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Resumo

Como ¢ bastante conhecido, os seres humanos usam plantas ha séculos para um amplo
espectro de aplicagoes, como culinéria ou até mesmo medicina. Algumas plantas tém, de
facto, propriedades que podem ajudar com a satade de véarios sistemas do corpo humano
devido aos seus componentes. No caso da hortela, mais especificamente, a Mentha
spicata L. estes componentes sido fendis, flavonoides entre outros, os quais
desempenham um papel importante na inibicao do stress oxidativo, ao eliminar espécies
reativas de oxigénio (ROS) e essa capacidade de proteger do stress oxidativo é chamada
de capacidade antioxidante. Neste trabalho, o stress oxidativo foi causado nas plantas a
partir da exposicao a um elemento radioativo, o radao (222Rn). Portanto, neste estudo,
trés grupos de Mentha spicata foram expostos a diferentes ambientes para que,
posteriormente, a sua capacidade antioxidante fosse comparada. Um grupo de plantas
foi exposto a uma atmosfera rica em radao (amostra A), outro, nas mesmas condicoes,
exceto o aerossol radioativo (amostra B), e outro grupo colocado num ambiente sem
qualquer intervencao (amostra C). Apos duas semanas de exposicao, mediu-se a
concentracao do radionuclideo 222Rn, nas camaras e no ambiente, colocaram-se as
plantas a secar ap6s o que se procedeu a extracao dos seus componentes antioxidantes.
Para a avaliacao da capacidade antioxidante, foram realizados testes com o radical DPPH
utilizando dois protocolos diferentes, o que nos permitiu, também, identificar qual o
melhor a utilizar nestas condicGes especificas. As atividades antioxidantes encontradas
nos trés grupos de plantas foram calculadas pelos métodos de percentagem de sequestro
do radical (%RSA) e através do IC,,. As plantas da amostra A revelaram uma capacidade
antioxidante muito comprometida, uma vez que apresentaram uma percentagem de
sequestro mais baixo e o ICso mais alto em comparacdo com as da amostra C. Por outro
lado, no caso das plantas da amostra B, verificou-se que a capacidade antioxidante
apresentava um valor intermédio quando comparado com a capacidade antioxidante das
outras duas amostras. E relevante referir, que também foi possivel determinar que o
melhor protocolo, para esse ensaio e para estas condicoes, é o teste 1, ressaltando a
importancia da padronizacdo do estudo e da realizacdo de ensaios complementares, nao
s6 para avaliar as propriedades antioxidantes como também a morfologia e a

quantificacdo de compostos quimicos nos grupos de plantas estudados.

Palavras-chave
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Abstract

As is widely known, humans have used plants for centuries for a wide range of
applications, such as cooking or even medicine. Some plants indeed have properties that
can benefit the health of various systems in the human body due to their components. In
the case of spearmint, more specifically Mentha spicata L., these components include
phenols, flavonoids, among others, which play an important role in inhibiting oxidative
stress by eliminating Reactive Oxygen Species (ROS). This ability to protect against
oxidative stress is referred to as antioxidant capacity. In this study, oxidative stress was
induced in plants through exposure to a radioactive element, radon (222Rn). Therefore,
in this study, three groups of Mentha spicata were exposed to different environments so
that their antioxidant capacities could be compared afterwards. One group of plants was
exposed to an atmosphere rich in radon (sample A), another under the same conditions
except for the radioactive aerosol (sample B), and a third group placed in an environment
without any intervention (sample C). After two weeks of exposure, the concentration of
the radionuclide 222Rn in the chambers and the environment was measured, and the
plants were dried before their antioxidant components were extracted. To evaluate the
antioxidant capacity, DPPH radical tests were carried out using two different protocols,
which also allowed us to identify the most suitable protocol to use under these specific
conditions. The antioxidant activities found in the three groups of plants were calculated
using the percentage of Radical Scavenging Activity (%RSA) and the ICs,. The plants in
sample A showed a highly compromised antioxidant capacity, as they exhibited a lower
percentage of radical scavenging and a higher ICs, compared to those in sample C. On the
other hand, the plants in sample B demonstrated an intermediate antioxidant capacity
when compared to the antioxidant capacities of the other two samples. It is important to
highlight that it was also possible to determine the most appropriate protocol for this
assay and for these conditions, is test 1, emphasising the importance of standardising the
study and conducting complementary tests, not only to assess antioxidant properties but
also the morphology and quantification of chemical compounds in the studied plant

groups.
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Capitulo 1

Introducao

1. Planta aromatica como objeto de estudo: Mentha spicata L.

A familia Lamiaceae possui varios membros, o género Mentha, pertencente a esta familia, inclui
aproximadamente 30 espécies que podem ser encontradas nas regioes temperadas da Europa,
Asia, Australia e Africa (Dhifi et al., 2013). A menta pode ser utilizada como condimento na
culinaria, como agente aromatizante em certos produtos alimenticios, ou para a extracao de seu
6leo essencial. Por vezes simplesmente apreciada como planta ornamental, é uma das mais

utilizadas em todo o mundo (Lubbe & Verpoorte, 2011).

A Mentha spicata L. (MS), também conhecida como hortela ou hortela-verde (Figura 1), é uma
planta perene caracterizada pela cor verde, com crescimento até 100 cm, apresenta caules
ramificados com folhas dentadas e inflorescéncia, ou seja, a ramificacao termina em um conjunto
de flores (Mahendran et al., 2021) é de uso comum como planta medicinal, sendo incluida nas
farmacopeias de diversos paises europeus. De entre as muitas aplica¢des que lhe sdo atribuidas,
destacam-se suas propriedades estimulantes, digestivas e carminativas, sendo empregada no
tratamento de problemas digestivos, gases, dispepsias nervosas, palpita¢oes, tremores nervosos,
vomitos, cllicas uterinas, além de auxiliar na expetoragdo de catarros bronquicos. Apresenta
ainda, entre outras, caracteristicas antifngicas, antivirais, antimicrobianas, inseticidas,
antioxidantes, anti hemoliticas, diuréticas, estimulantes (Ebrahimzadeh et al., 2010; Mahendran

et al., 2021; M. R. Martins et al., 2012; Nickavar et al., 2008).

