 2012; Handa, 2008).

Para que se consiga obter os compostos vegetais alvo com a maior eficiéncia, €
fundamental ponderar a escolha de solvente e 0 método de extrac¢io (Gupta et al., 2012). Pelas
tabelas em apéndice I, II e III, verifica-se que para a extraccdo dos constituintes activos

desejados de R. officinalis L. sdo maioritariamente utilizados extractos aquosos, etandlicos,
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metanolicos, e por vezes misturas de solventes. Estes solventes, tal como a tabela 2 indica, sdo
de polaridade média a elevada, permitindo assim isolar os compostos de maior relevancia

cientifica (fendlicos, terpenos e flavonodides).

Tabela 2 - Exemplo de alguns compostos bioactivos extraidos por diferentes solventes; (Azmir et al.,
2013)

Agua Etanol Metanol Cloroférmio Diclorometano  Eter Acetona
Antocianinas ~ Taninos Antocianinas ~ Terpendides  Terpendides Alcaléides Flavondides
Taninos Polifendis Terpendides Flavonéides Terpendides

Saponinas Flavonol Saponinas

Terpenodides Terpenéides  Taninos
Alcaléides Flavonas

Polifendis

Compostos Bioactivos

Ao longo dos anos as plantas medicinais t€m sido utilizadas como agente terapéutico,
havendo um crescente interesse no seu estudo (Lovkova, Buzuk, Sokolova, & Kliment’eva,
2001). Estas sintetizam e acumulam compostos fisiologicamente activos (metabolitos
secundérios) como alcaldides, compostos fendlicos, glicosideos, terpendides, saponinas, que
podem exercer determinadas actividades farmacoldgicas (antibacteriana, sedativa ou mesmo
anticancerigena, entre outras) (Lovkova et al., 2001).

O alecrim € principalmente constituido por compostos fendlicos, di- e triterpenos, €
Oleo essencial (Begum et al., 2013; Samuelsson & Bohlin, 2010; Ulbricht et al., 2010; WHO,
2009).

Os polifendis sdo compostos quimicos responsaveis principalmente pela coloracao dos
frutos (Doughari, 2012). Estes classificam-se em 4cidos fendlicos, flavondides e nao-
flavonoides (Doughari, 2012). Para além das suas propriedades antioxidantes, desempenham
um papel muito importante na defesa da planta contra patogénios e predadores herbivoros e,
por isso, t&ém aplica¢do no controlo de infec¢des por agentes humanos (Doughari, 2012). No
alecrim, estes sdo maioritariamente representados por flavonéides, como a apigenina, diosmina,
luteolina e genkwanina, e por acidos fendlicos (>3%), nomeadamente 4cidos rosmarinico,
clorogénico e cafeico (Al-Sereiti et al., 1999; Samuelsson & Bohlin, 2010; Wagstaff et al.,
1998; WHO, 2009).
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Figura 4 - Estrutura quimica de trés compostos importantes presentes na R. officinalis; (Begum et al.,
2013; WHO, 2009)
(A-Acido carnésico; B-Carnosol; C-Acido rosmarinico)

Os terpenos sdao hidrocarbonetos insaturados, geralmente presentes nos o6leos
essenciais e resinas, que englobam mais de 10 000 compostos e dividem-se em mono-, di-, tri-
e sesquiterpenos, consoante o nimero de 4dtomos de carbono e grupos isopreno (CsHsg)
(Doughari, 2012; Lovkova et al., 2001). Fazem parte dos principais compostos do alecrim, o
rosmanol, epirosmanol, carnosol e acido carndsico (diterpenos triciclicos; ver estrutura na
Figura 4), e o 4cido ursélico e oleandlico (triterpenos) (Begum et al., 2013; Samuelsson &
Bohlin, 2010; Ulbricht et al., 2010; WHO, 2009).

No entanto o dcido carndsico, que por oxidagdo é convertido a carnosol, tem
propriedades fisico-quimicas termo e foto-instdveis, que no entanto podem ser contornadas por
uma extracc¢do por fluido supercritico (operacdo a baixa temperatura) (Posadas et al., 2009).

Recentemente foram identificados 5 novos compostos num extracto etandlico de R.
officinalis, o oficinoterpenosido A1 e Ax (glicosideos diterpendides), oficinoterpenosido B e C
(glicosideos triterpendides) e oficinoterpenosido D (normonoterpendide) (Zhang et al., 2014).

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas que podem conter centenas de compostos,
desde substancias volateis, monoterpenos, sesquiterpenos, compostos aromadticos e derivados
(Lovkova et al., 2001). O ¢6leo essencial das folhas de Rosmarinus officinalis L. (até 2.5%),
obtido por destilagdo a vapor, € incolor a amarelo claro, com cheiro canforado caracteristico e
insolivel em dgua (Al-Sereiti et al., 1999; Begum et al., 2013; Comissdo Permanente da
Farmacopeia Portuguesa, 2002). Os seus principais constituintes sdo a canfora (5-21%), 1,8-
cineol (15-55%), a-pineno (9-26%), borneol (1.5-5.0%), canfeno (2.5-12.0%), B-pineno (2.0-
9.0%) e limoneno (1.5- 5.0%), em proporcdes que variam consoante o estddio vegetativo e

condig¢des bioclimaticas (Begum et al., 2013; WHO, 2009).
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Outros
8% Carnosol

17%

Oleo Essencial
27%

Acido Ursélico
6%

Acido Rosmarinico
12%

Acido Carnésico

30%

Figura 5 - Percentagem de estudos de actividade bioldgica associados a cada composto; (estudos

sobre o 4cido carndsico incluem os compostos dcido 12-O-metilcarnésico e dcido 12-metoxi-

cis/trans-carndsico; estudos sobre o dleo essencial incluem os compostos 1,8-cineol, a-pineno e p-

pineno);

Ap6s arevisdo de artigos e andlise dos dados bibliogréficos pode-se observar quais os

compostos de R. officinalis mais estudados. Pelo grifico da Figura 5, verifica-se que o 4cido

carnésico, com cerca de 30% dos estudos, € o composto bioactivo mais investigado, juntamente

com o Oleo essencial. Ainda assim, o carnosol, o acido rosmarinico, € o acido ursélico

compreenderam 35% dos estudos de investigacao.

Compostos como o &cido betulinico, oleandlico e micromérico, o rosmanol,

epirosmanol e luteolina, entre outros, ndo representaram ser o grande alvo dos estudos,

correspondendo apenas a 23 de 275 de estudos com compostos. No entanto, tem havido um

crescente interesse nestes compostos desde 2010 (Tabela 3).

