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Resumo

Neste trabalho foi avaliada a atividade bioldgica de cinco espécies do género
Plectranthus (P. mutabilis, P. lucidus, P. xerophilus, P. crassus e P. ciliatus). As bioatividades
testadas foram as atividades antioxidante, pelo método de DPPH, e antimicrobiana, pelo método
de difusdo em pocos, e a toxicidade geral, pelo modelo de Artemia salina L.

O extrato de P. mutabilis apresentou o maior rendimento de extracdo (30,3%) e a
atividade antioxidante mais elevada (46,14%). Demonstrou atividade antimicrobiana
significativa contra S. aureus (17 mm) e moderada contra C. albicans (10 mm) pelo que,
posteriormente, determinaram-se os valores da CMI (31,25 e 125 pg/mL, respetivamente),
CMB e CMF (125 ug/mL), pelo método de microdiluicdo. Esta planta demonstrou também a
toxicidade geral mais elevada (CLso = 0,55 mg/L) e, portanto, a sua citotoxicidade foi testada
em trés linhas celulares tumorais humanas (HCT116 = 28.00+2.00; MCF-7 = 35.00+1.00 e
NCI-H460 = 36.00+2.00 pg/mL).

O extrato de P. mutabilis foi o mais bioativo e foi selecionado para a realizacdo de
técnicas cromatograficas de fracionamento e identificacdo estrutural por espetroscopia de
'H-RMN. Os trabalhos futuros de fitoquimica desta planta devem incluir o isolamento e
caracterizacdo estrutural dos principais constituintes bioativos responsaveis pelas atividades

bioldgicas demonstradas neste estudo.

Palavras-chave: Produtos naturais, Plectranthus, atividade bioldgica, diterpenos, abietanos.
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Abstract

In this work the biological activity of five species of Plectranthus genus (P. mutabilis,
P. lucidus, P. xerophilus, P. crassus and P. ciliatus) was evaluated. The tested bioactivities
were the antioxidant, by the DPPH method, and antimicrobial, by the well diffusion method,
activities and the general toxicity, by the Artemia salina L. model.

The extract of P. mutabilis presented the highest extraction yield (30.3% (w/w)) and
the highest antioxidant activity (46.14%). Demonstrated a significant antimicrobial activity
against S. aureus (17 mm) and moderate against C. albicans (10 mm), so afterwards it was
determined the MIC (31,25 e 125 ug/mL, respectively), MBC and MFC (125 ug/mL) values,
by the microdilution method. This plant also demonstrated the highest general toxicity (LCsg =
0,55 mg/L) and therefore, its cytotoxicity was tested on three human tumor cell lines (HCT116
= 28.00£2.00; MCF-7 = 35.00+1.00 e NCI-H460 = 36.00+£2.00 pg/mL).

The extract of P. mutabilis was the most bioactive and it was selected for the
realization of fractionation chromatographic techniques and structural identification by
'H-NMR spectroscopy. The future phytochemical works of this plant should include the
isolation and structural characterization of the main bioactive constituents responsible for the
biological activities demonstrated in this study.

Keywords: Natural products, Plectranthus, biological activity, diterpenes, abietanes.
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Abreviaturas, siglas e simbolos

% - Percentagem

% (m/m) — Percentagem massa por massa

% (m/v) — Percentagem massa por volume

® — Marca registada

°C — Graus Celsius

'H-RMN - Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
A.C. — Antes de Cristo

Abs. — Absorvancia

AcetilCoA — Acetil-coenzima A

ADN — Acido desoxirribonucleico

ATCC — American Type Culture Collection

ATP — Adenosina trifosfato

B. subtilis - Bacillus subtilis

BHA — Butil-hidroxianisol

BHT — di-terc-butil-metil-fenol (Butil-hidroxitolueno)
ccd — Cromatografia em camada delgada

CCFlash — Cromatografia em coluna flash

CCSV - Cromatografia em coluna seca sob vacuo
CDCls — Cloroformio deuterado

Clso — Concentracéo inibitdria de 50%
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CIP — Collection of Institute Pasteur

CLso — Concentragdo letal a 50%

CLSI — Clinical & Laboratory Standards Institute
cm — Centimetros

CMB - Concentragdo Minima Bactericida

CMF — Concentracdo Minima Fungicida

CMI — Concentragdo Minima Inibitoria

Cx— x &tomos de carbono

DHR - 6,7-dehidroroileanona

DMAPP — Dimetilalil-difosfato

DMSO - Dimetisulfoxido

DPPH — 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo

DXP — 1-Desoxilulose-5-Fosfato

E. coli — Escherichia coli

E. faecalis — Enterococcus faecalis

EFRV — Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina
ERO —Espécies Reativas de Oxigénio

ERV — Enterococcus resistentes & vancomicina
FDP — Farnesildifosfato

g — Grama

GDP — Geranildifosfato
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GFPP — Geranilfarnesildifosfato

GGDP - Geranilgeranildifosfato

HGM-CoA — B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA
HSV-1 — Herpes simplex Virus tipo 1

HSV-2 — Herpes Simplex Virus tipo 2

IPP — Isopentenil-difosfato

K2Cr,07- Dicromato de Potassio

M. tuberculosis - Mycobacterium tuberculosis
MEP — Fosfato de metileritriol

mg — Miligrama

mg/L - Miligrama por litro

mg/mL — Miligrama por mililitro

MHz — Megahertz

mL — Mililitro

mm — Milimetro

NADPH — Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo-Fosfato (forma reduzida)
nm — Nanometro

n° - Namero

NO — Oxido nitrico

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

P. aegyptiacus - Plectranthus aegyptiacus
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P. aeruginosa — Pseudomonas aeruginosa

P. amboinicus - Plectranthus amboinicus

P. asirensis — Plectranthus asirensis

P. barbatus - Plectranthus barbatus

P. caninus - Plectranthus caninus

P. ciliatus — Plectranthus ciliatus

P. congestus - Plectranthus congestus

P. crassus — Plectranthus crassus

P. edulis - Plectranthus edulis

P. esculentus - Plectranthus esculentus

P. fruticosus - Plectranthus fruticosus

P. grandidentatus - Plectranthus grandidentatus
P. hadiensis - Plectranthus hadiensis

P. insignis - Plectranthus insignis

P. lanuginosus - Plectranthus lanuginosus

P. longipes - Plectranthus longipes

P. lucidus — Plectranthus lucidus

P. madagascariensis - Plectranthus madagascariensis
P. mandalensis - Plectranthus mandalensis

P. mollis - Plectranthus mollis

P. mutabilis — Plectranthus mutabilis
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P. ornatus - Plectranthus ornatus

P. parviflorus - Plectranthus parviflorus

P. pubescens - Plectranthus pubescens

P. ramosior - Plectranthus ramosior

P. rugosus - Plectranthus rugosus

P. strigosus — Plectranthus strigosus

P. sylvestris - Plectranthus sylvestris

P. syringae - Pseudomonas syringae

P. Unguentarius - Plectranthus Unguentarius
P. vettiveroides - Plectranthus vettiveroides
P. xerophilus — Plectranthus xerophilus

ppm — Partes por milhdo

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

S. aureus — Staphylococcus aureus

S. cerevisiae - Saccharomyces cerevisiae
SARM - Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
Sec. — Século

SRB - Sulforrodamina B

TCA — Acido tricloroacético

VIH — Virus da imunodeficiéncia humana

a — Alfa
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B — Beta

o - Delta

ug/mL — Micrograma por mililitro

uL — Microlitro
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1. Aimportancia das plantas medicinais

Ao longo dos tempos 0 Homem tem utilizado os produtos naturais com varios fins,
entre os quais medicinais (Cragg & Newman, 2005).

Os registos mais antigos de terapéuticas com produtos naturais foram feitos em
tabuletas de argila, em escrita cuneiforme, na Mesopotamia no ano de 2600 A.C. e
documentavam, por exemplo, plantas da espécie Commiphora (mirra) que ainda hoje sao usadas
para tratar tosses, resfriados e inflamacodes (Dias, Urban, & Roessner, 2012).