A MS é frequentemente consumida como cha ou infusdo, mas também pode ser aplicada
topicamente na forma de 6leo essencial (OE) (Mahendran et al., 2021). E importante notar que a
composicao quimica do 6leo essencial da MS pode variar dependendo da regiao onde é cultivada,

o que pode afetar as suas propriedades medicinais (El Menyiy et al., 2022).
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Figura I - Planta MS uilizada na investigagdo para este trabalho. Fonte: LabExpoRad

Dos compostos secundarios encontrados na MS podemos destacar os fenois e os flavonoides:

Fendis: sao alguns dos compostos ativos mais importantes encontrados na MS. O acido
rosmarinico e o acido cafeico sao os principais metabolitos encontrados na hortela-verde.
Outros acidos fenolicos importantes incluem o acido clorogénico, 4cido p-cumarico e
acido siringico (Mahendran et al., 2021).

Flavonoides: sdo importantes polifendis dietéticos (Mahendran et al., 2021). A
apigenina foi identificada como um importante flavonoide encontrado em extratos de MS
(El Menyiy et al., 2022; Mahendran et al., 2021). Outros flavonoides importantes incluem
diosmina e luteolina (Mahendran et al., 2021). Os extratos etanélicos de folhas de MS
contém uma grande quantidade de compostos fenoélicos, incluindo naringenina,

epicatequina, catequina, rutina, miricetina e luteolina (El Menyiy et al., 2022).

Nos OEs da MS a composicao pode variar significativamente dependendo da regiao onde esta é
cultivada. No entanto, a carvona é frequentemente relatada como o constituinte predominante do
OE de MS (Mahendran et al., 2021), assim como o limoneno, o 6xido de piperitona, a mentona, a
isomentona, a pulegona, o 1,8-cineol, a canfora, o p-cimeno, a di-hidrocarvona, o B-cariofileno, o
germacreno D, a a-pineno e o linalol (Mahendran et al., 2021). A diferenca na quantidade dos
compostos fendlicos e/ou flavonoides, entre outros compostos bioativos encontrados nos OE,

pode ser atribuida a fatores genéticos, ambientais e a sua interagdo (Mahendran et al., 2021).

Vérios estudos demonstram que extratos e Oleos essenciais de MS possuem uma atividade
antioxidante significativa. Os compostos fendlicos sdo uma classe importante de antioxidantes
naturais encontrados em diferentes plantas (Abootalebian et al., 2016; Ebrahimzadeh et al., 2010;
Scherer et al., 2013). A sua estrutura quimica, caracterizada por anéis aromaticos com um ou

mais grupos hidroxilo, confere-lhes a capacidade de fornecer eletroes ou a&tomos de hidrogénio a



radicais livres, neutralizando-os (Ebrahimzadeh et al., 2010; Scherer et al., 2013). Este topico,

sera abordado com mais detalhes na seccio 1.1.

Os compostos fendlicos desempenham varias funcoes importantes na vida das plantas,
contribuindo para a sua capacidade de se adaptarem e prosperarem em diversos ambientes
(Boudet, 2007; Cheynier et al., 2013). As plantas aumentam a producao de compostos fendlicos,
muitos dos quais antioxidantes, em resposta a stress abiotico como seca, salinidade, temperaturas
extremas, radiacdo ultra-violeta e metais pesados (Sharma et al., 2019). Alguns desses mesmos
fatores também podem levar a um aumento de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), no entanto,
neste ambito, nao ha estudos sobre qual o comportamento devido a exposicao ao gas radao. As
ROS s3o moléculas muito reativas que podem danificar componentes celulares vitais como

proteinas, lipidos, hidratos de carbono e ADN (Shao et al., 2008).

O objetivo central deste estudo, é utilizar a planta MS para a comparacao de dois protocolos
distintos de avaliacao da sua capacidade antioxidante apds exposicdo a um ambiente rico em gas
radao. A capacidade antioxidante de plantas é um pardmetro fundamental para entender a sua
resposta a fatores de stress, sendo esta caracteristica de grande importancia, particularmente em
espécies de interesse medicinal e alimentar, uma vez que o0s compostos antioxidantes
desempenham um papel crucial na protecdo das plantas contra os efeitos prejudiciais do stress
oxidativo, causado por um desequilibrio entre a producio de ROS e a capacidade antioxidante das

células (Shao et al., 2008).

O estudo sera realizado com trés grupos distintos de plantas: dois grupos de controlo (B e C), que
nao serdo submetidos a qualquer intervencdo, e um grupo experimental (A). No grupo
experimental, sera introduzida uma rocha radioativa, exaladora de radao, de modo a submeter as
plantas a exposicdo continua deste gas radioativo, enquanto os grupos de controlo seguirdo o

mesmo protocolo sem a presenca da rocha.

Nesta investigacdo pretende-se avaliar o impacto da exposicdo ao raddo nas propriedades
antioxidantes da MS, comparando as plantas expostas a este gas radioativo com as nio expostas.
Espera-se, por isso, que seja possivel identificar diferencgas significativas na capacidade
antioxidante entre os grupos, o que podera fornecer dados importantes sobre as possiveis
alteracdes metabdlicas ou fisiologicas desencadeadas pela exposicao ao raddao, nomeadamente ao

nivel da sua defesa contra o stress oxidativo.

Para os ensaios da atividade antioxidante, as partes aéreas das plantas pertencentes aos trés
grupos, serdo colhidos, secos e submetidos a extracao. Os métodos de extragao utilizados para
obter compostos secundarios de MS variam de acordo com o tipo de composto desejado. Neste
trabalho, foi utilizado o método de extracdo por solvente. Uma vez que a escolha do solvente
depende da polaridade dos compostos a serem extraidos, no caso deste trabalho, foi utilizado o

metanol pois é excelente para extrair compostos fenélicos (Abootalebian et al., 2016).



A motivacao central deste estudo reside no facto de a MS poder contribuir para a compreensao
dos efeitos do radao em organismos vegetais e para o aprofundamento do conhecimento sobre as
respostas antioxidantes de plantas expostas a agentes radioativos. Este estudo tem implicacoes

tanto ao nivel ecol6gico como nas areas da saide puablica e da biotecnologia.

1.1 Atividades antioxidantes

Os antioxidantes sao moléculas que inibem as reac¢oes provocadas por radicais livres e a oxidacao
celular, através da sua reducao em compostos neutros e oxidam-se elas préprias em moléculas
nao toxicas (Singh et al., 2017). Isso significa que atuam fornecendo eletrdes a radicais livres,
neutralizando-os e minimizando os danos oxidativos nos processos biologicos (Gulcin & Alwasel,

2023).

