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Abstract

The flowers of Tropaeolum majus, popularly known as "capuchinha," garden nasturtium, nasturtium, Indian cress, or
monks cress, are currently used worldwide as a food supplement and in plant-based diets, being added to smoothies,
soups, mayonnaise and salads by consumers in search of sources of substances considered beneficial to human health.
Most studies have shown nutritional qualities and beneficial effects of the plant, especially its flowers and respective
aqueous extracts in vitro and in animals. Thus, this pilot study was designed to evaluate the acceptance and possible
benefits of daily consumption of 20 g 7 majus flowers per day for 30 days in healthy participants. Before and after
ingestion, body composition, heart rate, blood pressure, and hematological and biochemical parameters were analysed.
Results have shown good acceptance and safe use of 7. majus flowers in a balanced and varied diet. However, it is
important to highlight that this is the first exploratory study regarding these issues in healthy humans, and therefore,
despite the widespread consumption described, additional studies are needed to deepen the results in biometric and
clinical indicators in a larger number of volunteers.
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Resumo

As flores de Tropaeolum majus conhecidas como capuchinha, capuchinha de jardim, agrido-da-india ou agrido-
monge sao mundialmente utilizadas como suplemento alimentar em dietas a base de plantas, adicionadas a
smoothies, sopas, maioneses e saladas por consumidores em busca de fontes de substancias consideradas benéficas
para a saide humana. A maioria dos estudos mostra qualidades nutricionais e efeitos benéficos da planta, princi-
palmente das flores, e seus extratos aquosos in vitro ¢ em animais. Este estudo piloto foi desenhado para avaliar a
aceitacdo da ingestao diaria e possiveis beneficios resultantes da ingestdo de flores de 7 majus, em voluntarios hu-
manos saudaveis consumindo 20 g de flores de 7" majus por dia em 30 dias. Antes e apds a ingestdo, a composi¢ao
corporal, frequéncia cardiaca, pressdo arterial e parametros hematologicos e bioquimicos foram analisados. Os
resultados mostram boa aceitacdo e uso seguro das flores de 7. majus numa dieta equilibrada e variada. No entanto,
¢ importante destacar que este € o primeiro estudo exploratorio sobre a seguranca do consumo de flores de 7. majus
em humanos saudaveis, e, portanto, apesar do consumo generalizado descrito, sdo necessarios estudos adicionais
para aprofundar os resultados em indicadores biométricos e clinicos em um niimero maior de voluntarios.

Palavras-chave: Tropaeolum majus, plantas alimenticias ndo-convencionais (PANCs), capuchinha, flores
comestiveis
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Introduction

Tropaeolum majus L. (Figure 1) is popularly known
as garden nasturtium, nasturtium, Indian cress, or
monks cress and belongs to the Tropaeolaceae family.
It is a native plant of the Andes, mainly from Bolivia
and Colombia where it grows wild, however, it was
brought to Europe from Peru in the 16th century and
is successfully cultivated as an annual decorative plant
(1,2). It is currently found in all of Europe, and in some
regions of Africa, Asia and Oceania (3).

This species is used in folk medicine to treat several
diseases. Its leaves are used to treat asthma, urinary tract
infections, cardiovascular disorders, and constipation
(4). Pre-clinical studies have shown antihypertensive
and diuretic effects (5,6) and in vitro assays using
culture cells revealed anti-adipogenic effects of T
majus extracts (7). In addition, several toxicologic
studies (chronic and subchronic toxicity, reproductive
toxicity, and genotoxicity) have been conducted and
demonstrated that 7. majus infusions and aqueous
extracts are safe (8,9). However, the use of high doses
of hydroethanolic extracts should not be recommended
to men of reproductive age and to pregnant women
because high doses of these extracts (> 300 mg/
kg) have interfered with reproductive function and
gestation of animals (4,8-10). Pre-treatment with 7.
majus methanolic alcohol extract provides protection
against diethyl maleate-induced blood and liver
toxicity in rats, with results confirmed by histological
examinations (11). In recent years, 7. majus flower has
been widely used in culinary as unconventional food

Introducao

Tropacolum majus L. (Figura 1) é popularmente
conhecida como capuchinha de jardim, capuchinha,
agrido-da-india ou agrido-dos-monges. Pertence a
familia Tropaeolaceac e ¢ uma planta nativa dos
Andes, principalmente da Bolivia e Colombia, onde
cresce naturalmente, trazida para a Europa do Peru
no século XVI e ¢ cultivada com sucesso como planta
anual e decorativa (1,2). Atualmente, encontra-se em
toda a Europa, em algumas regides da Africa, Asia e
Oceania (3).

Esta espécie ¢ utilizada na medicina popular, para o
tratamento de diversas doencas. Suas folhas sdo usadas
paratratar disturbios cardiovasculares, infecgdes do trato
urindrio, asma e obstipacdo (4). Estudos pré-clinicos
mostraram efeitos anti-hipertensivos e diuréticos (5,6)
e ensaios in vitro usando células de cultura revelaram
efeitos anti-adipogénicos de extratos de 7. majus (7).
Além disso, varios estudos toxicologicos (toxicidade
cronica e subcronica, toxicidade reprodutiva e
genotoxicidade) foram ja realizados e mostraram que
infusdes de 7. majus e extratos aquosos sao seguros
(8,9). No entanto, o uso de altas doses de extratos
hidroetanoélicos nao deve ser recomendado para homens
em idade reprodutiva e gestantes, pois altas doses
desses extratos (> 300 mg.kg) tém interferido na fun¢do
reprodutiva e gestacdo dos animais (4,8-10), embora o
pré-tratamento com extrato de alcool metandlico de 7.
majus fornega protecao contra a toxicidade sanguinea
e hepatica induzida por maleato de dietilo em ratos,
sendo esses resultados confirmados por exames
histologicos (11). Nos tltimos anos, a flor de 7. majus
tem sido amplamente utilizada na culinaria como planta
alimenticia ndo convencional (PANC) para decorar

Figure 1 - Vegetable soup containing 14 g of nasturtium flowers with their stems.
Figura 1 - Sopa de legumes contendo 14 g de flores de capuchinha com seus caules.
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plant (UFP) to decorate plates, especially salads, and
is characterized by a spicy flavour and as an important
source of carotenoids (antheraxanthin, zeaxanthin,
lutein, B-cryptoxanthin, zeinoxanthin, a-carotene,
B-carotene, violaxanthin) and phenolic compounds
(quercetin, myricetin, kaempferol, pelargonidin,
delphinidin, cyanidin, derivatives of hydroxycinnamic
acid) (12-16).