Existe claramente, aos olhos da comunidade cientifica, um grande potencial

farmacolégico na R. officinalis, principalmente no acido carndsico € no 6leo essencial,

traduzido pelo aumento do nimero de estudos nos ultimos 5 anos, com 53 e 46 estudos,

respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3 - Evolugio dos estudos com compostos ao longo dos anos; (AC-Acido carnésico); AR-Acido
rosmarinico; AU-Acido ursdlico; OE-Oleo essencial;)

Carnosol AC AR AU OE Outros Total
1990 0 0 0 0 0 0 0
1991 0 0 0 0 1 0 1
1992 1 2 0 0 0 0 3
1993 0 0 0 0 2 0 2
1994 2 0 0 2 0 0 4
1995 2 1 0 0 0 0 3
1996 2 0 0 0 0 0 2
1997 0 0 0 0 0 0 0
1998 0 0 0 0 0 0 0
1999 0 0 0 0 4 0 4
2000 0 0 0 0 1 0 1
2001 2 2 0 0 1 2 7
2002 2 4 2 3 0 0 11
2003 2 3 1 0 1 1 8
2004 1 3 0 0 2 1 7
2005 2 0 0 0 0 0 2
2006 3 5 2 0 3 0 13
2007 1 4 0 1 8 2 16
2008 1 5 1 0 4 0 11
2009 0 2 2 1 1 1 7
2010 7 10 5 2 12 3 39
2011 3 9 2 2 11 2 29
2012 5 10 5 3 8 4 35
2013 8 10 11 1 5 7 42
2014 2 14 1 1 10 0 28

Actividades Biologicas

O alecrim tem sido utilizado na culindria, principalmente para modificar e melhorar os
sabores, mas também na medicina tradicional, sendo uma erva medicinal muito valorizada
(Zhang et al., 2014). E hoje em dia uma das mais apreciadas fontes de compostos bioactivos
naturais, e de facto, esta planta exerce varias actividades farmacoldgicas, como antibacteriana,
antidiabética, anti-inflamatoria, anti-tumoral, antioxidante, entre outras (Zhang et al., 2014).

As actividades bioldgicas da R. officinalis L. t€m sido atribuidas a dois grupos de
compostos: a fraccao volatil e os compostos fendlicos (Romo Vaquero et al., 2012). Este ultimo
grupo contém fundamentalmente uma fracdo de flavondides, dcido rosmarinico, e alguns
compostos diterpénicos estruturalmente derivados do 4cido carndsico, como o carnosol e o

rosmanol (Romo Vaquero et al., 2012).
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Resultante da revisdo de artigos, verifica-se que nos dltimos 14 anos o alecrim tem
sido mais estudado tendo em conta as suas propriedades anticancerigenas, antioxidantes e anti-
infecciosas, englobando 55% dos estudos. As actividades relacionadas com o sistema nervoso
central (antidepressiva, neuroprotectora, colinérgica, etc) e anti-inflamatéria e analgésica

contaram com quase 25% de estudos (Figura 6).

Sistema Enddcrino
Citoprotector 6%
6%

Anticancerigeno
19%

Anti-infl./Analgésico
14%

Sistema
Cardiovascular
3%

. Sistema Digestivo
Sistema Nervoso o
2%

Central
9% istema Circulatorio

1%

Antioxidante

0,
Anti-infeccioso 18%

18%

Outros
4%

Figura 6 - Relagcdo do n° de estudos (em %) com as actividades bioldgicas estudadas de R. officinalis;

Actividade Anti-inflamatoria e Analgésica

As plantas sdo uma boa fonte de agentes anti-inflamatérios, e a pesquisa continua de
novos compostos, especialmente a partir de plantas com efeitos farmacolégicos historicamente
documentados, constitui um grande potencial farmacéutico (Benincd, Dalmarco, Pizzolatti, &
Frode, 2011). Controlar a libertacdo de mediadores no processo inflamatério é o objetivo
principal dos farmacos anti-inflamatdrios (da Rosa et al., 2013).

A resposta inflamatdria e os danos oxidativos sdo dois principais fatores indutores de
doengas cardiovasculares e neurodegenerativas, no entanto os polifendis de algumas plantas

sdo capazes de reduzir estes problemas (Peng et al., 2007).
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O dleo essencial do alecrim tem sido utilizado topicamente para as dores musculares
e reumaticas (Takaki et al., 2008).

Verifica-se que a actividade anti-inflamatdria e analgésica foi das mais estudadas
havendo uma tentativa de justificar estas propriedades a vdrios compostos de R. officinalis,
sendo o carnosol o mais investigado (Figura 7).

Os estudos anti-inflamatoérios e analgésicos foram baseados na avaliagdo da dor e
analgesia em ratos, e expressao de citocinas inflamatdrias (IL-18, IL-6, TNF-a, etc), das COX-

1 e 2 e 6xido nitrico em células de macréfagos (ver apéndice I, II e III).

Actividade Antioxidante

Os antioxidantes naturais das plantas estdo a tornar-se cada vez mais importantes, nao
sO na area da alimentagdo (preservacdo e estabilidade de alimentos) mas também na medicina
preventiva (K.-G. Lee & Shibamoto, 2002). Os antioxidantes constituem uma das importantes
fontes para curar e prevenir doencgas associadas a danos oxidativos, como o cancro, problemas
cardiovasculares e doencgas neurodegenerativas (Aherne, Kerry, & O’Brien, 2007; Leal et al.,
2003; K.-G. Lee & Shibamoto, 2002).

As espécies reactivas de oxigénio, incluindo o peréxido de hidrogénio e radicais livres,
como anido superdxido ("O2) e o radical hidroxilo (OH), sdo inevitavelmente produzidas nos
organismos vivos resultantes de processos metabdlicos ou provenientes de fontes externas
(Botsoglou et al., 2010).

A exposi¢do prolongada dos sistemas bioldgicos aos radicais livres pode provocar
danos funcionais, estruturais, envelhecimento, e morte celular (M. E. Gutiérrez et al., 2003).

A familia Lamiaceae tem sido muito focada na pesquisa de compostos antioxidantes
devidos a sua riqueza em polifendis (Botsoglou et al., 2010).

Pelos métodos DPPH, Rancimat (Determinacdo da Estabilidade Oxidativa da
Gordura) e TBARS (Teste com espécies reativas ao 4cido tiobarbitidrico), vdrios estudos
comprovaram a actividade antioxidante do 6leo essencial, dos 4cidos carndsico e rosmarinico,
e do carnosol. Estas propriedades estdo muito relacionadas com outras actividades bioldgicas,
anticancerigena e citoprotectora fundamentalmente, devido as suas capacidades de neutralizar

espécies reactivas de oxigénio (Figura 7 e apéndice I, II e III).
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Figura 7 — Relacdo das actividades bioldgicas com os respectivos compostos de R. officinalis; (estudos
sobre o 4cido carndsico incluem os compostos dcido 12-O-metilcarndsico e 4dcido 12-metoxi-cis/trans-

carnosico; estudos sobre o 6leo essencial incluem os compostos 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno).