A distribuicao de compostos bioativos, como os antioxidantes, varia entre diferentes partes de
uma mesma planta, dai que raizes, folhas, flores, caules, frutos e sementes possam apresentar
perfis antioxidantes distintos. A biossintese de metabdlitos secundarios, como os antioxidantes,
esta frequentemente ligada a estagios especificos do desenvolvimento da planta (Ranjbar et al.,

2020).

O método de extragdo, como ja foi referido, influencia diretamente a quantidade de compostos
antioxidantes presentes no extrato e, consequentemente, a sua atividade (Ranjbar et al., 2020),
do mesmo modo que o processamento do extrato, particularmente a secagem, as concentracgoes
utilizadas nos ensaios e as condi¢oes de armazenamento, como a temperatura, a luz e a humidade,

podem afetar a estabilidade e a atividade antioxidante (Sinchez-Moreno, 2002).

Estudos indicam que a espécie e a variedade da planta tém um papel significativo na composigao
quimica, incluindo a presenca e a concentracdo de compostos fenolicos (antioxidantes). Por
exemplo, Scherer (2013) destaca que diferentes espécies de Mentha apresentam diversidade na
composicdo do seu 6leo essencial. J4 El Menyiy (2022) menciona a existéncia de diferentes
quimiotipos em MS, com o O6leo essencial variando em composicdo de acordo com a
predominancia de determinados compostos, como a carvona, o carvacrol e outros. A época de
colheita é outro fator que pode levar a variagoes de concentracio de compostos bioativos da planta
uma vez que diferentes épocas de colheita influenciam o rendimento e a composicao do 6leo
essencial da MS (M. B. G. Martins, 2002).

Todos esses estudos identificaram, ndo apenas, alteracoes na composicdo quimica da MS, mas
também, registaram modificagbes nas suas atividades antioxidantes. Dai que, como ja foi
anteriormente referido, o presente estudo tenha como principal objetivo avaliar as alteragdes na
MS apos a sua exposicdo a um ambiente toxico, analisando de forma rigorosa a influéncia dessas

modificagGes na sua composicao quimica e na sua capacidade antioxidante.



1.2 Avaliacao da atividade antioxidante da MS

Na literatura existem diversos métodos quimicos e bioquimicos que permitem avaliar a atividade
antioxidante, in vitro, de substancias puras, fracoes e extratos organicos (Ahmad et al., 2012;
Mahendran et al., 2021; Ozer, 2018; Tomé & Silva, 2020). Um desses métodos envolve a utilizacio
do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), um composto quimico amplamente utilizado em

ensaios in vitro para a avaliacao da capacidade antioxidante.

O DPPH’ ¢ um radical livre estavel devido a deslocalizacdo do eletrao livre por toda a molécula o
que lhe confere uma maior estabilidade quimica. Essa deslocaliza¢io eletronica também resulta
numa coloracao violeta intensa, com uma absorcao maxima de comprimento de onda em torno

dos 517 nm, caracteristica que facilita a sua utilizacdo em ensaios de atividade antioxidante, uma

vez que a reducio do DPPH" resulta numa mudanca de cor mensuravel (Gulcin & Alwasel, 2023;
Molyneux, 2004). Este composto é solavel em solventes organicos polares, como metanol e

etanol, mas praticamente insoltivel em 4gua (Gulcin & Alwasel, 2023; Munteanu & Apetrei, 2021).

O ensaio com DPPH baseia-se na capacidade dos antioxidantes doarem 4tomos de hidrogénio ou

eletrbes ao radical DPPH®, neutralizando-o o resultando na formacio de DPPH-H

(difenilpicrilhidrazina), um composto de coloracdo amarelo-claro (Figura 2). Este processo de
reducio do DPPH" é acompanhado por uma diminuicdo da absorvaincia a 517 nm, que pode ser

medida por espectrofotometria (Abootalebian et al., 2016; Gulcin & Alwasel, 2023; Molyneux,

2004; Scherer et al., 2013), uma vez que quanto menor o valor obtido, mais do radical foi

sequestrado pelos compostos antioxidantes contidos na amostra.
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Figura 2 - Resumo do ensaio DPPH. Fonte: https://shorturl.at/AmSNa

As principais vantagens da utilizacdo deste método residem na sua simplicidade, baixo custo e
rapidez, permitindo obter resultados em apenas alguns minutos. Além disso, o ensaio DPPH ¢

capaz de detetar a atividade antioxidante em baixas concentragOes e apresenta uma elevada



consisténcia entre diferentes ensaios tornando-o uma ferramenta fiavel e amplamente aplicada

na investigacao cientifica (Gulcin & Alwasel, 2023; Molyneux, 2004; Munteanu & Apetrei, 2021).

O ensaio DPPH é, portanto, uma ferramenta ttil para elucidar se a atividade antioxidante da MS
se deve essencialmente a sua capacidade de eliminacdo de radicais livres. Alguns estudos tém
demonstrado uma forte correlacdo entre o contetido fendlico total nos extratos desta planta e a
sua capacidade de sequestrar radicais DPPH", sugerindo que os compostos fenélicos sio os

principais responséaveis por essa atividade antioxidante (Kanatt et al., 2007; Nickavar et al.,

2008). Também é possivel comparar a atividade antioxidante em diferentes extratos de MS,
obtidos com solventes distintos, ou a partir de diferentes partes da planta (Abootalebian et al.,
2016; Choudhury et al., 2006; Kanatt et al., 2007). Por exemplo, estudos demonstraram que
extratos metanolicos de MS apresentaram uma maior atividade antioxidante em comparag¢ao com

extratos obtidos através de outros solventes (Choudhury et al., 2006; Scherer et al., 2013).