Terms such as "functional foods" or "nutraceuticals"
are widely used in the marketplace. These foods
are regulated by the Food and Drug Administration
(FDA) under the authority of the Federal Food, Drug
and Cosmetic Act, although they are not specifically
defined by law. Thus, functional foods are not officially
recognised as a regulatory category by the FDA in the
United States and the same is true in Europe, where
Regulation (EC) No 1924/2006 of the European
Parliament and of the Council of 20 December 2006
on nutrition and health claims made on foods applies.
"General function" claims under Article 13.1 of the EC
Nutrition and Health Claims Regulation refer to the
role of a nutrient or substance in growth, development
and bodily functions; psychological and behavioural
functions; slimming and weight control, satiety or
reduction of available energy from the diet. 7. majus
may be a candidate for a general function claim if a
cause-effect relationship is demonstrated for a particular
physiologic effect.

Considering its spontaneous worldwide use as an
unconventional food plant based on a perceived
presumption of safety by the consumer and supported by
published information, an exploratory investigation was
carried out to evaluate, for the first time, the acceptance
of T" majus flowers in a diet by adding it in different
plates, as well as their effects on corporal composition,
biochemical and haematological parameters in healthy
volunteers.

Materials and methods

Participants

The study was made with the voluntary participation
of six healthy individuals, both sexes (one man and
five women), ages between 21 and 71 years old (mean
52.50 + 17.28 years old) recruited randomly from a
convenience population asked to participate in sensorial
tests by the researcher team. The acceptance prior to
the study and adherence during the study of 7. majus
flowers in the diet were assessed through questionnaires

Pilot study of Tropaeolum majus
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pratos, principalmente saladas, sendo caracterizada pelo
sabor picante e como importante fonte de carotenoides
(violaxantina, anteraxantina, luteina, zeaxantina,
zeinoxantina, B-criptoxantina, a-caroteno, [-caroteno)
e compostos fenodlicos (quercetina, miricetina,
kaempferol, pelargonidina, delfinidina, cianidina,
derivados do acido hidroxicindmico) (12-16).

Termos como “alimentos funcionais” ou “nutracéuticos”
sdo amplamente utilizados no mercado. Esses
alimentos s3o regulamentados pela Food and Drug
Administration (FDA) sob a autoridade da Lei Federal
de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos, embora
ndo sejam especificamente definidos por lei. Assim, os
alimentos funcionais ndo sdo oficialmente reconhecidos
como categoria regulatéria pela FDA nos Estados
Unidos e o mesmo acontece na Europa, onde se aplica
o Regulamento (CE) n.° 1924/2006 do Parlamento
Europeu e do Conselho de 20 de Dezembro de 2006 sobre
nutrigdo e as alegagdes de saude feitas em alimentos.
As alegacdes de “funcdo geral” nos termos do Artigo
13.1 do Regulamento CE sobre alegagdes nutricionais
e de satde referem-se ao papel de um nutriente ou
substancia no crescimento, desenvolvimento e fungdes
corporais; fungdes psicoldgicas e comportamentais;
emagrecimento e controle de peso, saciedade ou
reducdo da energia disponivel da dieta. A planta T.
majus pode ser candidata para uma alegagdo de fungao
geral se for demonstrada uma relag@o causa-efeito para
um determinado efeito fisioldgico.

Neste contexto, e considerando o uso espontineo
mundial como planta alimenticia ndo convencional, e
com base na presun¢do de seguranca percebida pelo
consumidor apoiada em informag¢des publicadas,
desenhou-se um estudo de investigacao exploratdria
para avaliar pela primeira vez a aceitacdo das flores
de T majus na dieta adicionando-a em diferentes tipos
de pratos, bem como os seus efeitos na composi¢ao
corporal, pardmetros bioquimicos e hematologicos em
voluntarios saudaveis.

Materiais e métodos

Participantes

O estudo foi feito com a participac¢ao voluntaria de seis
individuos saudaveis, de ambos os sexos (I homem
e 5 mulheres), com idades entre 21 ¢ 71 anos (média
52,504£17,28 anos) recrutados aleatoriamente de uma
populagdo de conveniéncia convidada a participar
em testes sensoriais pela equipa de pesquisadores. A
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in which the volunteers described their opinions on the
visual and taste aspects of the prepared meals. The
following recipes were included in the acceptance study
before the test: soup, meat pie, roast, bread, cod, rice,
juice, sweet pie, and gelatin. The parameters questioned
were: 1) Have you ever heard of unconventional food
plants (UFPs)? ii) Do you usually consume (UFPs)? iii)
Have you ever tasted this plant? After tasting, how do
you describe it? iv) You can use the suggested terms
to define the meals: Appearance: pleasant/unpleasant/
other; Color; Odor: intense/mild/other; Flavor: bitter/
sweet/spicy/other;  Texture:  velvety/grainy/liquid/
pasty/other. All procedures observed the principles of
good clinical practices from the Helsinki Declaration
and respective amendments (17). The volunteers
were included in the study after informed written
consent. The inclusion criteria were the acceptance of
nasturtium taste as pleasant and willingness to include
it in their daily diet for one month. The following
exclusion criteria were considered: (i) any possibility
of pregnancy, (ii) men of reproductive age, (iii) any pre-
existing disease. Additionally, the participants filled out
an Informed Consent Form to indicated if they smoked
and if they took any medications, and, if so, which ones.