Actividade Anti-tumoral

Nao hd davidas de que a composi¢do da dieta humana influencia o risco de cancro,
podendo os seus componentes exercer influéncias positivas ou negativas (Visanji, Thompson,
& Padfield, 2006).

A quimioprevengdo é o controlo farmacoldgico a longo prazo do risco de cancro, e
vdrias plantas, juntamente com os seus compostos, t€ém sido investigadas quanto ao seu
potencial anti-tumoral (Sancheti & Goyal, 2006a; Visanji et al., 2006). Cerca de 70% dos
medicamentos utilizados no tratamento do cancro t€m raizes em produtos de origem natural
(Prasad, Yadav, Kannappan, & Aggarwal, 2011).

No entanto, os acentuados efeitos secundarios dos métodos terapéuticos impedem em
grande parte a sua eficidcia, aumentando a procura por novas abordagens para a prevengao e
tratamento do cancro (Xiang, Ma, Dong, & Shen, 2014).

Os polifendis sdo compostos capazes de modular o crescimento e diferenciacao celular
e assim interferir com o desenvolvimento e progressdo de tumores (Kar, Palit, Ball, & Das,
2012). Sendo o alecrim uma planta rica em compostos fendlicos, muitos estudos foram

direcionados para a actividade anti-tumoral (cerca de 20%) (figura 6).
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O 4cido carnésico e o carnosol sdo diterpenos que constituem cerca de 5% do peso das
folhas secas de R. officinalis e foram os compostos com maior relevancia anti-tumoral (35 em
49 estudos com compostos). Verifica-se um grande aumento do nimero de estudos do 4cido
carnésico bem como da actividade anti-tumoral nos dltimos 5 anos (Tabelas 3 e 4). Os cancros
da mama, melanoma, célon, carcinoma hepético e leucemia foram os mais estudados (apéndice

I, I e III).

Tabela 4 - Evolucdo do numero de estudos de actividade bioldgica de R. officinalis ao longo dos anos;
(A/A-Anti-inflamatério/Analgésico; AntiO-Antioxidante; AntiCanc-Anticancerigeno; Citop-Citoprotector; Infeccioso-Anti-
infeccioso; Circulat-Sistema circulatério; SNC-Sistema nervoso central; Cardiov-Sistema cardiovascular; Digestivo-Sistema
digestivo; Enddcr- Sistema enddcrino;

A/A AntiO AntiCanc Citop Infeccioso Circulat SNC Cardiov Digestivo Enddécr = Outros
1990 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1991 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
1992 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1993 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
1994 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1995 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1996 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0
1997 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1998 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
1999 0 1 1 1 2 0 0 0 0 0 1
2000 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0
2001 0 2 2 0 1 0 0 0 0 0 0
2002 1 3 0 3 1 0 0 0 0 0 0
2003 0 4 0 0 1 0 1 0 0 0 1
2004 0 1 0 0 3 0 0 0 0 0 0
2005 0 0 2 1 1 1 0 1 0 1 0
2006 1 2 4 0 5 1 1 0 0 1 0
2007 4 4 2 1 11 1 0 0 0 0 0
2008 5 6 2 0 1 1 1 0 0 1 0
2009 2 2 1 0 1 0 1 0 0 0 0
2010 2 7 4 1 6 0 6 0 1 0 1
2011 6 3 6 3 5 0 1 1 1 2 0
2012 4 5 9 0 2 0 5 1 1 0 2
2013 8 4 4 4 5 0 6 2 1 4 5
2014 5 6 12 3 3 0 4 2 0 6 0

Actividade Anti-infecciosa

A maioria das plantas produzem metabolitos secundarios antimicrobianos, seja a partir
do seu curso normal de crescimento e desenvolvimento, ou em resposta ao ataque de patogénios
ou stress.. A utilizacdo de dleos essenciais constitui uma nova maneira de reduzir a proliferacao
de microorganismos (Kacaniové et al., 2014).

O aumento do uso de antibidticos na medicina, na agricultura e em animais tem
contribuido largamente para o aumento do ndimero de microorganismos multi-resistentes

(Qabaha, 2013). Sendo uma preocupacao mundial de satde publica, os investigadores tém-se
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empenhado cada vez mais na procura de novos antimicrobianos eficazes (Petrolini et al., 2013;
Qabaha, 2013).

Além das propriedades antibacterianas, os 6leos essenciais t€ém também actividade
insecticida, antiparasitdria, e antifingica, que sdo importantes para o controlo de doencas
humanas de origem microbiana (Lugman, Dwivedi, Darokar, Kalra, & Khanuja, 2007).

Desde os anos 90 até 2014, o 6leo essencial do alecrim foram os compostos com
melhor evidéncia antimicrobiana, contando com 65% de todos os estudos de actividade anti-
infecciosa (Figura 7). A actividade antimicrobiana do O6leo essencial foi superior em
comparacdo com os compostos isolados 1,8-cineol e a-pineno (Jiang et al., 2011). O possivel
efeito sinérgico entre os seus compostos parece ter uma forte actividade contra bactérias Gram-
positivas e fungos (Bozin, Mimica-Dukic, Samojlik, & Jovin, 2007; Lugman et al., 2007).

Verificou-se também que o 4cido carndsico demonstrou actividade antiviral contra o

virus sincicial respiratério humano (H.-B. Shin et al., 2013).

Actividades ao nivel do Sistema Nervoso Central e Sistema Endécrino

A diabetes mellitus € um dos problemas metabdlicos mais prevalentes em todo o
mundo. A insulina e os agentes hipoglicémicos orais sdo utilizados para tratar a diabetes, no
entanto estes farmacos nio curam a doenca e t€m efeitos adversos notaveis (Rahimifard et al.,
2014).

Tem havido uma tendéncia crescente de estudos sobre novos farmacos
neuroprotectores a partir de fontes naturais, o que levanta novas esperancas terapéuticas
(Ozarowski et al., 2013).

A diabetes e as doencas ao nivel do SNC (depressao, Parkinson, Alzheimer, etc) sdo
doencas crénicas incurdveis, e talvez por isso se tenha verificado um aumento do nimero de
estudos nos dltimos anos, numa tentativa de procurar solucdes com R. officinalis (Tabela 4).

O é4cido carnésico, juntamente com o carnosol, demonstraram ser 0s compostos mais
relevantes no controlo da glicémia. J4 o dcido rosmarinico parece ter potencial contra doengas
neurodegenerativas (Figura 7).