As plantas medicinais cultivadas hd 60000 anos, tém sido a base da medicina
tradicional e, para além do uso medicinal sdo também usadas com fins alimenticios,
ornamentais, entre outros (Cragg & Newman, 2005; Jamshidi-Kia, Lorigooini, & Amini-Khoei,
2017).

Os Egipcios e Chineses terdo sido dos primeiros seres humanos a utilizar as plantas
enguanto medicamentos. Sdo provas disso o Papiro de Ebers do ano de 1500 A.C., um
documento egipcio com cerca de 700 farmacos entre 0s quais a maioria sao plantas, e 0 Matéria
Médica Chinés do ano de 1100 A.C. que também relata a preparacdo de medicamentos através
de plantas e os seus beneficios (Cragg & Newman, 2005; Dias et al., 2012; Samuelson &
Bohlin, 2010).

Na Grécia Antiga também ja se conheciam as propriedades medicinais de algumas
plantas e Hipocrates, fundador da medicina grega, e Aristételes, aprendiz de Hipdcrates,
usavam as plantas medicinais para o tratamento de doencas (Jamshidi-Kia, Lorigooini, &
Amini-Khoei, 2017).

Atualmente as plantas continuam a desempenhar um papel essencial nos cuidados de
salde, sendo bastante utilizadas como fonte de recurso terapéutico eficaz, quer para tratar quer
para prevenir varias doencas (Freitas & Rodrigues, 2006; Ramawat & Merillon, 2008).

Nas Gltimas décadas a exigéncia por produtos de origem natural tem aumentado em
8% a 15% ao ano na Europa, América do Norte e Asia (Rahman et al., 2017). Atualmente as
areas do cancro e das doencas infecciosas sdo maioritariamente dependentes de produtos
naturais e, praticamente, todas as nagbes do mundo tém vindo a valorizar as atividades
relacionadas com as plantas medicinais (Jamshidi-Kia, Lorigooini, & Amini-Khoei, 2017; Pan,
Chai, & Kinghorn, 2010; Ur Rahman et al., 2017).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu o potencial da medicina a base
de plantas e estimou que mais de 80% da populacdo mundial depende da medicina tradicional
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e de medicamentos derivados de plantas, enquanto fonte de saide primaria (Jamshidi-Kia,
Lorigooini, & Amini-Khoei, 2017; Qazi & Molvi, 2016; Rijo et al., 2014).

As plantas medicinais sdo um recurso natural de baixo custo, muito disponivel e
acessivel, satisfazendo o conceito de economia verde. Este conceito tem sido assumido como
uma necessidade urgente para abordar os desafios globais em areas como a energia, 0 ambiente
e a saude, e pretende construir uma economia efetiva e segura (Hussein, 2018; Mukul, Uddin
& Tito, 2007).

Devido a sua complexa e diversificada composi¢do as plantas sao também importantes
fontes de novos farmacos ou farmacos prototipo que podem ser otimizados (Dias et al., 2012;
Rijo et al., 2012). As plantas medicinais tém sido objeto de estudos farmacoldgicos intensos
permitindo a obtencdo de novos agentes terapéuticos mais especificos e com menos reagdes
adversas. (Matu & Van Staden, 2003; Ur Rahman et al., 2017).

E crucial preservar e manter a qualidade deste recurso bioldgico, as plantas medicinais,
gue ainda tem muito por explorar e que tantos beneficios pode dar aos seres humanos (Freitas
& Rodrigues, 2006; Jamshidi-Kia, Lorigooini, & Amini-Khoei, 2017).
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2. O género Plectranthus L"Hér
2.1 Origem e Taxonomia

Um exemplo de plantas medicinais sdo as plantas do género Plectranthus L Hér
(Ntungwe et al., 2017). Apresenta cerca de 300 a 350 espécies de arbustos ou ervas
identificadas, distribuidas em regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia, Australia, e Ilhas
do Pacifico (Cretton et al., 2018; Grayer et al., 2010; Rijo et al., 2012; Rijo et al., 2014).

Algumas espécies de Plectranthus, nativas de Africa, foram introduzidas no Novo
Mundo no séc. XVI seguindo os Descobrimentos Portugueses (Rijo et al., 2012) e o termo
L"Hér é referente ao botanico francés Charles Louis L'Héritier de Brutelle (1746-1800) que fez
a primeira descricao do género Plectranthus em 1788 (Van Jaarsveld, 2006).

L"Héritier terd centrado a descri¢do deste género no espordo (Figura 1) presente na
base da corola ou das sépalas nos espécimenes que tinha disponiveis: Plectranthus fruticosus e
Plectranthus punctatus. Assim, o termo Plectranthus significa “flér espordo”, que provém das
palavras gregas Plectron (espordo) e anthos (flér) (Rijo, Faustino & Simdes, 2013; Van
Jaarsveld, 2006; Waldia, Joshi, Pathak, & Joshi, 2011).

esporag =y e

Figura 1 - Espordo presente na base da corola ou das sépalas, em algumas plantas do género Plectranthus (fonte:
http://invasoras.pt/glossary/esporao/, consultado a 13/11/2018).

No entanto, a maioria das plantas do género Plectranthus ndo possui este espordo na
base da sua corola mas, apés ter sido descrito e publicado, 0 nome Plectranthus foi aceite e
utilizado (\Van Jaarsveld, 2006).

Algumas destas plantas, devido ao seu odor, sdo também chamadas de Reis mariposa
e sdo o0 maior grupo na familia a que pertencem, familia Lamiaceae ou Labiatae. A familia
Lamiaceae é angiospérmica e possui, para alem do género Plectranthus, um conjunto valioso

de géneros, que apresentam compostos biologicamente ativos, como Salvia (Salvia), Ocimum
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(Manjericdo), Mentha (Horteld), entre outros que possuem varias utilidades ornamentais,
culinarias e medicinais (Naghibi, Mosaddegh, & Motamed, 2014; Ntungwe et al., 2017; Waldia
etal., 2011).

As Plectranthus pertencem a subfamilia Nepetoideae, tribo Ocimeae e subtribo
Plectranthinae (Rice, Brits, Potgieter & Van Staden, 2011).

Algumas espécies do género Plectranthus demonstram critérios morfoldgicos
ambiguos tornando-as dificeis de identificar, ndo apenas entre as espécies do género, mas
também entre os géneros mais intimamente relacionados. Este facto terd levado a numerosos
problemas taxondmicos em relacdo a nomenclatura das espécies, resultando na nomeacao de
espécies iguais com nomes diferentes, como por exemplo Plectranthus barbatus Andr. que
pode ser chamada de Plectranthus forskalaei Willd, Plectranthus grandis (Cramer) R.H.
Willemse ou de Coleus barbatus (Andr.) Benth, entre outros, todos nomes sinénimos desta
espécie. Também o facto da maioria das revisdes taxondmicas do género Plectranthus serem
tendencialmente regionais, e ndo globais, e o facto do uso destas plantas ser distribuido a nivel
mundial, contribuem para o0 uso de multiplos nomes taxondémicos para descrever a mesma
espécie. Estes fendmenos dificultam a recolha de informacéo relativa aos usos etnoboténicos
destas plantas e resultam na frequente colocacao de espécies do género Plectranthus em géneros
intimamente relacionados, como o género Coleus (Lukhoba, Simmonds, & Paton, 2006; Paton
etal., 2004).

O género Coleus é o género taxonomicamente mais préximo do género Plectranthus
pois existem ligeiras e ambiguas diferencas morfoldgicas entre estes. Por esta razdo alguma
dificuldade pode surgir na distincdo das espécies destes géneros (Abdel-Mogib, Albar &
Batterjee, 2002; Alvarenga, Gastmans, Rodrigues, Moreno, & Emerenciano, 2001; Paton,
Mwanyambo & Culham et al., 2018). O género Plectranthus e o género Coleus sdo dois grandes
grupos que constituem, para além de outros como a Salvia e a mentha, a subtribo Plectranthinae
(Paton et al., 2018).

O género Plectranthus contém clades (termo em inglés para géneros com ancestral
comum, como Coleus e Plectranthus que pertencem a subtribo Plectranthinae) que possuem
0s generos: Aeollanthus, Alvesia, Tetradenia, Thorncroftia, Capitanopsis, Plectranthus sensu
stricto (“em sentido estrito”) e Equilabium (Paton et al., 2018).