Procedures

Firstly, the volunteers selected in accordance with
the criteria described above were given detailed
information about the objectives, methods, and their role
in the project. After signing informed written consent,
data were collected for all participants by applying a
semiquantitative food frequency questionnaire (FFQ),
already validated for a Portuguese population (18)
defining a mean reference portion consumed over
one year for all food groups. The questionnaire used
was composed of a list of the nutrients belonging to
the seven conventional food table/wheel groups (19)
and one closed section with five categories of the
frequencies of consumption of twelve high-rated items
(dairy products, fatty-, lean- and cod- fish, white and
red meat, olive oil, whole meal bread and cereals, eggs,
sweets, vegetables and legumes, and fruits). Thereafter,
the volunteers received the recipes for the preparation
of the meals containing 7. majus flowers. The ingestion
was divided into three meals per day (breakfast, lunch
and dinner) such that 20 g of flowers were ingested daily
for 30 days. The portion of 20 g per day divided into

302

aceitacdo prévia ao estudo, e a adesdo durante o estudo,
das flores de 7" majus na dieta, foram avaliadas por meio
de questionarios nos quais os voluntarios descreviam
suas opinides sobre os aspectos visuais e gustativos
das refeigdes preparadas. As seguintes receitas foram
incluidas no estudo de aceitacdo antes do teste: sopa, torta
de carne, assado, empanado, bacalhau, arroz, suco, torta
doce e gelatina. Os pardmetros questionados foram: i) Ja
ouviu falar em plantas alimenticias ndo convencionais
(PANC:s)? ii) Costuma consumir PANCs? iii) Ja provou
esta planta? Apos a degustacdo, como a descreve?
iv) Pode utilizar os termos sugeridos para definir as
refeicdes:  Aspeto:  agradavel/desagradavel/outro;
Cor,; Odor: intenso/leve/outro; Sabor: amargo/doce/
picante/outro; Textura: aveludado/granulado/liquido/
pastoso/outro. Todos os procedimentos observaram os
principios de boas praticas clinicas da Declara¢ao de
Helsinquia e respectivas alteragdes (17). Os voluntarios
foram incluidos no estudo apods consentimento
informado por escrito. Os critérios de inclus@o foram:
aceitar o gosto da capuchinha como agradavel, estar
disposto a inclui-la na dieta diaria durante um més.
Foram considerados os seguintes critérios de exclusao:
(1) qualquer possibilidade de gravidez, (ii) homens em
idade reprodutiva, (iii) qualquer doenca pré-existente.
Além disso, os participantes preencheram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido no qual informavam
se fumavam, e se tomavam medicamentos e quais.

Procedimentos

Primeiramente, os voluntarios selecionados de acordo
com os critérios descritos acima foram informados
detalhadamente sobre os objetivos, métodos e seu
papel no projeto. Apds a assinatura do consentimento
informado por escrito, foram recolhidos dados de todos
os participantes através da aplicacdo de um questiondrio
semiquantitativo de frequéncia alimentar (QFA), ja
validado para a populagdo portuguesa (18), definindo
uma por¢do média de referéncia consumida ao longo
de um ano para todos os grupos da tabela alimentar. O
questionario utilizado foi composto por uma lista dos
nutrientes pertencentes aos 7 grupos de convencionais
da roda alimentar portuguesa (19) e uma secdo fechada
com cinco categorias de frequéncias de consumo
onde foram extraidos 12 itens de alta classificacao
(lacticinios, peixes gordos, peixes magros e bacalhau,
carne branca e vermelha, azeite, pao integral e cereais,
ovos, doces, verduras e legumes e frutas). Em seguida,
os voluntarios receberam as receitas para preparar aas
refeicdes contendo as flores de 7 majus. A ingestao foi
dividida em trés refeicdes por dia (pequeno almoco,
almoco e jantar) totalizando 20 g de flores ingeridas



the main meals was based on the recommendation for
intake of salad leaves regularly used by the population
(for example, lettuce, rocket), which is a minimum of
12-15 leaves per day (20).

Meals were diversified, for example, salads, soups,
cakes, and sandwiches, among other foods. At two time
points, one at time zero (before starting the consumption
of T. majus) and the second at the end of the study, the
body composition of all volunteers were evaluated by
dual-energy x-ray absorptiometry (DXA Lunar Prodigy
Advance - GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA). The
parameters measured were Body Fat Percentage (BFP),
Visceral Adipose Tissue (VAT), and Subcutaneous
Adipose Tissue (TAS). Heart rate and arterial pressure
were also measured, and blood and urine samples
were collected for clinical analysis (hematological and
biochemical) in the Laboratory LEB (Lisbon, Portugal).

During the study, participants were asked for each
meal: i) Did you like/dislike the addition of the 7" majus
flowers? Justify. ii) Do you think it could become a
regular option in your diet or not? Justify. In addition,
the volunteers were contacted daily by the researchers
to report whether they had eaten the entire daily portion
or if there were leftovers to quantify (in scoops), and
to register their opinion about the meals, as well as to
report any unwanted/unexpected effects.

Plant Material

The plant material was collected on 12-July, 2021, at
Latitude 38.955834, Longitude - 8.994359, Dr Luis
César Pereira Urban Park, Time: 14.40 h. The manual
harvest was conducted by one technician and the sample
was identified and deposited by the Curator of Vascular
Plants, Herbario LISU - Jardim Botanico/Herbarium
LISU - Botanical Garden, Museu Nacional de Historia
Natural e da Ciéncia, Lisboa, Portugal (Voucher
number: LISU270425). The material was provided
fresh to the volunteers, separated in portions of 20 g
(daily portion) and kept at -20 °C until consumption.

Statistics

Data are reported as mean =+ standard error of the mean
(SEM) were compared by T-test using GraphPadPrism
5% software (GraphPad software, San Diego, CA,
USA). A p value <0.05 was considered significant in all
experiments.

Pilot study of Tropaeolum majus
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diariamente durante 30 dias. A por¢ao de 20 g. por
dia dividida em trés frequéncias didrias nas principais
refeicdes foi baseada na recomendagdo de ingestdo
diaria de salada de folhas regularmente usadas pela
populagdo (por exemplo alface, ricula), que é de 12-15
folhas por dia no minimo (20).

As refeices eram diversificadas, por exemplo,
saladas, sopas, bolos, sanduiches, entre outros. Em
dois momentos, um no momento zero (antes de iniciar
o consumo de 7. majus) ¢ outro no momento final do
estudo, a composi¢ao corporal de todos os voluntarios
foi avaliada por absorciometria de raios-x de dupla
energia (DXA Lunar Prodigy Advance - GE Healthcare,
Chicago, Illinois, EUA). Os parametros medidos foram:
Percentual de Gordura Corporal (BFP), Tecido Adiposo
Visceral (TAV) e Tecido Adiposo Subcutaneo (TAS).
A frequéncia cardiaca e a pressdo arterial também
foram medidas, ¢ amostras de sangue foram recolhidas
analises clinicas (hematologicas e bioquimicas) e de
urina no Laboratério LEB (Lisboa, Portugal).