E importante salientar que a utilizacio de uma tinica abordagem para a avaliacio da capacidade
antioxidante de uma planta ndo pode ser considerada eficaz, uma vez que ndo capta a
complexidade dos mecanismos antioxidantes (Munteanu & Apetrei, 2021; Nickavar et al., 2008).
Solugdes etanodlicas ou metanolicas de diferentes graus sdo as mais comummente utilizadas pois
conseguem extrair quase todos os tipos de flavonoides e compostos fendlicos (Cunha, 2009, p.
245), porém, alguns compostos antioxidantes presentes nas plantas sao soliveis em agua e, o
ensaio FRAP (Poder Antioxidante Redutor Férrico, da sigla em inglés), por exemplo, é
particularmente ttil na avaliacdo de antioxidantes hidrossoliveis (Munteanu & Apetrei, 2021).
Outro ensaio a semelhanca do DPPH ¢é a utilizacdio do ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), que também compreende uma reacao colorimétrica, neste caso
medida a 734 nm, e deve-se 4 uma captura de um radical, neste caso o catiénico ABTS"*(Kaddour

et al., 2022; Munteanu & Apetrei, 2021; Nickavar et al., 2008).

Justifica-se assim que o ensaio DPPH é uma ferramenta para a avaliacao preliminar da atividade
antioxidante em extratos metandlicos de MS, fornecendo informagdes essenciais sobre a

capacidade de eliminacio de radicais livres por essa planta.

1.3 Propriedades do radao

Uma vez que o gas raddo é o elemento quimico presente na atmosfera a qual a M'S estara exposta,
¢ fundamental apresentar algumas das suas propriedades para melhor se compreender o seu

potencial efeito na satide e no ambiente.

O raddo é um gas nobre radioativo que ocorre naturalmente na natureza e possui varias
propriedades importantes. E gerado a partir do decaimento do uranio (238U) presente, em

diferentes quantidades, em rochas graniticas, em solos e na dgua. A cadeia de decaimento inclui



o radio (226Ra) que possui uma semivida bastante longa (cerca de 1620 anos). O radao (222Rn) é

um descendente direto do 226Ra (Figura 3) e tem uma semivida de 3,8 dias (Cecil & Green, 2000).
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Figura 3 - Cadeia de decaimento do urdnio (**3U). Fonte: https://shorturl.at/ngSNS

Por ser um gés nobre, é praticamente inerte. Apesar de ser ligeiramente solivel em 4gua, a sua
solubilidade diminui com o aumento da temperatura. Devido a sua natureza inerte, a migragao
do radao no solo ¢ principalmente influenciada por processos fisicos, como a difusdo e o fluxo de
agua subterrdnea (Cecil & Green, 2000). O radao é responsavel por cerca de 50% da dose total
média anual, da radiacdo ionizante natural, a que as populagOes estdo expostas (Soares et al.,

2020).

A principal preocupacao relacionada com a exposi¢do humana ao radao surge, sobretudo, em
espacos fechados como, por exemplo, o interior das habitacdes. O radao proveniente do solo pode
infiltrar-se nos edificios através de fissuras nas fundacoes, juntas de canaliza¢oes mal vedadas e
outros orificios de entrada, como pode ser observado na Figura 4. As concentracoes de radao
nestes locais podem variar significativamente, influenciadas por fatores como o tipo de solo,
materiais de construcio, ventilagdo e época do ano (Soares et al., 2020). As concentracoes de
raddo em residéncias tendem a ser mais elevadas durante o inverno, devido a menor ventilacao,
particularmente em algumas regides onde os invernos sao mais rigorosos, uma vez que, nestes
casos, as janelas sdo frequentemente mantidas fechadas para mitigar o frio. Além disso, este
aumento nas concentracoes de radao pode ser particularmente significativo em areas onde, por
motivos de poupanca energética, o isolamento é ainda maior, contribuindo para a acumulacao do

g4s nocivo no interior das habitagbes (Bahu et al., 2021).



A exposicao prolongada a altas concentragbes de radao é a segunda principal causa de cancro de
pulmao, a seguir ao tabagismo (Kim et al., 2016; Soares et al., 2014). No entanto, para individuos
nao fumadores, o radao torna-se a principal causa dessa patologia, uma vez que, ap6s ser inalado,
o radao pode decair, libertando energia que se pode depositar em 6rgdos como o pulmao e o
estdmago, potenciando o desenvolvimento de neoplasias (Soares et al., 2014). Este gas radioativo
nao tem cheiro, cor ou sabor, mistura-se com o ar ambiente e ndo é percetivel pelos nossos
sentidos, tornando-o um perigo silencioso e invisivel. Nao existe um limite, seguro e conhecido
para a exposicao ao raddo, abaixo do qual seja possivel garantir que ndo havera dano, sendo que
o risco de desenvolvimento de cancro de pulmao aumenta de forma proporcional a exposicao

cumulativa ao longo do tempo (Riudavets et al., 2022).
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Figura 4 - Vias de entrada de raddo em edificios e residéncias. Fonte: https.//shorturl.at/hYMrN

Uma vez que o gas raddo é ligeiramente mais denso do que o ar, a ventilacdo adequada dos
edificios é fundamental para reduzir a concentracao, especialmente em areas suscetiveis a sua
acumulacao, como caves e pisos inferiores. Além disso, a selagem de fundacoes, paredes e pisos,
com materiais apropriados, pode impedir a entrada do raddo nos edificios (Bahu et al., 2021;
Soares et al., 2020). Essas medidas sdo essenciais para proteger a saide dos ocupantes e

minimizar os riscos associados a exposic¢ao a este gas radioativo.

Outra abordagem para a reducdo da concentracdo de raddo em ambientes fechados é a
biorremediacdo, que envolve o uso de organismos vivos, principalmente microrganismos e
plantas, para transformar ou degradar contaminantes em substancias menos téxicas ou mesmo
nao toxicas (Leung, 2004). Este método pode oferecer uma alternativa sustentavel e eficaz para

mitigar os riscos associados a presenca de radao e devera ser desenvolvido em trabalhos futuros.



Capitulo 2

Materiais e Métodos

2. Exposicao da MS a uma atmosfera rica em radao

Sendo o objetivo desta experiéncia realizar uma discussido aprofundada sobre as diferentes
técnicas utilizadas para a determinacdo da atividade antioxidante da MS, a avaliagdo desta
capacidade, é fundamental para compreender o potencial bioativo das plantas, especialmente no
que diz respeito a sua aptidao de neutralizar radicais livres e prevenir danos celulares associados

ao stress oxidativo.