Na Tabela 1 encontram-se as clades de Coleus e de Plectranthus com os respetivos

géneros, exemplos de espécies, diferencas morfoldgicas e areas geogréaficas.
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Tabela 1 - Clades de Coleus e de Plectranthus, com os respetivos géneros, exemplos de espécies, diferencas
morfolégicas e areas geograficas.

Exemplos de Diferencas Area
Género Clade Género espécies morfologicas geografica
Alvesia Alvesia Calice expandido
Welw. rosmarinfolia | com trés lébulos. Africa
Calice com um
corte horizontal
Plectranthus | Aeollanthus Aeollanthus ao nivel da base.
Spreng. densiflorus Tubo do célice Africa
achatado na zona
mais préxima da
corola.
Corola com
Tetradenia Tetradenia simetria radial e Africa
Benth. fruticosa tubo a direito em
forma de funil.
I Corola com
Thorncroftia | Thorncroftia | simetria bilateral,
N.E.Br longflora com tubo a direito Africa
Plectranthus ou curvado para
baixo e cilindrico.
Calice em forma
Plectranthus | Plectranthus de funil e labios
Il L Hér. ciliatus; superior e inferior | Africa e Asia
(Plectranthus | Plectranthus da corola com
sensu stricto) | angustifolia comprimentos
iguais.
Calice com varias
formas e
Capitanopsis | Capitanopsis | expandido. Corola | Madagascar
i S.Moore angustifélia | com estreitamento
e lébulos laterais
e superiores
curtos.
Calice em forma
de funil. Corola
Equilabium | Plectranthus em forma Africa e Asia
v Mwanyambo mollis sigmoide e labios
superior e inferior
do mesmo
comprimento do
tubo.
Plectranthus
A crassus; Calice em
Anisochilus | formato de funil. | Africa, Asia
Coleus Coleus Lour. pallidus Corola com l&bio | e Austrélia
Plectranthus superior mais
B xerophilus; curto do que o
Plectranthus inferior.
barbatus

(Paton et al., 2018).
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O género Equilabium foi identificado por estudos filogenéticos que tém vindo a
auxiliar na compreensdo das relagbes existentes entre espécies de plantas do género
Plectranthus, de modo a organizar melhor as classificagfes, tendo em conta 0S Seus US0S
etnobotanicos, as suas caracteristicas morfologicas e composicao fitoquimica, pois estas variam
ao longo da filogenia (Khalik, 2016; Paton et al., 2018). Também j& se recorre a sequenciacao
de certas regides de ADN para se determinar a filogenia de algumas plantas (Paton et al., 2004).

A hibridagdo natural, quando se verifica, também pode auxiliar a desvendar a historia
evolutiva e relagdes taxondmicas dos géneros, podendo ser detetada atraves da determinacgao
da quimica dos Oleos essenciais das plantas (Viljoen, Demirci, Baser, Potgieter, & Edwards,
2006).

Espécies do género Plectranthus L"Hér podem encontrar-se taxonomicamente
classificadas no género Coleus, como sdo exemplo a espécie Plectranthus crassus e
Plectranthus xerophilus (Paton et al., 2018) e ja se tera observado, em estudos anteriores, que
70% das plantas medicinais do genero Plectranthus pertencem ao género Coleus. A clade B de
Coleus apresenta 0 maior numero de usos medicinais registados e sao as espécies Plectranthus
do género Coleus as mais estudadas, quer taxonomicamente quer economicamente (Lukhoba
et al., 2006; Paton et al., 2018).

2.2 Caracteristicas do género

O género Plectranthus é atrativo e florifero. Sobrevive com pouca luz, é robusto e
resistente a maioria das doencas e pragas das plantas. Adapta-se bem a ambientes quentes, secos
e semi-secos porque possui raizes superficiais que crescem em camadas superiores do solo, que
Ihe permite necessitar de uma pequena quantidade de agua. Este género cresce rapidamente
sendo muito Gtil quando é necessario criar novos jardins, com grandes areas a cobrir, num curto
espaco de tempo (Abdel-Mogib et al., 2002; Lukhoba et al., 2006; Potgieter, Edwards, &
Staden, 2009; Rice et al., 2011).

Pelo facto de terem as flores altas e de tubo curto, tém a particularidade de atrair insetos
polinizadores, como espeécies de abelhas solitarias, o falcdo traca, entre outros (Rice et al.,
2011). Estes insetos trazem grandes vantagens a producao agricola, pois sdo essenciais para a
disseminacdo de muitas espécies e para a preservacdo da biodiversidade dos ecossistemas
(Potgieter, 2009, p.12-14; Rech, Agostini, Oliveira, & Machado, 2014).
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Normalmente este género de plantas apresenta cerca de 1 a 2 metros de altura e tem
glandulas de cor laranja distribuidas nas suas partes aéreas que contém compostos como 0sS
diterpenos do tipo abietano. Podem ser anuais, com um ciclo de vida igual ou inferior a um ano,
ou perenes, as folhas ndo caiem e tém um ciclo de vida superior a dois anos (Hussein, 2018;
Rabe & Van Staden, 1998; Rice et al., 2011).

As suas flores, normalmente, sdo pequenas e surgem no final do verdo, principio do
outono com cores violeta, azul, rosa ou branco (Brits, Selchau, & Deuren, 2001). Apresentam,
regra geral, um labio superior curto constituido por quatro dentes e um labio inferior mais
comprido, concavo, composto por um dente (Codd, 1984; Velazquez, 1997). No entanto, as
flores deste género podem apresentar variacdes morfologicas de espécie para espécie, como se

verificou na Tabela 1.

2.3 Usos etnobotanicos

Os caules, folhas, raizes e tubérculos de varias plantas deste género podem ser usados
para fins medicinais, ornamentais, alimenticios, entre outros (Rice et al., 2011). Quanto aos
usos medicinais as plantas do género Plectranthus possuem a capacidade de atuar em varios
transtornos biologicos (Lukhoba et al., 2006). Na Tabela 2 encontram-se exemplos de espécies

do género Plectranthus e respetivos transtornos biolégicos nos quais atuam.

29

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Avaliacdo da atividade bioldgica dos extratos de Plectranthus mutabilis, P. ciliatus,

P. xerophilus, P. crassus e P. lucidus

Introducéo

Tabela 2 — Exemplos de espécies de plantas do género Plectranthus utilizadas em varios trastornos bioldgicos.

Sistema Transtorno Exemplo da espécie do género Plectranthus
biol6gico
Nauseas
VOmitos P. vettiveroides na india
Dores de estbmago
Gastrointestinal Diarreira P. amboinicus na India e Africa

Infe¢Bes na boca

InfecBes no es6fago

Espasmos intestinais

P. barbatus no Brasil

Dérmico

Gastrite
Queimaduras P. fruticosus na Roménia
Feridas P. barbatus no Quénia e na Républica democrética
Hematoma com do Congo
inchaco

Alergias cutaneas

Picadas de inseto

Envelhecimento

P. amboinicus na india e na Malasia

Assadura P. asirensis na na Arabia saudita
Comichéo
Sarna P. congestus na Papua Nova Guiné
Tosse
Asma P. amboinicus na india, Caraibas e Cuba
Bronquite
Respiratdrio Catarro
Constipagéo P. barbatus na Africa
Pneumonia
Laringites P. aegyptiacus na Arabia saudita

Musculoesquelético

Dor muscular

Deslocacdo 6ssea

Reumatismo

P. barbatus na Africa

Nervoso

Depressdo

P. pubescens e P. mandalensis no Malawi

Insénia

Outros

Infecéo
genitourinaria

Infecdo nos ouvidos

Infecdo nos olhos

Febre

P. barbatus na Africa, Asia e América do Sul

Maléria

P. sylvestris no leste de Africa

Colera

Cefaleia

Herpes tipo 1

P. amboinicus na Asia e América do Sul

Sifilis

Hipertenséo

P. barbatus na Africa, Asia e América do Sul

Dor de dentes

P. caninus no leste da Africa tropical

Cancro

P. mollis na india

(Brito et al., 2018; Lukhoba et al., 2006; Rijo, Gaspar-Marques, Simdes, Jimeno & Rodriguez, 2007).