Durante o estudo, foi perguntado para cada refei¢do: i)
Gostou/nao gostou da adicdo das flores de 7. majus?
Justificar. ii) Considera que poderia tornar-se uma
opcdo regular na sua dieta ou nao? Justificar. Durante
o estudo, os voluntarios foram contatados diariamente
pelos pesquisadores para relatar se haviam ingerido
toda a por¢ao didria ou se havia sobras para quantificar
(em colheres), e sua opinido sobre as refei¢cdes, bem
como quaisquer efeitos indesejados/inesperados.

Material vegetal

O material vegetal foi coletado no dia 12 de julho de
2021, na Latitude 38.955834, Longitude - 8.994359,
Parque Urbano Dr. Luis César Pereira, Horario: 14h40.
A colheita manual foi realizada por um tinico técnico e
a amostra do material foi depositada e identificada pela
Curadora de Plantas Vasculares, Herbario LISU - Jardim
Botanico/Herbario LISU - Jardim Botanico , Museu
Nacional de Histéria Natural e da Ciéncia, Lisboa,
Portugal. (Voucher ntimero: LISU270425). O material
foi fornecido para os voluntarios separado em porgdes
de 20 g. (por¢do diaria) e mantidos na temperatura de
-20°C até o momento do consumo.

Estatistica

Os dados sdo relatados como média + erro padrao da
média (SEM) e foram comparados pelo teste T usando
o software GraphPadPrism 5® (software GraphPad, San
Diego, CA, EUA). Um valor de p <0,05 foi considerado
significativo em todos os experimentos.
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Results and Discussion

A healthy diet intended to control the risk of obesity
was identified for the study participants based on their
dietary habits, characterized by abundant and variable
consumption of plant foods, high consumption of
cereals, olive oil as the main fat, low intake of red meat,
and null to moderate consumption of wine (Table 1). It
is well reported that the high consumption of red meat,
saturated fatty acids, and cholesterol may be associated
with increased risk of diabetes and mortality due to
cardiovascular diseases (CVDs) (21-23). Moreover,
Alzheimer’s disease protection has been associated with
a higher intake of vegetables, fruit, whole grains, fish,
and legumes and with a lower intake of high-fat dairy,
processed meat, and sweets (24). Epidemiological
studies suggest a role of fruits and vegetables in
protection against disease risks and aging (25), and for
this reason the WHO considers that these should be the
main foods to be ingested.

The analysis of parameters related to the body
composition revealed that there was no observed effect
on Body Fat Percentage (BFP), Visceral Adipose Tissue
(VAT), and Subcutaneous Adipose Tissue (TAS) after 7.
majus ingestion (Figure 2).

Kim et al. (7) demonstrated in cell culture (3T3-L1
adipocytes) that ethanolic extract of 7. majus decreases
lipid accumulation and inhibits the expression of
peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY),
and

CCAAT/enhancer-binding proteins (CEBPs)

40+

2004

100-]

Visceral Adipose Tissue (grams)/
Tecido Adiposo Visceral (gramas)

Body fat percentage/
Porcentagem de gordura corporal

Beforel,

Before/Antes Afterl[l)epois

Resultados e Discussao

Foi identificada a pratica de uma alimentagao saudavel
com o objetivo de controlar o risco de obesidade para
os participantes do estudo com base nos seus habitos
alimentares, caracterizados pelo consumo abundante e
variavel de alimentos vegetais, alto consumo de cereais,
azeite como principal gordura, baixo consumo de carne
vermelha, e consumo de vinho nulo a moderado (Tabela
1). Esta bem estabelecido que o alto consumo de carne
vermelha, acidos gordos saturados e colesterol podem
estar associados ao aumento do risco de diabetes,
cancro, Doengas Cardiovasculares (DCVs) (21-23).
Além disso, a protecdo da doenca de Alzheimer foi
associada a uma maior ingestao de vegetais, frutas, graos
integrais, peixes e legumes e a uma menor ingestdo de
laticinios com alto teor de gordura, carne processada
e doces (24), e estudos epidemiologicos sugerem um
papel frutas e hortalicas, na protecdo contra riscos de
doengas e envelhecimento (25), razao pela qual a OMS
considera que estes devem ser os principais alimentos a
serem ingeridos (26).

A andlise dos pardmetros relacionados com a
composi¢do corporal revelou que nao houve efeito no
Percentual de Gordura Corporal (PB), Tecido Adiposo
Visceral (TAV) e Tecido Adiposo Subcutaneo (TAS)
apos o consumo das flores de 7 majus (Figura 2).

Kimetal. (7) mostraram em culturade células (adipocitos
3T3-L1) que o extrato etanodlico de 7 majus diminui
o acumulo de lipidos e inibe a expressao do receptor
v ativado por proliferador de peroxissoma (PPARYy),
CCAAT/enhancer-binding proteins (CEBPs) e fator de

800+

600+

r

4004

2004

Tecido Adiposo Subcutaneo (gramas)

Subcutaneous Adipose Tissue (grams)/

o
L

3 . _ .
tes After/Depois Before/Antes After/Depois

Figure 2 - Body fat mass before and after ingestion of meals containing 7. majus flowers (20 g/day for 30 days).
Data are expressed as mean + SD. Comparisons were done by t-test.

Figura 2 - Massa de gordura corporal antes e apos a ingestdo de refeigdes contendo flores de 7. majus (20 g/dia por
30 dias). Os dados s3o expressos como média + DP. As comparagdes foram feitas pelo teste t.
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Table 1 - Frequency of food consumption of participants.
Tabela 1- Frequéncia de consumo alimentar dos participantes.