Verificou-se que este ultimo composto teve efeitos colinérgicos e neuroprotectores, €
inibiu a acetilcolinesterase (El Omri, Han, Ben Abdrabbah, & Isoda, 2012; Ozarowski et al.,
2013).
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Conclusao

Nos ultimos anos, tem sido dedicado muito esforco ao desenvolvimento de
medicamentos a base de plantas (Peng et al., 2007).

A drea da fitoterapia estd a permitir a descoberta de novos MBPs seguros e eficazes,
bem como, de novos farmacos, constatando-se que, o que a quimica farmac€utica tem
procurado desesperadamente, a Mae Natureza tem em grandes quantidades (Mohamed et al.,
2012).

Com o desenvolvimento de varios métodos analiticos de alta precisdo, € com 0s
avangos na biologia molecular e genética, € agora possivel isolar compostos em quantidades
extremamente pequenas, estudar a sua estrutura quimica e potencialidades terapéuticas, e assim,
poder alterar a molécula para a producdo de novos e mais selectivos agentes terapéuticos (Al-
Sereiti et al., 1999).

Pela primeira vez, com este trabalho de revisdo, é feita uma andlise estatistica
descritiva dos artigos de Rosmarinus officinalis L., permitindo enfatizar o estado actual dos
estudos e investigacoes feitas até a data. Este trabalho permite ter nocao de quais as actividades
farmacoldgicas e os compostos mais relevantes desta planta para a comunidade cientifica.

Desde a década de 90 que muitos estudos in vivo e in vitro t€m investigado os efeitos
de R. officinalis a fim de demonstrar as importantes actividades bioldgicas dos seus compostos.
Verifica-se visivelmente um crescente interesse terapéutico nesta planta.

Com esta pesquisa exaustiva foram comprovadas as vdrias propriedades medicinais do
alecrim (antioxidante, anti-inflamatdria, analgésica, etc) previamente descritas em estudos
etnobotanicos.

Possivelmente devido aos avangos tecnolégicos dos métodos de extrac¢do, isolamento
e identificagdo, tem-se verificado um aumento dos estudos com compostos isolados.

Conclui-se que os compostos farmacologicamente mais importantes de R. officinalis
L., e os que t&ém sido o maior alvo de estudos cientificos sdo o dcido carndsico, o dleo essencial,
o carnosol e o dcido rosmarinico.

O 4cido carndsico e o 6leo essencial do alecrim, pela sistemdtica evidéncia de estudos,
demonstram ser alternativas prometedoras como anti-tumorais e anti-infeccioso,
respectivamente.

Com esta revisio pode constatar-se que esta planta possui um futuro promissor na drea

medicinal, principalmente no tratamento e prevencdo de vdérios tipos de cancro, de doencgas
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infecciosas e doencas cada vez mais emergentes, como o Parkinson, a depressdo e a doenga de

Alzheimer.
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Apéndice I

Apéndice I - Exemplos de estudos de Rosmarinus officinalis L. reportados até 1999;

DIOGO LADEIRAS

Extracto
Actividade biolégica 1- Método Método de teste da actividade Compostos isolados Observacoes Referéncia
2- Solvente
> Al 1
Extracto Metandlico Anélise HPLC':

Anticancerigeno
Anti-inflamatério

1/2- Extrac¢do com Metanol 60°
por 2h num extractor

Extracto Hexano?

1- Maceragio (25°C,2-3h)

2- Hexano

Avaliagdo da % de tumores em ratos
induzidos; Avaliacdo do edema na orelha de
ratos com inflamag¢ao induzida

1) Acido ursélico
2) Carnosol?

-Acido ursélico (16.5-19.2%)
-Carnosol

(3.8-4.6%)

-Acido carnésico (0.1-0.5%)

(M. T. Huang et al.,
1994)

Anti-inflamatério

Extracto Hexano
1- Maceracgdo (25°C, 2-3h)
2- Hexano

Avaliagdo da producdo de 6xido nitrico em
macréfagos de ratos

1) Carnosol

(Chan et al., 1995)

Antioxidante

Extracto em 6leo de triglicerideos
de cadeia média

Meétodo Rancimat e Peroxidag@o lipidica

Andlise HPLC:
-(;arnosol (0.6% m/v)
-Acido carnésico (4.4% m/v)

(O. Aruoma et al.,
1996)

Estimulante Hepatico

Extracto Herbalox, Tipo 0*

Avaliagdo da actividade da glutationa-S-
transferase

(GST) e NADPH:quinona reductase (QR) do
figado de ratos

1) Carnosol*

(K. W. Singletary,
1996)

Avaliagdo da % de tumores e da ligacdo de

(K. Singletary et al.,

Anticancerigeno Extracto Herbalox, Tipo 0* DMBA (carcinogénico) ao DNA em ratos 1) Carnosol* 1996)
induzidos
Avaliagdo da formagao de aductos no DNA, .
. P g - actividade de CYP3A4 e CYP1A2 e Acido carndsico e carnosol .
Anticancerigeno Extracto de Alecrim expressdo da GST, em células bronquiais e constituem 15% do extracto (Offord et al., 1997)
hepéticas humanas
Anilise GC-MS:
Antibacteriano . el p P P < o -1,8 cineol (31.12) (Mangena & Muyima,
Antifiingico Hidrodestilagao Método de difusao em dgar 1) Oleo essencial _Canfora (30.12) 1999)
-0-pineno (18.18)
. I Avaliag@o bioldgica e histologica em ratos Anilise GC-MS!: (A. Fahim, Amr Y.
1. 2
gﬁg?—,:(:llt);g:’;cjtc(:)r H;;i ?}iﬁ:g:ﬁg;:rgﬁ go administrados com tetracloreto de carbono e 1) Oleo essencial' -Acetato de bornilo (26,86%) Esmat, Hoda M. Fad,

ciclofosfamida

-L-Canfora (14,06%)

1999)

Inibidor da Glicoproteina-P

Extracto Metandlico
1- 2h a 60°C
2- Metanol

Avaliagdo da acumulacdo e efluxo de
doxorrubicina e vinblastina em células de
cancro da mama humano

(Ciolino et al., 1999)

*Composto ndo isolado a partir do extracto/produto fornecido por empresa
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Estudo de compostos bioactivos e actividades bioldgicas do alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

Apéndice I1

Apéndice II - Exemplos de estudos de Rosmarinus officinalis L. reportados entre 2000 e 2009;