Existem ainda registos de alguns extratos de Plectranthus com atividade

antiparasitaria, antisséptica, anti-VIH, purgativa, carminativa, relaxante muscular, antifungica,
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contraceptiva e afrodisiaca. Estas plantas podem ser administradas oralmente, aplicadas na pele
ou como enemas (Brito et al., 2018; Lukhoba et al., 2006; Rijo et al., 2007).

Além dos usos medicinais, estas plantas possuem ainda outras utilidades, as quais, se
encontram identificadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Exemplos de espécies de plantas do género Plectranthus e respetivas utilidades, exceto medicinais.

Utilidade Exemplos de espécies do género Plectranthus
Amuleto para propdsitos religiosos ou P. hadiensis (Forssk.) Schweinf. ex Spreng.
espirituais
Aromatizante Raizes da P. Unguentarius (ingrediente numa
pomada aromatica para senhoras) na Namibia.
Repelente de insetos Sementes da P. mollis (fritas em 6leo de mostarda e

espalhadas no corpo).

Erva culinéria para dar sabor aos alimentos | Caule da P. esculentus (para adogar papa de cereal)
usados no Embu, Quénia, e as folhas da P. crassus na
Hungria.

Tubérculo da P. esculentus (rico em minerais,
Alimento propriamente dito carbohidratos e vitamina A, que pode ser usado como
substituinte da batata-doce) e as folhas da P. mollis e
da P. barbatus (cozinhadas como vegetais na india).

Material P. insignis (Unica espécie cuja madeira é usada para
construir abrigos).
Limpeza Folhas da P. barbatus, no Quénia.
Ornamental P. lucidus (usada como planta de vaso) na Europa.
Fertilizante de solo agricola e protecdo da P. barbatus
erosdo do solo
Alimento para cabras, ovelhas e gado P. barbatus no Quénia e no Yemen

(Abdel-Mogib et al., 2002; Brito et al., 2018; Lukhoba et al., 2006; Rice et al., 2011).

Apesar dos inimeros beneficios apresentados por estas plantas, é importante
mencionar que algumas delas ja provocaram reacGes adversas em seres humanos e em animais
domésticos. Por exemplo: P. barbatus causa dermatite perianal, P. longipes e P. caninus sdo
venenosas para o0 gado, P. fruticosus e P. barbatus apresentam fetotoxicidade e
embriotoxicidade em roedores e o contacto com espécies Plectranthus ndo identificadas ja tera
causado irritacdo cutdnea e dermatite em pessoas suscetiveis. E por isso importante tomar
conhecimento dos efeitos destas plantas, procedendo a sua investigacdo, de modo a usa-las de
forma segura e a beneficiar das suas propriedades (Lukhoba et al., 2006; Rice et al., 2011).

Para além das espécies mencionadas do género Plectranthus existem outras, presentes
nos mesmos habitats, cujo uso ndo esta ainda identificado. Isto pode dever-se ao facto de se
tratarem de espécies raras, usadas com pouca frequéncia ou com uso ndo documentado
(Lukhoba et al., 2006; Rice et al., 2011).
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Como ¢é possivel constatar, as plantas do género Plectranthus possuem uma grande
diversidade de usos etnoboténicos que justificam o seu interesse. No entanto, sdo
maioritariamente citadas na literatura pelos seus usos e propriedades medicinais, que perfazem
85% da sua utilidade (Abdel-Mogib et al., 2002; Lukhoba et al., 2006; Rice et al., 2011).

2.4 Propriedades fitoquimicas

Os metabolitos secundarios presentes nas plantas podem dividir-se em trés grandes
categorias: alcaldides, terpenos e compostos fendlicos. (Devappa, Makkar, & Becker, 2011).

As espécies da familia Lamiaceae sdo conhecidas por conterem terpenos
farmacologicamente ativos, com um espetro de bioatividade extenso, com potencial na
descoberta de novos farmacos (Bohlmann & Gershenzon, 2009; Hussein, 2018). As plantas do
género Plectranthus possuem como principais constituintes fitoquimicos diterpenos,
triterpenos, Oleos essenciais (que contém monoterpenos e sesquiterpenos) e compostos
fenolicos (acidos fendlicos e flavondides) (Abdel-Mogib et al., 2002; Moghaddam &
Mehdizadeh, 2017; Rijo et al., 2012).

2.4.1 Terpenos

Os terpenos sao compostos naturais que formam o maior e mais diversificado grupo
de fitoquimicos (Devappa, Makkar, & Becker, 2011).

Séo volateis na forma liquida, comumente encontrados em 6leos essenciais ou resinas,
contém carbono, hidrogénio e oxigénio e podem ser quimicamente classificados como alcoois,
hidrocarbonetos, cetonas e epdxidos (Doughari, 2012; Mendanha, Moura, Anjos, Valadares, &
Alonso, 2013).

Os terpenos sdo essenciais para a sobrevivéncia dos organismos que 0s produzem,
atraindo insetos polinizadores, mediando interacBes inter e intra espécies, controlando
processos metabolicos, protegendo contra predadores, entre outros (Devappa, Makkar, &
Becker, 2011).

Possuem propriedades biolégicas muito relevantes: anti-inflamatoria (Prakash, 2017),
repelente, antifungica (Rabe & Van Staden, 1998) antiproliferativa, citotoxica (Menon &

Gopalakrishnan, 2015), antimicrobiana (contra varias espécies de bactérias Gram-positivas e
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Gram negativas, como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM)) e outras
(Ludwiczuk, Skalicka-Wozniak, & Georgiev, 2017).

O isopreno (Figura 2) é o bloco fundamental para a formacéo dos terpenos (Dewick,

P

Figura 2 - Estrutura quimica do Isopreno (Dewick, 2002).

2002).

As unidades de isopreno bioguimicamente ativas sdo o dimetilalil difosfato (DMAPP)
e o isopentenil difosfato (IPP) (Dewick, 2002). Estas unidades podem surgir atraves de dois
processos: por meio de intermediérios do &cido mevalonico (um produto do metabolismo do
acetato), denominada via do mevalonato, ou pelo 1-Desoxilulose-5-Fosfato (DXP), via do
DXP, também conhecida por via do fosfato de metileritriol (MEP) ou via independente do
mevalonato (Dewick, 2002; Ludwiczuk et al., 2017).

Na via do mevalonato (Figura 3), trés moléculas de acetil-coenzima A (AcetilCoA)
sdo utilizadas para formar &cido mevalénico. Inicialmente duas moléculas de AcetilCoA
originam AcetoacetilCoA e, posteriormente, com a terceira molécula de AcetilCoA obtém-se
B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA (HGM-CoA). A enzima HGM-CoA redutase reduz este ultimo
composto e origina 0 mevalonato. Posteriormente com moléculas de adenosina trifosfato (ATP)
0 mevalonato converte-se em IPP. (Dewick, 2002; Lanzotti, 2013; Wanke, Skorupinska-Tudek,
& Swiezewska, 2001).
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2 | _—= — e L
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Figura 3 - Via do mevalonato (Dewick, 2002).
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Na via independente do mevalonato (Figura 4), o DXP é formado a partir da
condensacdo dos intermediarios da via glicolitica, acido piravico e gliceraldeido 3-fosfato.
Posteriormente, 0 DXP sofre uma reacgao de rearranjo e de redu¢do com Nicotinamida-Adenina-
Dinucleotideo-Fosfato (NADPH) originando fosfato de metileritriol (MEP) que vai depois dar
origem ao IPP (Dewick, 2002; Kuzuyama & Seto, 2003; Lanzotti, 2013).

CO,H
0 pyruwcamd OH
O OH

D- g\yceraldehyde 1-deoxy-D-xylulose

/J\ )_«/\ 3-P 5P (DXP)

rearrangement J

thiamine PP reaction
(TPP)
reduction
(NADPH)
)“\\/\ )\/\ o
oPp *— OPP + é‘\l/\op
dimethylallyl PP isopentenyl PP OH OH
(DMAPP.Cs ) (IPP. Cs) 2-C-methyl-D-erythritol 4-P

Figura 4 - Via independente do mevalonato ou do DXP (Dewick, 2002).