Frequency of Food Consumption /

Frequéncia de Consumo Alimentar Data / Dados

Item

Number of meals / Numero de refei¢des per day / por dia 3 (100%)
Medium (100%) /
Mcédia 100%

Dairy products / Laticinios Never—4x a year / Nunca—4x por ano 2

>4x a year / >4x por ano

1x a month / 1x por més

1-3x amonth / 1-3x por més

1-6x a week / 1-6x por semana
1-3x aday/ 1-3xao dia

Fatty fish / Peixe gordo Never—4x a year / Nunca—4x por ano
>4x a year / >4x por ano

1x amonth / 1x por més

1-3x amonth / 1-3x por més

1-6x a week / 1-6x por semana 1
1-3x aday/ 1-3x ao dia
Lean fish / Peixe magro Never—4x a year / Nunca—4x por ano 4
>4x a year / >4x por ano
1x amonth/ 1x por més
1-3x a month / 1-3x por més 1
1-6x a week / 1-6x por semana 1
1-3xaday/ 1-3xao dia
Cod fish / Bacalhau Never-4x a year / Nunca—4x por ano 2
>4x a year / >4x por ano
Ix amonth/ 1x por més
1-3x a month / 1-3x por més 2
1-6x a week / 1-6x por semana 2
1-3x aday/ 1-3x ao dia
White meat / Carne branca Never—4x a year / Nunca—4x por ano 3
>4x a year / >4x por ano
Ix amonth/ 1x por més
1-3x amonth / 1-3x por més 1
1-6x a week / 1-6x por semana 2
1-3x aday/ 1-3x ao dia
Red meat / Carne vermelha Never—4x a year / Nunca—4x por ano 4
>4x a year / >4x por ano
Ix amonth/ 1x por més
1-3x a month / 1-3x por més 1
1-6x a week / 1-6x por semana 1
1-3x aday/ 1-3x ao dia

Eggs / Ovos Never—4x a year / Nunca—4x por ano
>4x a year / >4x por ano

Ix amonth / 1x por més

1-3x amonth / 1-3x por més

1-6x a week / 1-6x por semana 2
1-3x aday/ 1-3x ao dia 3
Olive oil / Azeite de oliva Never—4x a year / Nunca—4x por ano
>4x a year / >4x por ano

Ix amonth / 1x por més

1-3x amonth / 1-3x por més

1-6x a week / 1-6x por semana 3
1-3x aday/ 1-3x ao dia 3
‘Wholemeal bread and cereals / Never—4x a year / Nunca—4x por ano
Pio integral e cereais >4x a year / >4x por ano

Ix amonth / 1x por més

1-3x amonth / 1-3x por més

1-6x a week / 1-6x por semana 3
1-3x aday/ 1-3x ao dia
Sweets / Doces Never-4x a year / Nunca—4x por ano 2
>4x a year / >4x por ano

Ix amonth/ 1x por més
1-3x amonth / 1-3x por més
1-6x a week / 1-6x por semana 3
1-3x aday/ 1-3xao dia 1
Vegetables and legumes / Never-4x a year / Nunca—4x por ano
Vegetais e legumes >4x a year / >4x por ano

Ix amonth/ 1x por més

1-3x amonth / 1-3x por més

1-6x a week / 1-6x por semana 1
1-3x aday/ 1-3xao dia 5
Fruits / Frutas Never-4x a year / Nunca—4x por ano
>4x a year / >4x por ano

Ix amonth / 1x por més

1-3x amonth / 1-3x por més

1-6x a week / 1-6x por semana 1
1-3x aday/ 1-3xao dia
Wine / Vinho Never-4x a year / Nunca—4x por ano 4
>4x a year / >4x por ano

1x amonth / 1x por més
1-3x amonth / 1-3x por més
1-6x a week / 1-6x por semana 2
1-3x aday/ 1-3xao dia

Portion / Porgao per day / por dia

Bl— =

w

W
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sterol regulatory element-binding transcription factor
1 (SREBF1), which are transcription factors involved
in the regulation of the adipogenesis pathway in 3T3-
L1 adipocytes. In the present study, neither an effect
on lipid accumulation nor a significant reduction in
the rate of blood triglyceride content resulting from
intake of 20 g daily of T majus flowers was observed.
The results are likely not relatable and concern very
different study models and experimental conditions but
raise interest in future studies with an intake of 7. majus
by participants with a higher percentage of fat mass
over a longer period of time.

All participants reported that meals prepared using
the daily portion of 20 g of 7. majus flowers had a
pleasant taste and no participant left the study. Mlcek
et al., (27) also reported good acceptance of 7. majus
in a study that involved sensory evaluation of several
species of edible flowers. In addition, during daily
contact with the researchers responsible by study, no
volunteer reported any changes in the number of bowel
movements and stool consistency, urinary volume, or
any other discomfort or unexpected change/symptom
during the 30 days period of 7. majus flowers ingestion
and within two weeks after study completion. Likewise,
no alterations were observed in rate heart and arterial
pressure.

No changes were found when the hematological
parameters were analyzed (Table 2), nor within the
evaluated serum biochemical parameters used to assess
liver, kidney, pancreas and metabolic functions (Table
3). The absence of toxicity of 7. majus was formerly
demonstrated by Aratjo et al. (8), in a preclinical study
using hydroethanolic extract by 90-day in rodents and
lagomorphs. No changes in renal parameters, such as
serum urea and serum creatinine, were also reported by
Gasparoto Junior et al. (4), using ethanolic extract of
T. majus and one of its main constituents, isoquercetin.
Only for the biomarker C-Reactive Protein (CRP)
a significant decrease was observed after adding T
majus flowers to the diet (Table 3) from 1.18 + 0.16
mg/dL to 0.73 + 0.04 mg/dL although in the range of
healthy levels. It is well known that CRP is an acute-
phase protein that has been associated with response
to injury and systemic inflammation (28). Nowadays,
epidemiological studies have shown a consistent
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transcrigdo de ligagdo ao elemento regulador de esterol
1 (SREBF1), que sdo fatores de transcri¢ao envolvidos
na regulacao da via de adipogénese em adipdcitos 3T3-
L1. No presente estudo, nao foi observado efeito na
acumulagdo de lipidos nem reducgdo significativa do
teor de trigliceridos no sangue resultante da ingestdo
de 20 g diarios de flores de 7. majus. Os resultados
provavelmente ndo sdo relacionaveis pois dizem
respeito a modelos de estudo e condi¢des experimentais
muito diferentes, mas despertam interesse para estudos
futuros com ingestao de 7. majus por um periodo mais
longo, por participantes com maior percentagem de
massa gorda.