Neste contexto, a MS, como ja foi referido, uma planta amplamente reconhecida pelas suas
propriedades terapéuticas, serve como um modelo adequado para investigar a eficacia de varios
métodos analiticos, tais como o ensaio DPPH, ABTS e outros. A comparacao entre estas técnicas
permitird nao apenas identificar quais sdo as mais apropriadas para a anélise da atividade
antioxidante desta espécie, mas também contribuir para o avango do conhecimento sobre os

compostos fenolicos e outros metabolitos secundarios presentes na planta.

A relevancia deste estudo reside na sua capacidade de fornecer informacéGes valiosas que podem
ser aplicadas em diversas areas como por exemplo, na industria farmacéutica, alimenticia e
cosmeética, onde o uso de extratos naturais ricos em antioxidantes tem uma crescente procura.
Por outro lado, a compreensao dos mecanismos de acao e dos métodos de avaliacdo da atividade
antioxidante pode orientar futuras investigacdes sobre o potencial terapéutico da MS e outras

espécies de interesse.

2.1 Materiais

2.1.1 Lote de plantas utilizadas

As plantas utilizadas neste trabalho tém origem em Portugal e sdo da espécie Mentha spicata L.,
pertencente a familia Lamiaceae. Foram adquiridos doze vasos da planta viva num supermercado

da cidade da Covilha. Ap6s a chegada ao Laboratério de Estudo dos Efeitos da Exposicao ao Radao



(LabExpoRad), localizado na UBIMedical, Covilha, Portugal, estas plantas foram imediatamente

preparadas para o inicio da experiéncia.

2.1.2 Camaras

As camaras utilizadas neste trabalho foram construidas em acrilico. As suas dimensoes sdo 30,5 =+
0,05 cm de altura, 28,7 + 0,05 cm de largura e 28,5 + 0,05 cm de profundidade, sendo o volume
total das cAmaras de 24947,48 + 128,13 cm3. As camaras possuem orificios em duas das suas
faces laterais, que podem ser abertos e fechados, de forma a permitir que sejam efetuadas as

medicoes da concentracao de raddo no seu interior.

2.1.3 Equipamentos

O equipamento utilizado na medicdo do radao no interior das cAmaras foi o RAD7 SN 3507.
(Durrigde USA). Os espectofotometros utilizados nos ensaios da avaliagio da capacidade
antioxidante foram o Thermo Spectronic V 4.60 (Helios) para o teste 1 e 0 UV-6300PC Double

Beam Spectrophotometer (VWR) para o teste 2.

2.1.4 Reagentes

Os principais reagentes utilizados nos testes 1 e 2 foram o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) da
Sigma-Aldrich e o metanol PA da LABCHEM.

2.1.5 Analise estatistica

Todos os calculos e a respetiva média foram obtidos através de medicoes em triplicado. Os
resultados sdo expressos em valores média + erro padrdo. As analises estatisticas foram obtidas
através da regressao linear dos valores medidos e através da ANOVA no Microsoft Excel, com

intervalo de confianca de 95%.

2.2 Meétodos

2.2.1 Preparacao das plantas e periodo de exposicao

Doze vasos da planta MS (Figura 5) foram separadas em trés grupos. O grupo A consiste em vasos
com as plantas que serdo expostas a um ambiente rico em radio, encerrado numa camara em
acrilico devidamente selada para evitar fugas do gas exalado pela rocha disposta no interior da
camara. O grupo B, considerado controlo, nas mesmas condi¢oes do grupo A, dentro de uma
camara de acrilico fechada, sem qualquer alteracdo dos vasos ou exposigdo ao raddo. Por fim, o
grupo C, também considerado controlo, mas os vasos das plantas deste grupo foram mantidos no

laboratorio sem ter sido encerrados em nenhuma camara nem alterado os seus vasos. A disposigao
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das plantas dos grupos A e B podem ser verificadas na Figura 1. Para simular o ambiente com
raddo, foram utilizadas rochas compostas essencialmente por quartzo e jaspes com
mineralizagoes de pecheblenda, um mineral que contém uranio e radio, que através do seu

decaimento ira gerar o gas radao.

Figura 5 - Exemplos dos vasos da MS utilizadas neste trabalho. Fonte: LabExpoRad.

Os grupos A e B, que estavam encerradas nas camaras, foram supridas de dgua o suficiente para
manterem-se vivas durante o periodo de exposicao (Figura 6). O método utilizado para tal foi
através de um dispositivo em argila, com 4gua no interior, que difunde agua para o solo onde as
plantas se encontram conforme a humidade diminui, como uma espécie de “rega automatica”. As
plantas do grupo Crecebiam regas periddicas para manter a humidade do solo. A humidade média

relativa durante o periodo de exposi¢do no ambiente do laboratorio foi de 56%.

As plantas permaneceram nestas condicoes entre os dias 28 de marco de 2024 e 12 de abril de

2024.

Figura 6 - Disposi¢do do material em argila dentro da camara. Fonte: LabExpoRad
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2.2.2 Exposicao ao radao

Neste trabalho, para a determinacao da concentracio de radao, tanto no interior como no exterior
das cAmaras de exposicao das plantas da espécie MS, foram utilizados detetores passivos CR-39
(carbonato de polialildiglicol), também conhecidos como detetores s6lidos de tracos nucleares
(SSNTD, da sigla em inglés) juntamente com o detetor ativo RAD7 e uma monitorizacao constante

com o RadonEye Plus2 (Korea).

Os detetores passivos, ao serem expostos ao raddo presente no ambiente, funcionam sem a
necessidade de energia externa. No caso do CR-39, o radao difunde-se para dentro do detetor, e
as particulas alfa, emitidas pelo radao e pelos seus produtos de decaimento, geram tragos
microscopicos no material do detetor. Apdés um determinado periodo de exposicao, o detetor é
submetido a um processo de gravacao quimica, que torna os tragos visiveis e contaveis através de
um microscopio 6tico (Bahu et al., 2021; Soares et al., 2020). Apds a revelacdo quimica dos
detetores, é possivel efetuar a avaliacdo da concentragio de raddo. Essa andlise permite
quantificar a presenca do gés e, consequentemente, avaliar os niveis de exposi¢ao ao raddo no

ambiente onde a MS foi colocada.

Figura 7 — Exemplo de um detetor passivo RadTrack3 do laboratorio Radonova, Inc e
utilizado neste trabalho. Fonte: https://radonovalaboratories.com/product/radtrak3/

Para este trabalho foram utilizados 3 detetores passivos do modelo RadTrack3 (Figura 7),
dispostos um em cada cadmara dos grupos A e B e um na bancada do laboratério onde as plantas

permaneceram até ao fim da exposicao (grupo C).