Para se indentificar qual das vias, via do mevalonato ou via do DXP, origina o ou 0s
isoprenos que posteriormente constituiem determinado terpeno, é necessario proceder a uma
analise experimental. Os animais ndo possuem a via do DXP utilizando apenas a via do
mevalonato e nas plantas ambas as vias funcionam em simultaneo (Dewick, 2002; Lanzotti,
2013).

As enzimas da via do mevalonato estéo localizadas no citosol e as da via do DXP sdo
encontradas no cloroplasto e ha casos, como os triterpendides e esterdides, em que ambas as
vias podem originar diferentes por¢cdes da mesma molécula contribuindo com unidades de
isopreno, para a obtencdo de um determinado terpeno (Dewick, 2002; Lanzotti, 2013).

O IPP formado, forma de isopreno biogquimicamente ativa, da origem ao DMAPP por
isomerizacdo. A condensacao catalisada de duas destas unidades Cs, origina o geranildifosfato
(GDP). A adicéo de mais um IPP ao GDP d& origem ao farnesildifosfato (FDP) e a adi¢éo de
um outro grupo IPP ao FDP, resultando numa molécula com 20 carbonos, origina o
geranilgeranildifosfato (GGDP). Varias reagdes redox, catalisadas por enzimas ciclase,
ocorrem posteriormente nestas moléculas, dando origem aos varios terpenos que existem
(Bohlmann, Meyer-Gauen, & Croteau, 1998; Dewick, 2002; Wink, 2010).
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Os terpenos de acordo com o numero de unidades isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno
(CsHs)) e nimero de carbonos (Cx) que possuem , podem ser classificados em: hemiterpeno (Cs
com uma unidade isopreno), monoterpeno (Cio com duas unidades isopreno), sesquiterpeno
(C1s com trés unidades isopreno), diterpeno (Czo com quatro unidades isopreno), sesterterpeno
(C2s com cinco unidades isopreno), triterpeno (Cso com seis unidades isopreno), tetraterpeno
(Cs0 com oito unidades isopreno) e politerpeno (acima de Cs com mais de oito unidades
isopreno). (Lovkova, Buzuk, Sokolova, 2001; Ludwiczuk et al., 2017).

Portanto, o GDP ira dar origem aos monoterpenos, 0 FDP aos sesquiterpenos e 0
GGDP aos diterpenos. Duas moléculas de FDP dao origem aos triterpenos e duas moléculas de
GGDRP aos tetraterpenos (Bohlmann et al., 1998; Dewick, 2002; Wink, 2010).

O processo de formacéo dos terpenos encontra-se esquematizado na Figura 5.

Mevalonic acid Deoxyxylulose
phosphate

Aﬁopp - )\/‘\DPP Hemiterpenes

dimethylallyl PP isopentenyl PP (Cs)

(DMAPP,C; ) {IPP, Cs)

/l\/\/[\/\ — Monoterpenes
X X"0pp (C1o)

gerany| diphosphate (GDP, C10)

r PP

—_— Sesquiterpenes

x = = oPP (C1s)
farnesyl diphosphate (FDP, Cys) —_— Triterpenoids
2 (Csp)

r PP
— Diterpenes

(Czo)
T T T = ap

geranylgeranyl diphosphate (GGDP, Cz)  —3.™ Tetraterpenes
ECLU)

Figura 5 — Formacdo dos terpenos (hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenas, triterpenos, diterpenos e
tetraterpenos) a partir das moléculas IPP e DMAPP (Dewick, 2002).

O isomerismo € muito comum nos terpenos e por essa razdo estes compostos
apresentam-se como um verdadeiro desafio para 0s quimicos de sintese, disponibilizando
muitas opcdes na producdo de novas moléculas sintéticas. Os terpenos podem ainda sofrer
reacOes de oxidacdo convertendo-se em terpenoides (Ladeiras et al., 2016).
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Em resumo, e de forma a permitir um melhor entendimento quanto a classificacdo dos
terpenos, segue-se 0 Esquema 1 com a apresentacdo dos esqueletos e classes mais comuns,

presentes nas Plectranthus e descritos de seguida.

- J— Roileanona
Abietanos — . .
Metoxido de quinona
Monoterpenos e
Sesquiterpenos Filocladano -
Espirocoleonas
Caurano o .
Acil-hidroquinonas
Labdano
Terpenos 7| Diterpenos — Abietanoides fenolicos
Clerodano
Abietandides diméricos
Halimano
Quinonas estendidas
Pimarano
Triterpenos 1,4-fenantraquinonas
Beierano
- — Abeo-acil-hidroquinonas
Seco-abietandides

Esquema 1 - Organizagdo esquematica dos terpenos mais comuns presentes nas plantas do género Plectranthus
(Figueiredo et al., 1995; Hack et al., 2015; Rijo et al., 2013a).

2.4.1.1 Monoterpenos e Sesquiterpenos

Os monoterpenos e sesquiterpenos sdo dos principais constituintes dos Oleos
essenciais. Estes sdo importantes para a comunicacdo entre plantas, para atrair insectos
polinizadores e para repelir predadores (Bottger, Vothknecht, Bolle, & Wolf, 2018; Garcia et
al., 2018b). S&o também os 0leos essenciais 0s principais responsaveis pela natureza aromatica
destas plantas e contribuem para as suas bioatividades como propriedades antioxidante (baixa
a moderada), antimicrobiana (significativa contra bactérias Gram-positivas), citotoxica,
antiflngica, inseticida e repelente (Arumugam, Swamy, & Sinniah, 2016; Mota et al., 2014;

Mothana et al., 2018).
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Apesar dos 0leos essenciais serem predominantemente compostos por monoterpenos
e sesquiterpenos, ja se tera identificado um diterpeno enquanto componente maioritario do éleo
essencial da espécie P. madagascariensis, 6, 7-dihidroroileanona (Garcia et al., 2018b).

Os monoterpenos o-pineno, camfeno, limoneno e a-terpineno séo exemplos de
componentes dos Gleos essenciais presentes na planta P. rugosus que ja terdo demonstrado
propriedades antifngicas contra Aspergillus flavus e Aspergillus niger (Abdel-Mogib et al.,
2002; Moghaddam & Mehdizadeh, 2017; Singh, 2017). Existem também monoterpenos com
atividade inseticida demonstrada (Gnankiné & Bassolé, 2017).

Os sesquiterpenos ja demonstraram atividade antifungica, contra varios fungos
humanos e fitopatogénicos, atividade contra a leishmaniose e contra a doenca de chagas (Amina
et al., 2018; Singh, 2017). Neste grupo de terpenos € muito comum ser encontrado 0 composto

aristolano (Rijo, Simdes, & Rodriguez, 2005).

2.4.1.2 Diterpenos

E na familia Lamiaceae que a maior parte dos diterpenos sdo encontrados sendo 0s
metabolitos secundarios mais comuns nas plantas do genero Plectranthus (Abdel-Mogib et al.,
2002).

Sdo uma classe heterogénea de compostos naturais que se encontram amplamente
distribuidos tanto em organismos terrestres como marinhos e inclusive em micro-organismos
(Lanzotti, 2013).

Os diterpenos isolados ja demonstraram atividades antibacteriana, antifingica,
inseticida (Rice et al., 2011), anti-tumoral (Burmistrova et al., 2015), anti-inflamatoria (Garcia
et al., 2018b), antiviral, antidiabética (Jian, Zhang, & Liu, 2018), antimalarica (Kalauni et al.,
2006), antioxidante, entre outras (Garcia et al., 2018b).

O Paclitaxel (Taxol®), por exemplo, é um diterpeno biologicamente ativo isolado da
espécie Taxus brevifolia que apresenta propriedades anticancerigenas, interferindo com os
microtdbulos e com a apoptose. E usado, atualmente, em tratamentos do cancro do ovério,
mama, pulméo, cabeca e pescoco (Ladeiras et al., 2016).