DIOGO LADEIRAS

Extracto
Actividade biologica 1- Método Método de teste da actividade Compostos isolados Observacoes Referéncia
2- Solvente
Extracto Aquoso Avaliagdo do volume urindrio, excrecao de
Diurético 1- Infusdo Na*, K* e CI, concentragio de ureia e (Haloui et al., 2000)
2- Agua creatinina e clearance renal, em ratos Wistar
. Extracto H}droalcoohco Avaliagdo das lesdes no estomago de ratos (Corréa Dias et al.,
Anti-ulceroso 1- Maceragio 4h Wist dlceras induzidas 2000
3- Etanol 70% istar com tlceras induzidas )
Avaliac@o do anido superéxido e Teste 1) Carnosol*
Antioxidante TBARS (Substancias Reactivas ao Acido 2) Rosmanol* (Zeng et al., 2001)
Tiobarbitiirico) 3) Epirosmanol*
Citotoxicidade em células de leucemia
Anticancerigeno linfobl4stica aguda e avaliacdo da proteina 1) Carnosol* (Dorrie et al., 2001)
Bcl-2 (B-Cell Lymphoma 2)
Extracto Metan6lico'
1- Maceragio
2- Metanol Método DPPH e avaliagio da producio de 1) Carnosol'
Antioxidante Extracto Etanélico? Oxido Nitrico (NO), expressao do gene 6xido 2) Acido ursélico’ (Lo et al., 2002)
Anti-inflamatério 1- Decocgdo nitrico sintetase induzivel (iNOS) em células 3) Acido carnésico® v
2- Metanol da linhagem RAW 264.7 de macréfagos 4) Acido rosmarfnico®
Extrac¢do com hexano e n-
butamol®
. - Avaliagdo da peroxidacio lipidica hepitica,
Extracto lyletanohco glutationa S-transferase, e bilirrubina e Analise HPLC: (Sotelo-Félix et al.,
Hepatoprotector 1- 2h a 60°C . . . . ;
alanina aminotransferase, em ratos induzidos -Carnosol (3,02%) 2002)
2- Metanol
com CCly
1) Carnosol
6F dif 2) Acido carnésico
I xtractos~ terentes Meétodo de Rancimat e Teste TBA (4cido 3) Acido rosmarinico o
Antioxidante 1- Macerag@o . o ¢ . (del Bafio et al., 2003)
) tiobarbitiirico) 4) Acidol2-0-
2- Agua, metanol, acetona . L.
metilcarndsico
5) Flavonas
1) Carnosol
L. . . - - 2) Acido carnésico
Extracto Cloroférmio Método de Microdilui¢do: Concentracdo 3) 4,7-Dimetoxi-5-hidroxi-
Antibacteriano 1- Macerag@o Inibitéria Minima (MIC) i (Oluwatuyi et al., 2004)
o . L. s flavona
2- Cloroférmio Avaliag@o das actividades inibidoras de efluxo o .
4) Acido 12-metoxi-
cis/trans-carndsico
Extracto Metandlico Avaliagdo do potencial antimetéstico,
. . = . AN = p (S.-C. Huang et al.,
Anticancerigeno 1- Macerag@o migracdo e invasio de células de melanoma 1) Carnosol

2- Metanol

B16/F10 e da metaloproteinase

2005)
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Estudo de compostos bioactivos e actividades bioldgicas do alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

DIOGO LADEIRAS

Anti-inflamatério

Extracto com mistura de
compostos™®

Avaliagdo do n° de células inflamatdrias e
expressdo de citocinas e chemocinas no fluido
broncoalveolar e pulmdes de ratos

Composi¢do do extracto:
- 1,8-cineol (43%)

- Céanfora (41%)

- Limoneno (14%)

- Borneol (2,5%)

- a-pineno (0,5%)

(Inoue et al., 2006)

Andlise HPLC-MS:

. Extracto aquoso Ensaio por redugio de placas em células RC- P - (Nolkemper et al.,
Antivirico < . p . -Acido rosmarinico
2- Agua fervente (15min) 37 contra o virus Herpes simplex L . . 2006)
-Luteolina 3-glucuronide
Extracto aquoso Avaliacdo histolégica de tumores, .
Anticancerigeno 1- Aparelho Soxhlet peroxidacdo lipidica e niveis de glutationa, em (ZSOE(‘)%ZI;BH & Goyal,
2- Agua 50-60°C (36h) ratos induzidos com DMBA
Antibacteriano M.etod(? d§ (Elfusao em dgar, Técnica de Ar}élise GC-MS:
Antiféngic Hidrodestilagio microdilui¢o, Capacidade sequestradorade 50 o ooy -Limoneno (21.7%) (Bozin et al., 2007)
Anti u‘g Ot ¢ radicais livre (Método DPPH) e Peroxidacdo -Canfora (21.6%) v
ntioxiadante hpidlca »a—pineno (13.5%)
Método de dilui¢do em caldo e Método de
. . . e difusdo por disco: Concentragdo Inibitéria
Ant}b? ctt?rlano Hidrodestilagio (3-4h) com Minima (MIC), Concentra¢ao Bactericida 1) Oleo essencial (Lugman et al., 2007)
Antifiingico aparelho de Clevenger

Minima (MBC) e Concentracido Fungicida
Minima (MFC)

Antiagregante plaquetario

Avaliagdo da agregacdo plaquetdria em
coelhos induzidos por trombina, 4cido
araquidénico e colagénio

1) Acido carnésico*

(J.-J. Lee et al., 2007)

Actividade anti-proliferativa em células de

Anticancerigeno Extracto Etandlico leucemia e carcinoma da mama; Medicdo de
Anti-inflamatdério 1-2h a55°C Oxido Nitrico (NO) e citocinas; e Teste (Cheung & Tai, 2007)
Antioxidante 2- Etanol 70% TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity)
. Teste de Writhing induzido por acido acético,
L. Extracto Et~anohco Teste da Formalina e Modelo PIFIR (Pain- (Gonzélez-Trujano et
Analgésico 1- Maceracgio 48h, 22°C . . . . .
2- Ftanol induced functional impairment model in the al., 2007)
rat), em ratos
a) Extracto Aquoso
1- Ipfusﬁo
Antibacteriano 2- Agua Meétodo de microdilui¢do em caldo e (P. Tsai et al., 2007)

b) Extracto Metandlico
1- Maceragdo
2- Metanol

avaliac@o da actividade de glucosiltransferase

Anti-inflamatério
Analgésico

Destilagdo a vapor com aparelho
de Clevenger

Avaliag@o do edema induzido em ratos; Teste
de Writhing induzido por 4cido acético

1) Oleo essencial

Andlise GC-MS:
-Mirceno (24.6%)
-1,8-Cineol (19.8%)

(Takaki et al., 2008)

Anti-inflamatério

Avaliagdo da inibi¢ao de lipoxigenases,
formacao de espécies reactivas de oxigénio
(ROS) e mobilizagdo de Ca®* em leucécitos
polimorfonucleares humanos

1) Qamoso]*

2) Acido carnésico*

(Poeckel et al., 2008)

Antidiabético
Antioxidante

Extracto Etandlico
1- Destilagdo Soxhlet 50°, 12h
2- Etanol 95%

Avaliagdo dos niveis de insulina e glucose em
ratos com diabetes induzida, Peroxidacdo
lipidica e de enzimas antioxidantes