Todos os participantes relataram que as refeigdes
preparadas com a porgdo diaria de 20 g de flores de
T. majus tinham sabor agradavel e nenhum abandonou
o estudo. Mlcek et al. (27) também relataram boa
aceitacdo de 7. majus num estudo que envolveu
avaliagdo sensorial de varias espécies de flores
comestiveis. Adicionalmente, nenhum voluntario
relatou durante o contato diario com os investigadores
responsaveis pelo estudo qualquer alteragdo no nimero
de evacuagdes e consisténcia das fezes, volume urinario
ou qualquer outro desconforto ou alteragao/sintoma
inesperado durante o periodo de 30 dias de ingestdo de
flores de 7. majus e no intervalo de 2 semanas apos a
conclusdo. Também ndo foram observadas alteracdes
na frequéncia cardiaca e na pressao arterial.

Nao foram encontradas alteracdes quando analisados
os parametros hematoldgicos (Tabela 2) e quando
avaliados os pardmetros bioquimicos séricos utilizados
para avaliar as funcdes hepatica, renal, pancreatica
e metabolica (Tabela 3). A auséncia de toxicidade de
T. majus foi anteriormente demonstrada por Aratjo
et al. (8), em estudo pré-clinico utilizando extrato
hidroetanélico por 90 dias em roedores e lagomorfos.
Gasparoto Junior et al. (4) também descreveram a
inexisténcia de qualquer alteragdo nos parametros
renais, como ureia sérica e creatinina sérica, utilizando
extrato etandlico de 7. majus e um dos seu principais
constituuintes, a isoquercetina. No presente estudo,
apenas para o biomarcador Proteina C-Reativa (PCR)
foi observada uma diminuigdo significativa apds a
adicdo de flores de 7" majus a dieta (Tabela 3) de 1,18
+ 0,16 mg/dL para 0,73 + 0,04 mg/dL embora na faixa
de niveis saudaveis. E bem conhecido que a PCR é uma
proteina de fase aguda que tem sido associada a resposta
subsequente a uma lesdo e inflamagdo sistémica (28).
Atualmente, diversos estudos epidemiologicos tém
mostrado uma associagdo consistente entre o risco de
doenca cardiovascular e as concentragoes de PCR.
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Table 2 - Hematologic parameters before and after ingestion of meals containing 20 g of 7 majus flowers/daily
for 30 days.

Tabela 2 - Parametros hematoldgicos antes e ap6s ingestdo de refei¢des contendo 20 g de flores de 7. majus/
dia por 30 dias

Hematologic parameters / Parimetros hematologicos

Before / Antes

After / Depois

Erythrocytes / Eritrocitos
Hemoglobin / Hemoglobina
Hematocrit / Hematocrito
Mean Corpuscular Volume / Volume Corpuscular Médio
Mean Corpuscular Hemoglobin / Hemoglobina Corpuscular Média

Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration/
Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média

Red Cell Distribution Width /
Amplitude de Distribuig¢do dos Globulos Vermelhos

Leukocytes / Leucécitos
Neutrophils / Neutroéfilos
Eosinophils / Eosinofilos
Basophils / Baséfilos
Lymphocytes / Linfocitos
Monocytes / Monoécitos

Platelets / Plaquetas

432+ 0.11x10%/mm?
13.41 +0.40 g/dL
39.68 + 0.98%
91.61+ 0.98 fL.
30.91+0.42 pg

33.73+£0.33 g/dL

13.31+£0.33 %

5.25+0.52 x 103/mm’
51.21+£3.62%
3.00£0.59 %
0.85+£0.20 %
38.81+3.25%
6.13+0.22 %

231.5+ 15.84 x 10%/mm’

4.33+0.14 x 105mm?
13.21+0.43 g/dL
39.60+ 1.13%
91.38+0.96 fL
30.50+ 0.58 pg

33.38+£0.35 g/dL

13.43+0.22%

6.01 £ 0.75 x 10%/mm?
59.10£3.99%
3.06+0.61 %
0.66+0.10 %
32.08+3.25%
5.58+£0.25%

228.0 + 12.40 x 103/mm?

Data are reported as mean =+ standard error of the mean (SEM) were compared by 'I-test using / Os dados sdo relatados
como média + erro padrdo da média (SEM) e foram comparados pelo teste t.

Table 3 - Biochemical parameters before and after ingestion of meals containing 20 g of 7. majus flowers/daily
for 30 days.
Tabela 3 - Parametros bioquimicos antes ¢ apos a ingestdo de refeicdoes contendo 20 g de flores de T. majus/dia
por 30 dias.

Biochemical parameters / Parimetros bioquimicos Before / Antes After / Depois

Blood Uric Acid / Acido Urico Sanguineo 8.85 + 4.83 mg/dL
0.73 £ 0.03 mg/dL
209.66 % 15.64 mg/dL
69.5 + 2.30 mg/dL
56.66 + 7.03 mg/dL
14.19 + 0.81 pmol/L
1.73 £ 0.25 pUl/mL
16.00+ 1.06 U/L
19.66+ 1.47 U/L
18.50+ 1.52 U/L
84.00+ 5.10 mg/dL
540+ 0.06%
5.67+ 0.66 mm/h
1.18+0.16 mg/dL
6.08+0.32

3.95+0.40 mg/dL
0.75+ 0.04 mg/dL
210.16 + 14.05 mg/dL
66.66 + 3.02 mg/dL
74.50 + 16.97 mg/dL
14.85 + 0.44 pmol/L
1.82+0.30 pUl/mL
1533+ 1.38U/L
17.50+ 0.61 U/L
21.00+ 1.50 U/L
79.83 + 6.05 mg/dL
5.43+£0.08%
7.17+ 1.10 mm/h
0.73 = 0.04 mg/dL*
6.00+0.40

Blood Creatinine / Creatinina Sanguinea
Cholesterol / Colestreol
HDL Cholesterol / Colesterol LDH
Triglycerides / Triglicerideos
Thyroxine (T4) / Tiroxina
Thyroid-Stimulating Hormone / Hormona Tireoestimulante
Alanine Aminotransferase (ALT) / Alanina Aminotransferase (ALT)
Aspartate Aminotransferase (AST) / Aspartato Aminotransferase (AST)
Gamaglutamiltransferase (GGT)
Glycemia / Glicemia
Glycated hemoglobin (HbA1lc) / Hemoglobina Glicada (HbAlc)
Hemo Sedimentation rate / Velocidade de Hemossedimentagio
C-Reactive Protein (CRP) / Proteina C-reativa (PCR)