Nos estudos fitoquimicos existe um interesse cada vez maior em isolar diterpenos ou
diterpendides (diterpenos oxidados). Este € o grupo mais estudado de compostos secundarios
no género Plectranthus, devido as varias atividades bioldgicas, ja mencionadas, que apresentam

(Abdel-Mogib et al., 2002; Ladeiras et al.,, 2016). A multiplicidade de propriedades
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farmacologicas demonstradas deve-se a diversidade do modo de ciclizacéo (biciclico, triciclico,
tetraciclico ou macrociclico) do esqueleto de hidrocarbonetos e a vasta gama de grupos
funcionais de oxigénio que estes contém. (Rijo, Duarte, Francisco, Semedo-lemsaddek &
Simdes, 2013Db).

De acordo com a pesquisa bibliografica os tipos de esqueleto de diterpenos, mais
comuns encontrados no genero Plectranthus sdo: abietanos, cauranos, labdanos, filocladanos,
pimaranos, halimanos, beieranos e clerodanos cuja via metabdlica se encontra no Figura 6
(Gaspar-Marques, Simdes, & Rodriguez, 2004; Hussein, 2018; Rijo et al., 2013b).

18 Beyerane

|
oo

M Me
kauran

Meé Me
phyllocladane

Figura 6 - Via metabdlica dos esqueletos de diterpenos mais comuns encontrados em Plectranthus: halimane
(halimano), labdane (labdano), pimarane (pimarano), clerodane (clerodano), abietane (abietano), kaurane
(caurano), phyllocladane (filocladano) e beyerane (beierano) (Figueiredo, Kaplan, & Gottlieb, 1995; Hack,
Bliimel, Chauhan, Philipps, & Enders, 2015; Rijo et al., 2013a).

Ja se terdo identificado cerca de 140 compostos diterpendides das glandulas foliares
de plantas do género Plectranthus, sendo a maioria deles abietandides (abietanos oxidados)
altamente modificados (Abdel-Mogib et al., 2002; Rijo et al., 2007). Os abietanos séo o0 grupo
mais diversificado e também o maioritario na composicao destas plantas (Lukhoba et al., 2006).
Posteriormente aos abietanos, os filocladanos, cauranos, labdanos e clerodanos sdo os mais
presentes no género Plectranthus (McGaw, Lall, Meyer, & Eloff, 2008; Rijo et al., 2005).

2.4.1.2.1 Abietanos

O esqueleto de abietano existe em grande quantidade na familia Lamiaceae e possui

uma estrutura triciclica (Figura 7) (Alvarenga et al., 2001; Garcia et al., 2018b).
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Figura 7 - Estrutura quimica do esqueleto de abietano (Neto, Faustino, & Rijo, 2015).

Apresentam varias atividades biologicas: antibacteriana, protetora das plantas contra
insetos (Wellsow et al., 2006), anti-Ulcera, antioxidante, anti-inflamatoria, cardiovascular e
citotoxica, nomeadamente contra células de leucemia humana, entre outras (Burmistrova et al.,
2013; Gonzalez, 2015).

Os abietanos para além de serem 0s compostos principais na constituicdo de muitas
plantas do género Plectranthus sdo, também, dos mais estudados. (Abdel-Mogib et al., 2002;
Burmistrova et al., 2015).

Estes compostos podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica em
roileanonas, espirocoleonas, quinonas estendidas, metoxidos de quinona, acil-hidroquinonas,
abeo-acil-hidroquinonas, abietandides fendlicos, 1,4- fenantraquinonas, abietandides diméricos
e seco-abietandides. Os dois primeiros grupos sdo os mais frequentes nas Plectranthus (Dellar,
Cole, Waterman, & Street, 1996; Teixeira et al., 1997; Wellsow et al., 2006).

As roileanonas, espirocoleonas, quinonas estendidas, metoxidos de quinona, acil-
hidroquinonas, abeo-acil-hidroquinonas e 1,4- fenantraquinonas possuem grupos quinona e
grupos fendis na sua constituicdo (Garcia et al., 2018a; Garcia et al., 2018b). As quinonas sao
a segunda maior classe de agentes antitumorais clinicamente aprovados (Guédouar, Aloui,
Beltifa, Ben Mansour, & Ben Hassine, 2017) e tém um elevado potencial antimicrobiano
(Cowan, 1999); os fendis possuem propriedade antioxidante que previne a lesdo celular e,
consequentemente, uma série de patologias como o cancro e outras relacionadas com o
envelhecimento (Foti, 2007).

2.4.1.2.1.a) Roileanonas

As roileanonas (Figura 8) tém sido extensivamente estudadas e ja demonstraram
possuir propriedades como: gastroprotetora, citotoxica, antioxidante, antifingica, anti-

inflamatdria (Ladeiras et al., 2016; Garcia et al., 2018b), antimicrobiana (contra Enterococcus
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Gram-positivos e estirpes de Staphylococcus aureus) (Gaspar-Marques, Rijo, Simdes, Duarte,
& Rodriguez, 2006; Rijo et al., 2013b) , antituberculose, entre outras (Andrade et al., 2018;
Ladeiras et al., 2016).

/= H |
J =

Figura 8 - Estrutura quimica da classe roileanona (Abdel-Mogib et al., 2002).

O composto 7a-Acetoxi-6p-hidroxiroileanona (Figura 9) pertence ao grupo das
roileanonas e ja tera sido isolado e caracterizado. Esta presente, por exemplo, na espécie P.
ramosior e estdo descritas varias atividades bioldgicas deste composto: atividade antitumoral
(propriedade anti-proliferativa e citotdxica quando analisado em linhas de células de cancro da
mama e outras linhas celulares cancerigenas) (Garcia et al., 2018b; Ladeiras et al., 2016;
Ntungwe et al., 2018); antimicrobiana (atividade contra SARM e Enterococcus faecalis
resistentes a vancomicina (EFRV)); imunomoduladora (capacidade antiproliferativa de
linfocitos B e T) (Garcia et al., 2018b) e antituberculose (contra estirpes de Mycobacterium
tuberculosis multirresistentes, demonstrando uma concentracdo minima inibitoria (CMI) mais
baixa comparada com os antibidticos de primeira linha para a tuberculose, isoniazida e
rifampicina) (Andrade et al., 2018).

Figura 9 - Estrutura quimica do composto 7a-Acetoxi-6p-hidroxiroileanona (Garcia et al., 2018a).

Também o composto 6,7-dihidroroileanona (DHR) (Figura 10), ja isolado e
caracterizado da espécie P. madagascariensis, € um abietano do tipo roileanona, citotdxico cuja
atividade ndo interfere com a formacdo dos microtibulos (essenciais para a multiplicagcdo
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celular) mas afeta a glicoproteina P (bomba de efluxo que contribui para o fendmeno de
resisténcia a maultiplos farmacos) e ativa intensivamente as caspases-3 e -9 (protéases que
desempenham um papel fundamental na apoptose) (Garcia et al., 2018a; Ren, Yu, Gao, Liu,
2017).

Me
Figura 10 - Estrutura quimica do composto DHR (Abdissa, Frese & Sewald, 2017).

N&o existem muitos estudos referentes a seletividade citotoxica de abietanos, exceto
para DHR e para coleona U (Acil-hidroquinona descrita mais a frente) que demonstram um
perfil de seletividade citotdxica em algumas linhas celulares tumorais, sem exercerem efeitos
toxicos em células saudaveis (Garcia et al., 2018b).

O composto DHR possui, também, atividade antituberculose (Andrade et al., 2018) e
tal como outras roileanonas, apresenta-se como um bom ponto de partida para o
desenvolvimento de farmacos com melhor poténcia, selectividade, menor toxicidade, e menos

efeitos adversos, contra M. tuberculosis (Rijo et al., 2010).
2.4.1.2.1.b) Metdxidos de quinona
Os metdxidos de quinona possuem propriedades citotoxicas e citoprotetoras (Bolton,

2014). Um exemplo de um composto deste grupo é a parviflorona D (Figura 11) isolada pela

primeira vez da espécie P. parviflorus. (Garcia et al., 2018b; Hussein, 2018).

Figura 11 - Estrutura quimica do composto parviflorona D (Garcia et al., 2018b).
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Apresenta atividade antioxidante, capacidade de proteger o ADN plasmidico da
clivagem oxidativa (lesdes causadas no ADN pelas espécies reativas de oxigenio) (Rosa et al.,
2015) e atividade antimicrobiana (inibe o crescimento de estirpes de S. aureus, de E. faecalis e
de M. tuberculosis) (Simdes, Rijo, Duarte, Matias, & Rodriguez, 2010a).