Os detetores ativos requerem energia externa para operar e usam métodos eletronicos para
detetar e medir o raddo em tempo real (Soares et al., 2020). O RAD7 (Figura 8), por exemplo,
utiliza um método de espectroscopia alfa, onde as particulas alfa emitidas pelo radao sao
detetadas e a sua energia é analisada para determinar a concentracdo de radao. A principal
vantagem deste método de detegdo reside na sua maior sensibilidade, na obtencao de resultados
mais rapidos e na capacidade de medir as concentracoes de radao de forma continua e instantanea

(“RAD? - Electronic Radon Detector - User Manual,” 2023).
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Figura 8 - Equipamento de dete¢do ativa RAD7 Durrigde USA. Fonte: (“RAD?7 - Electronic Radon

Detector - User Manual,” 2023)

Os valores de concentracao de radao no interior das camaras de cada grupo e no ambiente sio

expressos em Bq/ms3.

2.2.3 Preparacao das plantas ap6s exposicao e extracao

A preparacdo para a extracdo envolve inicialmente a secagem, ao ar, da parte aérea das plantas

(Figura 9), caules e folhas, seguida pela trituracdo das plantas de cada um dos grupos. As amostras

A, B e C, foram tratadas, armazenadas e identificadas separadamente. Na Tabela 1 estdo

representados os valores das massas e correspondente rendimento das plantas estudadas.

Figura 9 - Plantas do grupo A e C colocas para secagem ao ar. Fonte: LabExpoRad.

Tabela 1 - Dados da massa das amostras antes e depois da extracdo. Incerteza do equipamento: +0,01 7}.

Massa planta | Massa ap6s a Rendimento
Amostra | seca triturada extracao .
&) &) o0
A 2,01 0,42 20,90
B 2,01 0,56 27,86
C 2,08 0,48 23,08
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Apos a trituracdo, a cada uma das amostras colocadas num erlenmeyer devidamente identificado
como A, B e C, foram adicionados 20 mL de metanol por grama de planta seca e triturada. Os
erlenmeyers foram colocados em banho-maria a 40°C com ultrassons para a dissolu¢do dos
compostos de interesse. Com o auxilio de funil de Biichner e papel filtro, filtraram-se as solucées
obtidas e o filtrado é transferido para bal6es de fundo redondo previamente pesados. Os baloes
foram posteriormente levados para um evaporador rotativo Buchi-R-251 até completa evaporacao

do solvente.

Para se obter uma concentracao conhecida, do extrato de cada amostra, apds o uso do evaporador
rotativo, a massa do extrato foi registada e é apresentada na Tabela 1. Com base na massa de cada
extrato obtido, calculou-se o volume necessario de metanol, a adicionar num frasco limpo e
devidamente identificado, de forma a atingir a concentracao de 50 mg/mL. Estas solugbes dos
extratos foram armazenadas a 4°C até serem utilizadas nos ensaios de avaliacdo da capacidade

antioxidante.

2.2.4 Ensaios de avaliaciao da capacidade antioxidante

Os ensaios das atividades antioxidantes, realizados neste trabalho, foram adaptados a partir de
Brand-Williams et al. (1995) designados como teste 1, e de Luis (2009), identificados como teste
2. Os resultados obtidos em ambos os ensaios serdo discutidos no Capitulo 3. Para ambos os
testes, realizaram-se as dilui¢cGes dos extratos das plantas (Figura 10). Esta etapa é crucial, pois se
a concentracio da amostra estiver fora da faixa linear de detecao do espectrofotémetro, as leituras
nao serdo precisas, o que podera resultar na necessidade de realizacdo de novos ensaios com

concentracoes de extratos diferentes.

i
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Figura 10 - Dilui¢des das solugoes dos extratos das plantas. Fonte: LabExpoRad

Para cada concentracio de extrato, tanto no teste 1 como no teste 2, foram adicionados 3,9 mL de
DPPH 0,1 nM. No controlo, a mesma quantidade de extrato foi substituida por metanol. Todas as

preparacoes foram realizadas em triplicado (Figura 11).
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Os preparados foram mantidos ao abrigo da luz e, ap6s 30 minutos para o teste 1 e 90 minutos
para o teste 2, as leituras foram realizadas no espectrofotémetro a 517 nm, sendo a leitura do

controlo efetuada a cada alteracao das concentracoes dos extratos.

A percentagem do radical DPPH sequestrado (%RSA) foi calculada utilizado a equacao (1) em que
os resultados indicam que quanto maior for a percentagem encontrada, maior é a atividade

antioxidante.
%RSA = |“_s‘:;“ | x 100 (1)

Onde %RSA (Radical Scavengin Activity) — é a percentagem de radical que foi sequestrado na
solucao do extrato, Ac - média das absorvancias do controlo e As - média das absorvancias para

cada concentracio das amostras.

Outra forma de se avaliar a atividade antioxidante é através do ICso (Concentracao Inibitéria, da
sigla em inglés) que representa a concentracdo de um antioxidante necessaria para reduzir a
concentracao inicial do radical DPPH em 50%, numa determinada unidade de concentragdo. Um
valor de ICso mais baixo indica uma maior capacidade antioxidante, pois significa que uma menor
concentracdo do antioxidante é necessaria para neutralizar a mesma quantidade de radicais

DPPH (Gulcin & Alwasel, 2023; Molyneux, 2004; Munteanu & Apetrei, 2021; Nickavar et al.,

2008).

Apoés a realizacdo dos procedimentos descritos anteriormente, os resultados sao expressos em ICso

e em percentagem de RSA médio os quais necessitam de uma analise e interpretacao cuidadosa.

Figura 11 - Aspeto dos tubos apés a adigdo do reagente DPPH. Fonte: LabExpoRad.
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Capitulo 3

Analise dos resultados

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante a determinacao da
atividade antioxidante na MS, utilizando dois protocolos distintos de extracao e analise: o método
adaptado de (Brand-Williams et al., 1995) e o de (Luis, 2009). A analise dos resultados foca-se na

eficicia dos diferentes protocolos, bem como na influéncia da exposicao ao radao nas amostras.