(Bakirel et al., 2008)
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Estudo de compostos bioactivos e actividades bioldgicas do alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

DIOGO LADEIRAS

Andlise GC-MS:
- a-pineno (14.1%)

Analgésico Hidrodestilacdo (1h) Avaliacio dos efeitos antinociceptivos por 1) Oleo essencial -B-pineno (12.02%) (Ana L Martinez et al.,
g ¢
Modelo PIFIR em ratos 2009)
-Canfeno (11.47%)
-Canfora (8.75%)
. . 4 formulagdes de extractos*: Métodos de difusdo por disco, de micro e o - Componentes maioritdrios:
Antibacteriano P o1 - e PR 1) Acido carndsico* P PR .
Antioxidante a) 2 soliveis em dleo macrodilui¢io e de difusdo em dgar; Método 2) Acido rosmarinico* -Acido carnésico (Klancnik et al., 2009)
b) 2 soliiveis em dgua’ DPPH e sistema B-caroteno/dcido linoleico -Acido rosmarinico?
Avaliagao da peroxidacio lipidica e 6xido o
.. . " nitrico, actividade da catalase, glutationa Extractos a 0.2% e/a.0.0Z &
Antioxidante Extractos fluido supercritico contendo 20% de acido (Posadas et al., 2009)

peroxidase e superéxido dismutase, em vdrios
tecidos de ratos

carndsico

*Composto ndo isolado a partir do extracto/produto fornecido por empresa
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Estudo de compostos bioactivos e actividades bioldgicas do alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

Apéndice III

Apéndice I1I - Exemplos de estudos de Rosmarinus officinalis L. reportados entre 2010 e 30 de Novembro de 2014;

DIOGO LADEIRAS

Actividade biolégica

Extracto
1- Método
2- Solvente

Método de teste da actividade

Compostos isolados

Observacoes

Referéncia

Anticancerigeno
Anti-inflamatério

Extracto Etandlico
1- Maceracdo
2- Etanol

Citotoxicidade em linhas de células
cancerigenas humanas (HepG2, COLO 205 e
HL-60) e avaliacio do Oxido Nitrico em
células RAW 264.7 de macréfagos

1) Camosol
2) Acido carnésico

3) Outros flavondides e

compostos fendlicos

(Bai et al., 2010)

Extracto Hidroalcodlico

1) Qamoso]
2) Acido carnésico

Antibacteriano 1- Maceragdo Método de microdilui¢do em caldo: (MIC) 3) Acid Sli (Bernardes et al., 2010)
2- EtOH/H,0 8:2 (v/v) (iCowse iz
4) Acido oleandlico
Andlise GC-MS':
a) Destilacdo a vapor com »]fucah;l)toll 6(251.57;’%)
aparelho de Clevenger! Teste TEAC, avaliag¢do da peroxidagdo ) -borneo ( 6 O 4 (7")
Antioxidante b) Extracto Metandlico® lipidica e anido superéxido, em ratos apds 1) Oleo essencial' Xr_lgii[lseenﬁc(—MSZ?) (Botsoglou et al., 2010)
1- Maceragio, 4h intoxicagdo com tetracloreto de carbono _Carnosol ’
2- Metanol 80% -Acido carndsico
-Acido rosmarinico
. , Ensaio MTT em células cancerigenas da Andlise GC-MS:
Antgcancer.lgeno Hidrodestilagdo com aparelho de mama e fibroblasto, Método DPPH, Método 4 . - 1,8-cineol (38.5%) .
Antibacteriano e o . . . 1) Oleo essencial ] (Hussain et al., 2010)
Antioxidant Clevenger (3h) de difusdo por disco e Ensaio Resazurin -Canfora (17.1%)
nhioxicante microtitre-plate -a-pineno (12.03%)
Hidrodestilagdo com aparelho de
Clevenger com posterior: P - .
. . a) Extrac¢ao por fluido Avahz.igao da dcnvu.idde antlpfohferatlva 1) Acido carnésico* (Yesil-Celiktas et al.,
Anticancerigeno . (Ensaio MTT) em linhas de células ¢ . L
supercritico (CO,) . 2) Acido rosmarinico* 2010)
o cancerigenas humanas
b) Destilacdo Soxhlet com
metanol
Método de difusdo e microdilui¢do, e
Antibacteriano Extracto Etandlico (80%) avaliagdo do efeito sinérgico com cefuroxima, (Jarrar et al., 2010)
sobre MRSA
Avaliag@o da peroxidagao lipidica, TNF-a, Anéllse HP{“,C:
e o . R Lo P . -Acido carnésico
Anti-inflamatéri 3 Extractos fluido supercritico NO, expressao do 6xido nitrico sintetase 1) Acido carésico Verb ) (Kuo et al., 2011)
amatorio (COy/ 40°C, 60°C ou 80°C) induzivel (iNOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) Snorenona .
Slulas RAW 264.7 de macrofagos “Carnosol
em células .7 de macréfagos Cirsimaritina

Anticancerigeno
Gastroprotector

Extracto de Petrdleo
1- Destilagao
2- Petréleo

Avaliagdo das lesdes géstricas induzidas por
EtOH/HCI em ratos e citotoxicidade em
diferentes células

1) Acido carndsico
2) Acido12-0-
metilcarndsico

Sintese de 17 ésteres e éteres
derivados do Acido carndsico

(Theoduloz et al., 2011)
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Estudo de compostos bioactivos e actividades bioldgicas do alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

DIOGO LADEIRAS

Anti-inflamatério

a) Extracto Hidroalcodlico'
1-Maceragdo

2- Etanol 96%

b) Fracgio Hexano?

c) Fracgio Acetato de Etilo®

Avaliag@o dos niveis de Oxido Nitrico (NO),
leucdcitos, interleucina-1p (IL-1p) e factor de
necrose tumoral-a (TNF-0) em ratos

1) Camosol
2) Acido betulinico
3) Acido ursélico

Andlise HPLC:
-Carnosol %3
-Acido carnésico!
-Acido rosmarfnico
-Acido betulinico’
-Acido ursélico’

1

(Benincé et al., 2011)

Anti-inflamatério

a) Extracto Hidroalcodlico’
1- Percolagﬁo
2- Etanol:Agua (70:30)

Avaliag@o dos danos no c6lon em ratos com
colite induzida

1) Oleo essencial®

Andlise GC-MS2:
-a-pineno (39.8%)
-1,8-cineol (18.3%)