Urine pH / pH urinario

Data are reported as mean =+ standard error of the mean (SEM) were compared by T-test using / Os dados sdo relatados
como média + erro padrdo da média (SEM) e foram comparados pelo teste t.
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association between cardiovascular disease risk and
CRP concentrations. Elevated levels of CRP are related
to inflammatory processes which are related to vascular
cell activation, thrombosis, and accumulation of lipids
and atherosclerotic process (29). 7. majus contains a
variety of bioactive compounds which are also known
for their anti-inflammatory and antioxidant properties,
including ascorbic acid (Vitamin C), flavonoids,
carotenoids, and other polyphenolics (30). Furthermore,
aqueous extracts of 7. majus significantly suppressed
the production of inflammatory mediators such as TNF-
alpha, Prostaglandin E2 (PGE2), and leukotriene LTB4
in human blood cells (31). Another group of interesting
substances from 7. majus are the thermostable
glucosinolates (32,33), such as glucotropaeolin, which
is metabolized into benzyl isothiocyanate and has
significant antitumor activity (34, 35). Thus, monitoring
CRP before and after ingestion of 7. majus for a
longer time period and within a more representative
group of human volunteers may contribute to a better
understanding of the reason and significance of the
decrease observed in our study.

Only about 103 plant species are responsible for 90% of
the world's food supply despite estimates showing that
there are about 27,000 plant food species (36). Hence,
there are many species with alimentary potential which
are neglected. Many of these species were used in
the past, but their use has been abandoned with the
industrialization and urbanization processes. In the last
years, several of these species, including 7. majus, have
been highlighted as nutritious UFPs with high impact
in Latin- and Ibero-American countries, namely Brazil
and Portugal (12). Thus, more studies on its acceptance,
safety, and nutritional value are important to understand
any benefit/risk relationship for its use in the human
diet.

The European Green Deal has the "Farm to Fork"
strategy as a central focus to make food systems fair,
sustainable, and healthy. The role of UFPs in this path
is indisputable, but increasing the adoption of healthy
and sustainable diets does not mean adhering to all the
available UFPs offered without any criteria (37). Hence,
the need to anticipate emerging risks for edible flower
consumption has been brought to the EFSA’s (European
Food Safety Authority) agenda. The guarantee of
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A PCR ¢ um marcador para processos inflamatorios
que podem estar envolvidoas em todos os estagios,
influenciando diretamente o processo aterosclerético,
ativagdo de células vasculares, trombose ¢ acumulagao
de lipidos (29). T. majus contém uma variedade de
compostos bioativos que também sdo conhecidos pelo
seu potencial anti-inflamatorio e antioxidante, incluindo
acido ascorbico (Vitamina C), flavonoides, carotenodides
e outros polifenois (30). Tran et al. (31) demonstraram
que extratos aquosos de 7. majus exerceram forte
supressdo dependente da concentragdo na libertagao
de TNF-alfa desencadeada por LPS e sinalizacdo da
via COX, incluindo a sintese de PGE2. Além disso,
o T majus € rico em glucosinolatos (32,33) como a
glucotropaeolina que ¢ metabolizada em isotiocianato
de benzilo, que sdo moléculas termoestaveis e que
possuem atividades anticancerigenas (34, 35). Perante
esta informagdo, € importante reconhecer que a
monitorizagdo da PCR antes e apds a ingestdo de T.
majus por um periodo maior de tempo e para um grupo
mais representativo de voluntarios humanos pode
contribuir para entender melhor o motivo e significancia
da diminui¢@o observada neste estudo.

Numa perspetiva de sustentabilidade, estima-se
que existam cerca de 27 mil espécies vegetais com
potencial alimentar no mundo, no entanto, apenas
cerca de 103 espécies vegetais sdo responsaveis por
90% da oferta mundial de alimentos (36). Ou seja,
existem muitas espécies com potencial alimentar
que sao negligenciadas. Muitas foram utilizadas no
passado, mas com os processos de industrializagdo e
urbanizagdo o seu uso foi abandonado. Nos ultimos
anos, varias destas espécies tém-se destacado como
PANCs nutritivas com elevado impacto em paises da
América Latina e Ibero-americanos, nomeadamente
Brasil e Portugal, sendo a 7. majus uma delas (12).
Percebe-se, assim, que sdo importantes mais estudos
sobre a sua aceitagdo, seguranca ¢ valor nutricional
para entender qualquer relagdo beneficio/risco para seu
uso na dieta humana.

No contexto da globalizagdo, a "Estratégia da quinta
ao prato" estd no centro do Pacto Verde Europeu para
tornar os sistemas alimentares justos, sustentdveis
e saudaveis. O papel das PANCs nesse caminho ¢
indiscutivel, mas aumentar a adoc¢ao de dietas saudaveis
e sustentaveis nao significa aderir a todas as PANCs
disponiveis oferecidas sem nenhum critério (37). A
necessidade de antecipar os riscos emergentes para o
consumo de flores comestiveis foi trazida para a agenda
da EFSA (European Food Safety Authority). A garantia
de informacgdes claras ¢ um requisito do consumidor



clear information is a consumer demand which shall
be satisfied, a purpose that should unite universities/
researchers and authorities, applying the Qualified
Presumption of Safety (QPS) approach for the safety
assessment of botanicals and botanical preparations
published by EFSA (38). As an example of UFPs
approach, we recall that EFSA was asked very recently
by the European Commission whether there are duly
reasoned safety objections to the placing on the market
dried flowers of Clitoria ternatea L. as a traditional
food (TF), known as butterfly pea, from a third country
within the European Union (39). EFSA noted the in
vitro haemolytic and cytotoxic effects reported for some
cyclotides (circular proteins) as well as data indicating
possible effects on the immune system, and uterus
(although these cyclotides responsible for these effects
have not been detected in Clitoria ternatea). Given the
potential exposure to cyclotides resulting from the use
of C. ternatea for the preparation of herbal infusions
and the unknown toxicological profile of the cyclotides
present in these edible flowers, the EFSA considered
that could have some risk to human health. Thus, EFSA
raised safety objections to the placing on the EU market
of the dried flowers of Clitoria ternatea.