Compostos obtidos da parviflorona D demonstraram atividade contra Enterococcus
hirae e SARM (Simdes et al., 2010a; Nyila, Leonard, Hussein, & Lall et al, 2009).

A parviflorona D € um potente citotoxico e indutor de apoptose contra vérias linhas de
células tumorais humanas, sem atuar nos microtibulos, como por exemplo células de
melanoma, células com superexpressdo da glicoproteina P e células de leucemia (Garcia et al.,
2018b).

Apesar deste composto ainda necessitar de ser testado em modelos mais préximos das
células humanas ja tera demonstrado, in vitro, resultados muito promissores podendo, portanto,
ser considerado para testes pré-clinicos e in vivo. (Burmistrova et al., 2015; Garcia et al., 2018b;
Silva et al., 2016).

2.4.1.2.1.c) Espirocoleonas

As espirocoleonas também possuem os grupos fenol e quinona e ja demonstraram
possuir atividades relevantes (Garcia et al., 2018b).

Um exemplo dum composto deste grupo é a lanugona K (Figura 12), ja extraida e
caracterizada da espécie P. lanuginosus, que apresenta atividade anti-inflamatéria (Cretton et
al., 2018).

AP. caninus é uma espécie cujas glandulas sdo uma fonte principal de espirocoleonas,

nomeadamente coleonas R,M,N,Q, P, entre outras (Garcia et al., 2018b).

CH;

el [ TTTED

z

OH

Ry=Ac, Ry=H

Figura 12 - Estrutura quimica do composto lanugona K (Garcia et al., 2018b).
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2.4.1.2.1.d) Acil-hidroquinonas

A coleona U (Figura 13), um abietano do grupo das acil-hidroquinonas, pode ser
encontrado por exemplo na espécie P. grandidentatus (Cerqueira et al., 2004). Apresenta
propriedade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Pseudomonas syringae, estirpes de SARM
e estirpes EFRV (Garcia et al., 2018b); capacidade imunomoduladora (Cerqueira et al., 2004);
potente atividade citotdxica e atividade antiproliferativa contra varias linhas de células tumorais
humanas (nomeadamente contra células do bago, da mama, de melanoma, de leucemia e
linfocitos B e T). E por isso considerado um composto muito promissor (Garcia et al., 2018b;
Hussein, 2018; Wellsow et al., 2006).

OH
HO
\/K)\

e

OH

Figura 13 - Estrutura quimica do composto coleona U (Abdel-Mogib et al., 2002).

A sua estrutura degrada-se facilmente por oxidacdo, dando origem a coleona-U-
quinona que também possui propriedade citotdxica (Garcia et al., 2018b).

A coleona C (Figura 14), um outro abietano deste grupo, presente por exemplo na
espécie P. edulis é outro bom exemplo das vantajosas propriedades dos compostos deste grupo.
Apresenta a capacidade de inibir a proliferacdo e crescimento de vérias linhas celulares
tumorais, sendo mais eficaz em células de melanoma, leucemia mieldide e cancro gastrico. Atua
induzindo a morte celular por apoptose e apresenta baixa toxicidade (Garcia et al., 2018b;
Gonzélez, 2015). Num modelo de cancro do pulméo, a Coleona C permitiu reduzir o tamanho
do tumor em 48.9+14.3% (Garcia et al., 2018b).
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Figura 14 - Estrutura quimica do composto coleona C (Garcia et al., 2018b). 43
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2.4.1.2.1.e) Abietanoides fendlicos

Os abietandides fendlicos ja demonstraram atividade antimicrobiana contra estirpes de
SARM (Rijo et al., 2013a). Apresentam ainda propriedades antioxidante, antimicrobiana,
citotoxica, anti-tumoral e anti-VIH (Radulovié¢, Deni¢, & Stojanovié-Radié, 2010).

Um exemplo de um composto deste grupo é o ferruginol (Figura 15), isolado, por
exemplo, da espécie P. barbatus (Alasbahi & Melzig, 2010). O ferruginol é o abietano fendlico
mais simples e existe em outras familias do reino plantae para além da familia Lamiaceae. Este
composto ja demonstrou um efeito gastroprotetor e de aceleracdo de recuperacao de ulceras,
em modelos animais com lesdes gastricas induzidas. Este efeito resulta da sua capacidade de
aumentar o conteudo de prostaglandinas gastricas, estimular a proliferagdo celular e ser
antioxidante. O ferruginol também ja demonstrou atividade citotdxica, por inducdo de apoptose,
contra cancro da prostata, do pancreas e leucemia. Manifesta ainda atividade contra a maléria,

atividade anti-inflamatoria e cardioatividade (Gonzalez, 2015).

OH

Figura 15 - Estrutura quimica do composto ferruginol (Gonzéalez, 2014).

Existem outros metabolitos fendlicos comuns relacionados com o ferruginol, como o
sugiol, também presente por exemplo na espécie P. barbatus (Alasbahi & Melzig, 2010;
Gonzélez, 2015). O sugiol (Figura 16) apresenta atividades antimalérica (contra vérias estirpes
de Plasmodium falciparum), antimicrobiana, anti-inflamatéria potente, hepatoprotetora,
citotoxica, entre outras. (Garcia et al., 2018b; Naghibi et al., 2014).
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Figura 16 - Estrutura quimica do composto sugiol (Simdes et al., 2010b).

2.4.1.2.1.f) Abietanoides diméricos

A grandidona A (Figura 17) € um exemplo de um abietandide dimérico presente nos
extratos de algumas espécies de Plectranthus que, tal como outros abietandides diméricos,
possui moderada atividade citotoxica e anti-proliferativa contra varias linhas celulares humanas
de cancro (Wang et al., 2013).

Figura 17 - Estrutura quimica do composto grandidona A (Abdel-Mogib et al., 2002).

2.4.1.2.1.9) Quinonas estendidas

Este grupo de compostos, tem como exemplo o composto (16S)-coleona E (Figura
18) que ja demonstrou possuir atividade antimicrobiana (Abdel-Mogib et al., 2002). Outros
compostos deste grupo, também encontrados nas plantas Plectranthus, possuem atividade
inibidora da acetilcolinesterase e atividade antioxidante (Falé et al., 2009; Figueiredo et al.,
2010).
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R= (S)-CH,CH(OH)CH;

Figura 18 - Estrutura quimica do composto (16S)-coleona E (Abdel-Mogib et al., 2002).

2.4.1.2.1.h) 1,4- fenantraquinonas

As fenantraquinonas inibem a formagdo de NO (mondxido de azoto) (Taguchi et al.,
2001) e existem derivados destas que apresentam varias atividades terapéuticas (Sarkar, Das,
& Kar, 2018).

As plectrantonas A, B, C, D, E (Figura 19) sdo exemplos de compostos pertencentes
ao grupo das fenantraquinonas (Abdel-Mogib et al., 2002; Kovécs, Vasas, & Hohmann, 2008).

b.1: R'=CH;.R’=R*=H
b.2: R'=R’=R’=H

b.3: R'=R’=H. R’= CH,
b.4: R'=R’*=H, R’= OH

Figura 19 - Estruturas quimicas de 1,4 — fenantraquinonas a) plectrantona B e b) b.1: plectrantona A; b.2:
plectrantona C; b.3: plectrantona D e b.4: plectrantona E (Abdel-Mogib et al., 2002).

As plectrantonas apresentam uma marcada inibicdo do crescimento de linhagens
celulares dos cancros colorretal e hepatocelular (Orabi et al., 2015).
O seu potencial ndo tera ainda sido suficientemente investigado pelo que é um grupo

de abietanos relativamente pequeno (Kovécs et al., 2008; Téth, Hohmann, & Vasas, 2018).
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2.4.1.2.1.1) Abeo-acil-hidroquinonas

Os compostos hidrogquinonas j& demonstraram possuir as propriedades citotoxica e
antioxidante (Dandawate, Vyas, Padhye, Singh, & Baruah, 2010). No entanto, apds pesquisa
bibliografica compreendeu-se que a informacdo quanto a bioatividade deste grupo de
compostos € escassa.