(Minaiyan et al., 2011)

b) Hidrodestilagio* (3h) -Canfora (7.4%)
Anilise GC-MS:
a) Hidrodestilagdo de diferentes ’T’gfﬁgﬁ)l
- partes aéreas da planta Método DPPH, Ensaio de Folin—Ciocalteau, 4 e o
Antioxidante b) Fraccionamento (Fracc¢aol a Meétodo Azul da Prissia e Teste TBARS 1) Oleo essencial -Canfeno (Beretta et al., 2011)
F4 -Terpenos (F1)
) -(;etonas (F2)
-Alcoois (F3)
L. . S < . Anilise GC-MS:
Antibacteriano . . Tf:cmca Fle mlcrodllulggo (Rara MIC e MBC), 1) Oleo <?ssen:1al 1 8-cineol (26.5%) .
Antiféngico Hidrodestilagdo (3h) Clt,()l’l’.letl’la de fluxo e microscopia de forca 2) 1,8iC1ne(:<l -epineno (20.1%) (Jiang et al., 2011)
atémica 3) a-Pineno -Cénfora (12.9%)
Avaliagdo da expressdo de IL-1pB, TNF-a, .
. . Extracto Aquoso COX-1 e COX-2 e infiltracdo leucocitdria em 1) Acido carndsico* .
Anti-inflamatério Extracto Etanélico ratos (in vivo) e producio de NO células de 2) Carnosol* (Mengoni et al., 2011)
macréfagos (in vitro)
Anti . Ensaio MTT e citometria de fluxo em células 1) Acido carnésico* (C.-W. Tsai et al.,
niicancerigeno do neuroblastoma humano IMR-32 2011)
Ensaio de Alamar Blue e avalia¢@o dos niveis 1) Carnosol*
Citoprotector de mRNA e glutationa, em células de P . (C.Chenetal., 2011)
2) Oleo essencial*
hepatoma humano
Hipocolesterolémico Extracto padronizado para 20% Avaliagdo do peso, glucose, colesterol e lipase (Ibarra et al., 2011)
Hipoglicémico de Acido carnésico pancredtica em ratos sob dieta rica em gordura ”
Extracto Etandlico Avaliagdo da actividade em {leos de porcos- (Ventura-Martinez et
Antiespasmédico 1-Maceragdo da-guiné induzidos por KCl, acetilcolina e al., 2011)
2- Etanol estimulo eléctrico ”
Extracto Acetona Avaliagdo da proliferagdo e distribuicao do < inceﬂil(s)ecg({;lcco (48%)
Anticancerigeno 1- Maceragdo . P 1) Acido carnésico Py . o~ (Einbond et al., 2012)
2- Acetona ciclo celular em células do cancro da mama - Acido12-O-metilcarnésico (8%)
-Carnosol (3%)
Extracto Hidroalcodlico Teste de suspensdo da cauda, teste de natacdo . . (D G Machado et al
Antidepressivo 1- Maceragdo ] 1) Acido ursélico v
2-E forcada e teste de campo aberto em ratos 2012)
- Etanol 96%
.. Extracto df: Acetato de Etilo Avaliag@o da antinocicep¢ao pelo Teste de b AC%dO [MICIOMEICO (Ana Laura Martinez et
Analgésico 1- Maceragdo Writhine induzid scid i " 2) Acido oleandélico 12012
2- Acetato de Etilo rithing induzido por dcido acético, em ratos 3) Acido ursélico al., )
. L~ A Lo Anadlise HPLC-DAD-MS/MS:
S de ea . Extracto EtmehCO A\{ah'ag:a'o de parametros bl.oqullmlcos . 1) Acido carnésico -Acido carnésico (38.9%) (Romo Vaquero et al.,
Antidislipidémico 1- Maceragdo (triglicéridos, colesterol, e insulina) e Lipase
L 2) Carnosol -Carnosol (6.56%) 2012)
2- Etanol 96% pancredtica em ratos ;
-Metilcarnosato (6.96%)
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Estudo de compostos bioactivos e actividades bioldgicas do alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

DIOGO LADEIRAS

Método de microdilui¢do em caldo: (MIC e

1) Oleo essencial

Compostos maioritarios:

Antibacteriano . e MBC); 2) 1,8-Cineol* -1,8-cineol (27.23%)
Anticancerigeno Hidrodestilagdo Ensaio MTT em trés células cancerigenas 3) a-pineno* -a-pineno (19.43%) (W. Wang et al., 2012)
humanas 4) B-pineno* -Canfora (14.26%)
Extracto Aquoso'
1-2h a 98°C Avaliagdo da proliferagdo e progressdo do 1) Acido carnésico* Anqllse HPLC,:. le2
. P 2- Agua . PR . . -Acido rosmarinico' ¢ .
Anticancerigeno P ciclo celular em c€lulas de cancro do ovario 2) Carnosol Fal P (Tai et al., 2012)
Extracto Etandlico o . -Acido carnésico
o humano 3) Acido rosmarinico* P
1-22°C -Carnosol
2- EtOH 70%

Anti-inflamatério

Extracto Metandlico e
fraccionamento com n-hexano
1-Maceragdo, 24h

2- Metanol 80%

Ensaio de migracio celular e determinacao
das proteinas MPC-1 e MMP-9 em células de
macréfagos e musculo vascular liso

1) Acido carnésico*
2) Carnosol*

Andlise HPLC (extracto e
fraccdo):

-Acido carnésico

-Acido rosmarinico

(Chae et al., 2012)

Extracto Etandlico

Ensaio de viabilidade celular, Ensaio de

1) Acido carnésico*

Andlise HPLC:

Anticancerigeno (etanol 96%) a_desao e migragdo e extrac¢do de RNA em 2) Acido rosmarfnico* »Ac;do carngsico (Barni et al., 2012)
linhas de células do cancro colorectal -Acido rosmarinico
3 Tipos de extractos -Acido carnsico
1. 2. 3
Antioxidante (oleosoliveis)*: Meétodo DPPH e avaliacdo do anido ) %23%5)0’1(36'2%) (42.2%)
Anti . a) VivOX 20! superéxido; Actividade antiproliferativa 1) Acido rosmarinico* (2.6%)1:(44%)%(7.3%)° (bilas et al., 2012)
niicancerigeno b) VivOX 40? (Ensaio SRB) em células tumorais humanas (D700 AN ST
¢) Inolens 50° -Metilcarnosol
(0.72%)",(3.4%)*(1.8%)*
o Ava.haga.o da dlferenm‘:igao celul.ar, . ) (E1 Omri, Han,
Colinérgico acetilcolinesterase, colina e acetilcolina em 1) Luteonina*
. Kawada, et al., 2012)
células PC12
27 Extractos Metandlicos a partir Extractos agrupados tendo em
Antioxidante de folhas hidrodestiladas Métodos FRAP, ABTS, DPPH e Método de conta o racio acido (Jordén et al., 2012)
Antibacteriano 1- Destilacao Soxhlet, 2h difusdo por disco carndsico/carnosol (40:60; v
2- Metanol 50:50; e 40:60)
. . Extracto I-Iidroalcoélico Teste Splash, Open—fi:.?ld, Novel object e Noyel Anélise HI?LC: (Daniele G Machado et
Antidepressivo 1-Maceragdo cage em ratos submetidos a uma bulbectomia -Acido ursélico (15.71%) al., 2012)
2- Etanol 96% olfactéria (depressdo induzida) -Carnosol (10.03%) "
. . Extracto H}droalcoohco Teste do campo aberto e Teste de suspensdo 1) Carnosol (Daniele G Machado et
Antidepressivo 1- Maceragio L. .
2- Et: da cauda 2) Acido betulinico al., 2013)
- Etanol 96%
a) Extracto Etandlico apds
hidrodestilagao'
1- Maceragio (22-25°C) ) 1.
2- Etanol 96% Avaliagdo dos niveis de NO, leucdcitos, 1) Carnosol Carnosol (18.7%)";

Anti-inflamatério

b) Frac¢des

- Hexano?