Considering the UFP T. majus, the a priori guidance
of the EFSA for the safety assessment of plants
and botanical preparations intended to be used as
ingredients in food supplements applies (40), which
provides that plants or botanical preparations for which
an adequate body of knowledge exists can benefit from
a 'presumption of safety (QPS)' without the need for
further testing. In this situation, the QPS decision for
T. majus can be based on available data on the history
of safe use at traditional exposure levels, i.e., data
regarding the safety of aqueous extracts of 7. majus and
consumption of the whole flower, with no reports of
adverse effects (41).

In the particular case of 7. majus flowers, there is
evidence for the acceptable safety of its use as a wholly
natural ingredient or dietary supplement in daily meals,
well supported by studies of aqueous extracts (typical
culinary medium) in animals and here in humans for
the first time. However, since there are warnings in the
literature about potential additional concerns related
to the reproductive effects of ethanol extracts, it is
advisable that further research should be carried out in
search of a substance or group of substances for which a
value should be defined as a limit related to observable
health effects. Taking into account that the existing
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que deve ser atendido, propdsito que deve unir
universidades/pesquisadores e autoridades, aplicando
a abordagem da Presungdo de Seguranca Qualificada
(QPS) para a avaliagdo de seguranga de preparacdes
botanicas publicadas pela EFSA (38). Como exemplo
para a abordagem das PANCs, a EFSA foi questionada
muito recentemente pela Comissao Europeia se existiam
objecdes de seguranca devidamente fundamentadas
a colocacdo no mercado de flores secas de Clitoria
ternatea L. alimento tradicional conhecido como
ervilha borboleta por parte de um pais terceiro da Unido
Europeia (39). A EFSA observou efeitos hemoliticos
e citotoxicos in vitro relatados para alguns ciclotidos
(proteinas circulares), bem como dados indicando
possiveis efeitos no sistema imunoldgico e no utero
(embora os ciclotidos responsaveis por estes efeitos
nido tenham sido detectados em Cliforia ternatea).
Mesmo assim, dada a potencial exposi¢a@o a ciclotidos
resultante do uso de C. fernatea para a preparagao de
infusdes de ervas e o perfil toxicologico desconhecido
dos ciclotidos presentes nessas flores comestiveis, a
EFSA considerou que poderia existir algum risco para
a saude humana. Assim, a EFSA levantou objecdes de
seguranca a coloca¢do no mercado da UE das flores
secas de Clitoria ternatea.

Considerando a PANC T. majus, aplica-se a orientag@o a
priori da EFSA para a avaliagdo da seguranga de plantas
e preparagdes botanicas destinadas a serem usadas
como ingredientes em suplementos alimentares (40),
que prevé que plantas ou preparacdes botanicas para
as quais existe um corpo de conhecimento adequado
podem beneficiar de uma “presungdo de seguranca
(QPS)” sem necessidade de mais testes. Nesta situacdo,
a decisao do QPS para T. majus pode ser baseada em
dados disponiveis sobre o historico de uso seguro em
niveis de exposicao tradicionais, ou seja, dados seguros
para extratos aquosos de 7. majus e consumo da flor
inteira, sem relato de efeitos adversos (41).

No caso particular das flores de 7" majus, ha evidéncias
da seguranca aceitdvel de seu uso como ingrediente
totalmente natural ou suplemento alimentar nas
refei¢des didrias, bem apoiada por estudos de extratos
aquosos (meio culindrio tipico) em animais e aqui
em humanos pela primeira vez. No entanto, uma vez
que existem alertas na literatura sobre potenciais
preocupacdes adicionais relacionadas com os efeitos
reprodutivos dos extratos etanolicos, ¢ aconselhavel
que mais pesquisas sejam realizadas em busca de
uma substancia ou grupo de substincias para o qual
um valor deva ser definido como limite relacionado
com os efeitos observaveis na saude. Tendo em conta
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quality and toxicity data are insufficient to derive such
a value, and 7. majus concentrates obtained in alcohol
seem unsuitable for unrestricted food use, the safety
assessment of 7. majus should be further developed for
its various extracts.

Finally, it is important to recognize that, as this is a
pilot exploratory work, there are some limitations in
this study: 1) the limited number of participants (six)
whose recruitment has been harmed by a study in
pandemic phase; 2) the heterogeneous distribution of
sex and age of the participants; 3) the lack of a control
group and 4) lack of estimation of energy and nutrient
intake, although the frequency of consumption and
food portion size were already evaluated.

Conclusion

Results obtained indicate that 7. majus flowers are
well accepted when added to different meals and
corroborate the information in the literature about its
use being safe for humans. This is the first exploratory
study referring to the safety of consumption of 7. majus
flowers in healthy humans, alerting to the importance of
designing additional, more complete studies to confirm
the promising results in a larger number of volunteers.
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que os dados de qualidade e toxicidade existentes sdo
insuficientes para derivar tal valor, e os concentrados
de T. majus obtidos em alcool ndo parecem adequados
para uso alimentar irrestrito, a avaliacdo de seguranca
de T majus deve ser desenvolvida para os seus diversos
extratos.

Por fim, é importante reconhecer que, por se tratar
de um trabalho piloto exploratdrio, existem algumas
limitacdes neste estudo: 1) numero limitado de
participantes (seis) cujo recrutamento foi prejudicado
por um estudo em fase de pandemia; 2) distribuicdo
heterogénea de sexo e idade dos participantes; 3)
falta de um grupo controle ¢ 4) falta de estimativa da
ingestdo de energia e nutrientes, embora a frequéncia
de consumo e o tamanho da por¢do dos alimentos ja
tenham sido avaliados.

Conclusao

Os resultados obtidos indicam que as flores de T
majus sao bem aceites quando adicionadas a diferentes
refei¢des e corroboram as informagdes da literatura
sobre seu uso ser seguro para humanos. Este ¢ o primeiro
estudo exploratério referente a seguranca do consumo
de flores de 7. majus em humanos saudaveis, alertando
para a importdncia de serem desenhados estudos
adicionais mais completos para confirmar os resultados
promissores em um niamero maior de voluntarios.
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