3. Resultados

3.1. Observacoes diretas das plantas e medicao da exposicao ao

radao

Apo6s uma semana, ja se podiam observar diferencas significativas entre as duas camaras
identificadas como grupos A e B. As plantas do grupo B ndo apresentava alteracoes visiveis em
relacio a0 momento da selagem da cimara, enquanto as do grupo A exibiam um leve tom
acastanhado. Apo6s duas semanas de exposicao, procedeu-se a determinacao da concentracao de
radao dentro e fora das cimaras, utilizando para isso o detetor RAD7. Subsequentemente, as
camaras foram abertas, as plantas retiradas do seu interior e colocadas em recipientes adequados,
perfeitamente identificados, de forma a poderem secar ao ar. Os detetores passivos foram
cuidadosamente armazenados para posterior envio para a contagem dos tracos no laboratério
Radonova, Inc. Durante a preparacao das plantas, para se proceder a secagem, observou-se uma
diferenca significativa entre os grupos: no grupo A, as plantas apresentavam-se acastanhadas,
murchas e com um odor desagradavel, enquanto nos grupos B e C, as plantas mantinham uma

coloragao viva e o aroma caracteristico da hortela.

Os resultados obtidos das medi¢des da concentracdo de radao utilizando-se os métodos ativo e

passivo estao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Concentracdo (atividade especifica) de raddo

Método | Grupo Concent;iéécl |de radao
2/ EB)
A > 138900
7000+ 1100
6460+ 980
323000 + 2800
2950 £+ 230

37+3

Passivo

Ativo

O W 0O w

3.2. Resultados da atividade antioxidante

Os resultados das atividades antioxidantes obtidos nos testes 1 e 2 estao apresentados na Tabela

3.

Tabela 3 — Percentagem média de radical sequestrado (%7t7+7}) e o 2l obtidos em cada
teste

Grupo Teste 1 Teste 2
ICs0 (ng/mL) %RSA ICso (ng/mL) %RSA
A 342,4+ 7,4 34,7 £ 26,6 1649,9 £ 0,8 80,7 + 3,7
B 263,3+7,2 44,3 + 24,2 1056,1 + 2,0 83,5+ 6,7
C 47,1+13,8 74,9 £ 20,2 1797,8+0,9 86,4+ 3,6

Para cada grupo, apos a leitura das absorvancias de cada diluicao e dos respetivos controlos,
determinou-se a capacidade antioxidante com o calculo da percentagem de sequestro do radical
(%RSA) para a cada concentracdo de amostra a partir da equacao (1). Com os valores de %RSA,
procedeu-se a determinacgdo da concentracio de inibigdo em 50% (ICso) de cada amostra. Este
calculo é fundamental, pois permite determinar a quantidade de antioxidante necessaria para
reduzir a concentracdo inicial de DPPH para metade, ou seja, para medir a capacidade

antioxidante de uma amostra.

Para o ICso é necessario a construcdo de um grafico de concentracdo em pg/mL em funcio da

percentagem de sequestro do radical para cada amostra, como est4 indicado nas figuras 12 a 17.

E a partir da equaciio da regressdo linear, de cada grafico, que se procede ao calculo da ICso

segundo a equacgdo (2). A variavel 7} representa 50% de sequestro do radical DPPH e o

7} representa a concentracio da amostra para atingir o ICsp.

\J

=88+ 7t @50 = 88+ 7t HD (2)
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Amostra A2 - Teste 1 - DPPH
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y=0,142x +1,3831
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Figura 12 - Grdfico obtido com os valores de %RSA do teste I para as respetivas concentragées analisadas da
amostra A2.

Amostra B2 - Teste 1 - DPPH
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Figura 13 - Grdfico obtido com os valores de %RSA do teste I para as respetivas concentragdes analisadas da
amostra B2.

Amostra C2 - Teste 1 - DPPH
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y=0,1026x + 45,172
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o 100 200 300 400 500 600
Concentragdo pg/mL

Figura 14 - Grdfico obtido com os valores de %RSA do teste I para as respetivas concentragdoes analisadas da
amostra C2.
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A analise dos resultados obtidos demonstra que a utilizagdo de métodos diferentes influencia,
significativamente, os valores observados. Uma vez que a percentagem de radical sequestrado
(%RSA) reflete a capacidade dos antioxidantes em reduzir o DPPH, em comparacao com uma
amostra de referéncia, o tempo de reacdo desempenha um papel crucial nos resultados. Esta
variacdo pode ser atribuida a cinética da reacdo entre os compostos antioxidantes e o DPPH,
resultando em valores de atividade antioxidante medidos em diferentes momentos. Diferentes
compostos antioxidantes presentes nas amostras reagem com o DPPH a velocidades distintas
(Brand-Williams et al., 1995; Gulcin & Alwasel, 2023; Munteanu & Apetrei, 2021). Verifica-se, portanto,
que o tempo de incubacao pode refletir-se na precisao do resultado da capacidade antioxidante

total, quando se comparam os dois testes.

Amostra A2 - Teste 2 - DPPH

Sequestro do radical, %

y =-0,0257x + 92,402
R?=0,9783

0 100 200 300 400 500 600

Concentragdo pg/mL

Figura 15 - Grdfico obtido com os valores de %RSA do teste 2 para as respetivas concentragoes analisadas da
amostra A2.

Amostra B2 - Teste 2 - DPPH
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Figura 16 - Grdfico obtido com os valores de %RSA do teste 2 para as respetivas concentragoes analisadas da
amostra B2.
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Amostra C2 - Teste 2 - DPPH

60

Sequestramento do radical,

y =-0,0241x + 93,237
R?=0,9701

500 600

Figura 17 - Grdfico obtido com os valores de %RSA do teste 2 para as respetivas concentragoes analisadas da
amostra C2.

Outra possivel causa para as discrepancias nos resultados sio as leituras de absorbancia obtidas
entre diferentes equipamentos. Idealmente, deveria ser utilizado o mesmo dispositivo, caso isso
nao seja possivel, os equipamentos deveriam ser calibrados com um padrao comum, o que nio foi
efetuado neste estudo. Além disso, salienta-se a importancia da padronizacao do protocolo
experimental, que deve abranger as condi¢oes de reagdo, o tempo de incubacdo e o método de

expressao dos resultados.