- Acetato de etilo®
- Etanélica*

neutréfilos, IL-17A e IL-10 em ratos

2) Acido rosmarinico

(1’8%)2;(19.3‘70)3
-Acido rosmarfnico (6.3%)'

(da Rosa et al., 2013)

Antivirico

Extracto Etandlico
1- Maceragdo
2- Etanol 70%

Avaliagdo da replicac@o do virus sincicial
respiratério humano (hRSV) por ensaio de
microneutralizagdo e por placa e da sintese de
RNA viral

1) Acido carnésico
2) Acido rosmarinico
3) Acido ursélico

4) Acido oleanélico
5) Acido betulinico

Compostos isolados da frac¢do
acetato de etilo obtida a partir
do extracto etanélico

(H.-B. Shin et al., 2013)
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DIOGO LADEIRAS

Anti-inflamatério

a) Extracto Metandlico'
1- 24h, Tambieme

2- Metanol 80%

b) Fracgio hexano®

Avaliagdo dos niveis de 6xido nitrico,
prostaglandina E,, TNF-a, COX-2, MAPKs,
em células de macréfagos

1) Carnosol
2) 4’-metoxitectocrisina
3) Acido carndsico*

Andlise HPLC:

-Acido carnésico (9.3%)';
(18.4%)?

-Carnosol (3.7%)"; (2.5%)*

(M.-H. Yu et al., 2013)

Anti-inflamatério

Extracto Hidroalcodlico
1- Maceragdo

Avaliacdo da dor, analgesia, COX-1, COX-2 e
corticosterona, em ratos com dor e inflamacdo

1) Carnosol*

(Emami et al., 2013)

Analgésico 2- Agua/Etanol (1:1) induzida
e o, 1) Acdo oo’ Al HPLC
Antidepressivo Extracto Etandlico (etanol 70%) p » dop > ? 2) Acido carnésico* -Acido rosmarinico (4%) (Sasaki et al., 2013)

acetilcholina em ratos, e tirosina hidroxilase
em células PC12

3) Luteolina*

-Acido carnésico (1.3%)

Anti-inflamatério

Extracto Etandlico
1- Temperatura ambiente, 4h

Avaliagdo de citoquinas, edema na orelha e
factor nuclear kappa-B, em células THP-1 e
ratos com inflamagao induzida por
Propionibacterium acnes

1) Qamoso]*
2) Acido carndsico*
3) Acido rosmarinico*

Andlise HPLC:
-Acido rosmarfnico
-Acido carnésico
-Carnosol

(T.-H. Tsai et al., 2013)

Anti-inflamatdério

Extracto Aquoso
1- Digestdo 80°, 2h

Avaliag@o do edema induzido em ratos; Teste

1) Acido rosmarinico
2) Ester derivado do acido

(Lucarini et al., 2013)

Analgésico X da Formalina e Constricdo abdominal P
2- Agua rosmarinico
. . . o Compostos maioritarios:
. . . . Ensalt? I\i[TT’ citometria de' fluxoe fri valiagio -Acido carnésico (19.56%) (Gonzilez-Vallinas et
Anticancerigeno Extracto fluido supercritico (CO,)  da resisténcia ao 5-Fluoracilo em células
N -Carnosol (1.90%) al., 2013)
cancerigenas do colon -Oleo volatil (15.52%)
e L. Compostos maioritarios:
Antioxidante Extractos ﬂ}ndo supercntl.c? Método DPPH; Ensaio MTT em células de -Acido carnésico .
. . (CO,) em diferentes condigoes de . - . (Vicente et al., 2013)
Anticancerigeno ~ carcinoma hepdatico humano -1,8-cineol
extracgao Canfora
Ensaio de consumo de glicose, avaliacido do AAnz'%}iise ‘GC:MS:
Antidiabético Extracto Metandlico glicogénio e Ensaio de glicdlise em células ~2C1C0 carmosico (Tu et al., 2013)
HenG2 -Acido ursélico
ep -Acido oleandlico
I Extracto Acetato de etilo Meétodo DPPH; Ensaio MTT, produgdo de Compostos maioritarios: . .
Antioxidante . g . PR L. (Kontogianni et al.,
. . 1- Aparelho Soxhlet (6h para cada 6xido nitrico e TNF-a, em células -Acido carnésico
Anticancerigeno . (. o 2013)
solvente) cancerigenas de rato -Acido ursdlico
Meétodo DPPH; Avaliagdo da peroxidacdo Andlise GC-FID/GC-MS:
Antioxidante . e lipidica hepdtica, glutationa redutase e 4 e -1,8-cineol (43.77%) LA
Hepatoprotector Hidrodestilagdo oxidase, CAT, em ratos Wistar induzidos com 1) Oleo essencial -Canfora (12.53%) (Raskovié et al., 2014)
CCly -a-pineno (11.51%)
a) Extract0~Etanohco Avaliaggo dos danos oxidativos no DNA de Nio se verificou actividade com  (Razavi-Azarkhiavi et
Genoprotector 1- Maceragdo com etanol 80% P . .
linfécitos humanos induzidos com H,O, 0 extracto aquoso al., 2014)
b) Extracto Aquoso
Extractos fluido supercritico E(;iiizM;l’grzz C;l(uli;:;(r)lcfz;llgéteirzsedo 1) Carnosol* Anilise HPLC: (Gonzélez-Vallinas,
Anticancerigeno (COy, 40°) em diferentes p » GXpIessdo g ) -Carnosol (1 a3%) Molina, Vicente, Zarza,

condicdes

RNAm, e avaliagdo da tumorigenicidade em
ratos

2) Acido carnésico*

-Acido carnésico (10 a 30%)

et al., 2014)

*Composto nao isolado a partir do extracto/produto fornecido por empresa

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, ECTS

VIII