Embora o ensaio DPPH seja uma ferramenta valiosa, oferece apenas uma visao parcial da
capacidade antioxidante das amostras, como referido no Capitulo 2. Para obter um perfil mais
abrangente da atividade antioxidante, é aconselhével complementar este método com outros
ensaios antioxidantes. A investigacao e o desenvolvimento de métodos padronizados, assim como
uma compreensdo aprofundada dos mecanismos subjacentes a reacio DPPH, sio essenciais para

melhorar a fiabilidade e a comparabilidade dos resultados obtidos.

No desenvolvimento deste estudo, foram identificadas algumas limitacoes metodoldgicas,
nomeadamente as variagdes nas leituras de absorbancia entre equipamentos, sublinhando a
importancia da padronizacdo dos ensaios para garantir a comparabilidade dos resultados.
Embora o ensaio DPPH tenha fornecido uma indicac¢do inicial da capacidade antioxidante da
planta, destaca-se a necessidade de se complementar esta analise com outros ensaios que

permitam um perfil mais abrangente da atividade antioxidante.

Estes resultados sugerem que é essencial um protocolo experimental bem definido e replicavel
para a obtencdo de dados fiaveis e comparaveis, contribuindo para uma melhor compreensao do

potencial antioxidante da MS.
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Capitulo 4

Conclusao

Dos resultados obtidos é possivel concluir que a exposicao ao radao teve um efeito negativo na

capacidade antioxidante das amostras de Mentha spicata L.

A amostra do grupo A, exposta a um ambiente enriquecido com radao, apresentou uma
capacidade antioxidante significativamente inferior quando comparada com a amostra mantida
em condi¢Oes nao expostas a este gas radioativo e colocada fora da cAmara (amostra do grupo C),
que exibiu a maior atividade antioxidante. Por outro lado, a amostra do grupo B, submetida a
condigbes idénticas as do grupo A, mas sem a presenca de rochas radioativas, apresentou uma

capacidade antioxidante intermédia.

Estes resultados sugerem que a presenca de radido nos ambientes de exposicdo parece
comprometer a capacidade antioxidante das plantas, indicando uma possivel degradacdo dos

compostos fendlicos ou outros antioxidantes naturais presentes na MS.

Esta observacdo é consistente com a hipdtese de que a exposicdo a ambientes toxicos, como
aqueles com elevadas concentracbes de raddo, pode induzir stress oxidativo nas plantas,
reduzindo a sua capacidade de neutralizar radicais livres. No entanto, para uma compreensao
mais aprofundada dos mecanismos subjacentes a esta reducio na atividade antioxidante, seria
necessario realizar anélises adicionais, incluindo estudos microscopicos para avaliar alteragoes

morfolbgicas e celulares que possam ter ocorrido devido a exposi¢ao ao radao.

Adicionalmente, é crucial reconhecer que a comparacao direta dos resultados deste estudo com
outros relatorios existentes na literatura deve ser realizada com cautela, uma vez que cada estudo
pode seguir protocolos experimentais diferentes, o que pode levar a variacoes significativas nos
resultados obtidos. Neste contexto, a padronizacdo dos protocolos experimentais revela-se

essencial para garantir a reprodutibilidade e comparabilidade dos resultados.

O protocolo utilizado no teste 1 demonstrou ser o mais promissor para avaliar a atividade
antioxidante das amostras de MS expostas ao radio, contudo, novos estudos com diferentes
concentragoes de raddo e tempos de exposi¢io, poderdo contribuir para uma padronizacdo mais
robusta, permitindo extrapolar os resultados a outros contextos e estabelecer uma correlagio

mais clara entre a exposigdo a ambientes radioativos e a capacidade antioxidante das plantas.
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Outro aspeto a ser considerado é a sobrevivéncia das plantas durante o periodo de exposicao (16
dias), uma vez que fatores ambientais, como a temperatura e a humidade, desempenham um

papel significativo na manutencao das condic6es no interior das cimaras.

Observou-se, por exemplo, que as plantas do grupo A comecaram a apresentar sinais de
degradacdo antes do final do tempo pré-estabelecido para se iniciar a anélise experimental,
sugerindo que a exposicao prolongada, a elevadas concentracoes de radao, pode comprometer a

vitalidade das amostras.

A colocacdo das plantas no interior das cimaras e a gestao das condic6es ambientais devem ser
cuidadosamente controladas em futuros estudos para minimizar variaveis que possam influenciar

os resultados.

Este trabalho destaca a necessidade de desenvolver metodologias padronizadas e adaptadas as
condicoes especificas de exposi¢ao para melhor avaliar a influéncia de ambientes t6xicos, como o

radao, na capacidade antioxidante de espécies vegetais.

Com base nos resultados obtidos, recomenda-se que futuras investigagdes explorem a anélise
microscopica e histolégica das amostras expostas ao radao para identificar possiveis alteracoes

celulares e estruturais.

Paralelamente, sdo necessarios estudos que variem as concentragoes de radao e os tempos de
exposicdo para estabelecer uma correlacdo mais precisa entre a dose de radao e a capacidade
antioxidante da MS. Além disso, seria vantajoso complementar o ensaio DPPH com outros testes
de capacidade antioxidante, para obter um perfil mais abrangente dos efeitos do raddo. Ainda de
acordo com esta linha de pensamento uma ideia de trabalho futuro poderia ser a expansao desta
investigacao a outras espécies vegetais, a fim de verificar se o efeito observado é especifico da MS
ou generalizavel a outras plantas. Adicionalmente, a analise do perfil de compostos fendlicos e
flavonoides nas amostras expostas ao radao, utilizando técnicas como a HPLC, ajudaria a
compreender melhor o impacto do radao na composicio fitoquimica das plantas. A definicao de
protocolos padronizados para futuros estudos é essencial para garantir a reprodutibilidade e

comparabilidade dos resultados.

No entanto, os objetivos propostos neste trabalho foram alcancados, com especial destaque para
a validacdo dos protocolos experimentais. Além disso, a implementacdo rigorosa das
metodologias permitiu ndo apenas a obtencdo de resultados consistentes, mas também a
possibilidade de replicagdo futura do estudo em contextos semelhantes. A validacdo dos
protocolos foi fundamental para garantir a fiabilidade dos dados e a comparabilidade entre os
diferentes grupos analisados, reforcando a relevancia e a aplicabilidade dos métodos utilizados

neste tipo de investigacao.
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