Na Figura 20 esta presente um exemplo de um composto deste grupo que ja foi isolado
da espécie P. edulis, a edulona A (Abdel-Mogib et al., 2002).

D118;: R=Ac

Figura 20 - Estrutura quimica do composto edulona A (Abdel-Mogib et al., 2002).

2.4.1.2.1.j) Seco-abietanoides

Alguns seco-abietanoides e rearranjos das suas estruturas ja demonstraram atividade
antituberculosa e atividade citotoxica (Chang et al., 2005; Chen, Wu, Peng, Chen & Chu 2009).

A nafetoquinona (Figura 21) é um exemplo de um seco-abietandide ja isolado de
espécies de Plectranthus (Abdel-Mogib et al., 2002; Ladeiras et al., 2016).

oH .OAc
o i
@]

Figura 21 - Estrutura quimica do composto nafetoquinona (Abdel-Mogib et al., 2002).
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Derivados da nafetoguinona ja terdo demonstrado, in vitro, atividade antifangica (por
exemplo contra Candida krusei e Saccharomyces cerevisiae) (Sasaki, Abe, & Yoshizaki, 2002),
propriedade anti-malarica (Fieser et al., 1948) e propriedade citotdxica (Hayashi, Smith, & Lee,
1987).

Além dos abietanos existem outros diterpenos que também demonstram propriedades

relevantes (Gaspar-Marques, Simdes, & Rodriguez, 2004; Hussein, 2018).

2.4.1.2.2 Filocladanos

Este grupo de compostos ja demonstrou capacidade de inibir a proliferacdo de linhas
celulares de leucemia (Kulkarni et al., 2012) e um exemplo de um composto, deste grupo, ja
isolado de espécies Plectranthus é o (16R)-17,19-Diacetoxi-16-hidroxi-13p-cauran-3-ona
(Figura 22) (Abdel-Mogib et al., 2002).

Figura 22 - Estrutura quimica do composto (16R)-17,19-Diacetoxi-16-hidroxi-133-cauran-3-ona (Abdel-Mogib
et al., 2002).

2.4.1.2.3 Cauranos

Os cauranos, compostos diterpenos tetracicilicos (Garcia et al., 2018b), possuem
propriedades anti-inflamatdria, anti-tumoral (Lee, Koo, Hwang & Lee, 2002; Gaspar-Marques,
Simoes, Valdeira, & Rodriguez, 2008), neuroprotetora (Qi et al., 2018), e anti-viral. Por
exemplo o ent-16-cauren-19-ol e o acido ent-16-cauren-19-6ico (Figura 23), diterpenos
cauranos ja isolados da espécie P. strigosus, revelaram atividades anti-HSV-1 e anti-HSV-2
(Gaspar-Marques, Simdes, Valdeira, & Rodriguez, 2008).
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1 R=CH,0H R'=R"=R"=H
2 R=COOH, R'=R"=R"=H

Figura 23 — Estrutura quimica dos compostos ent-16-cauren-19-ol (1) e &cido ent-16-cauren-19-éico (2) (Gaspar-
Marques et al., 2008).

2.4.1.2.4 Labdanos

Os labdanos possuem estruturas bicilicas dos quais é exemplo a forscolina (Figura
24). A forscolina é constituinte maioritario do extrato da espécie P. barbatus e um dos seus
usos etnobdtanicos é o alivio de disturbios digestivos. (Garcia, et al., 2018b; Lukhoba et al.,
2006; Rijo et al., 2005).

A forscolina apresenta propriedades antitumoral (capacidade de impedir a
metastizacdo no pulmdo) (Saeed, Meyer, Hussein, & Efferth, 2016), cardiotdnica,
broncodilatadora, anti-hipertensora, anti-inflamatoria e antiagregante plaquetaria. Trata-se de
um composto cuja sintese e reatividade quimica tém sido extensivamente estudadas (Rijo et al.,
2013a; Lukhoba et al., 2006).

Figura 24 — Estrutura quimica do composto forscolina (Garcia et al., 2018b).

2.4.1.2.5 Clerodanos

Os clerodanos possuem estuturas biciclicas (Figura 25) (Garcia et al., 2018b) e alguns
podem ser encontrados, por exemplo, na espécie P. ornatus, como o plectrornatim (Rijo et al.,
2002). J& demonstraram possuir atividade antimicrobiana baixa a moderada contra espécies de
Candida e contra estirpes Gram-positivas e Gram-negativas especificas (Rijo et al., 2007; Rijo
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et al., 2002). Sdo ainda conhecidos pela sua atividade inseticida moderada (Merritt & Ley,
1992).

l

Figura 25 — Estrutura quimica do esqueleto clerodano (Roncero, Tobal, Moro, Diez & Marcos, 2018).

2.4.1.2.6 Halimanos

Os diterpendides com o raro esqueleto halimano, constituem um pequeno grupo de
produtos naturais, que estruturalmente podem ser considerados como estando entre 0sS
diterpenos labdanos e clerodanos (Figura 26) (Roncero et al., 2018).

Apresentam uma estrutura biciclica e possuem varias bioatividades como: atividade
anti tumororal, repelente de mosquitos, atividade antimicrobiana, biomarcadores da
tubrerculose entre outras. Uma das suas fontes é a espécie P. ornatus (Hussein, 2018; Rijo,
Rodriguez, Duarte & Simdes, 2011; Roncero et al., 2018).

15
16
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A 20
19 17
8
3
5%
19 18

Figura 26 — Estrutura quimica do esqueleto halimano (Roncero et al., 2018).

2.4.1.2.7 Pimaranos

O pimarano apresenta uma estrutura triciclica (Garcia et al., 2018b) e por exemplo o

15,16-epoxi-7a-hidroxipimar-8,14-eno (Figura 27), pertencente a este grupo, possui atividade
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moderada contra estirpes de SARM e contra S. aureus multirresistentes a farmacos (Rijo et al.,
2013a).

Yy

. R
2H
(1) R = a-OH, B-H

Figura 27 — Estrutura quimica do composto 15,16-epoxi-7a-hidroxipimar-8,14-eno (Rijo et al., 2013a).

2.4.1.2.8 Beieranos

Os compostos beieranos possuem atividade inseticida e estdo presentes em plantas do
género Plectranthus, apesar de pouco frequentes, como por exemplo o &cido ent-7aacetoxi-15-
beieren-18-6ico (Figura 28) (Rijo et al., 2005; Simdes et al., 2010b; Wellsow et al., 2006).

Figura 28 — Estrutura quimica do composto 4cido ent-7aacetoxi-15-beieren-18-6ico (Simdes et al., 2010b).

2.4.1.3 Triterpenos

Os compostos do grupo dos triterpenos existem apenas nas plantas (Gabay et al.,

2010). J& demonstraram possuir um vasto espetro de atividades: antitumoral (Wu et al., 2013),

antimicrobiana (Nascimento et al., 2017), anti-inflamatoria, anticonvulsivante, entre outras

(Chaturvedi et al.,, 1976). No género Plectranthus foram encontrados e isolados,

principalmente, triterpenos vulgares na natureza, como o acido ursolico, o &cido oleandlico, a

betulina e o &cido betulinico (Li, Guo, & Yang, 2002; Odjakova, Popova, Sharif, & Mironova,
2012; Xu, Su, & Zang, 2012).

Os acidos ursélico e oleandlico sdo dos compostos mais comuns presentes em plantas

do género Plectranthus (Rijo et al., 2005). O acido ursolico possui atividade antimicrobiana
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(contra S. aureus, organismos Gram negativos como Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa) (Zaletova et al.,, 1987), propriedades anti-inflamatoria, antimetastatica e
antiangiogénica (Ludwiczuk et al., 2017). O &cido oleanolico ja demonstrou atividade
antimicrobiana contra S. aureus sensiveis a meticilina, B. subtilis e estirpes de SARM (Sun,
Fang, Wang, & Hu, 2006).

2.4.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo frequentemente encontrados em plantas da familia
Lamiaceae, particularmente nas plantas do género Plectranthus, (Aprotosoaie, Raileanu,
Trifan, & Cioanca, 2013) e apresentam-se como compostos interessantes quer pela protecédo
que conferem as plantas onde existem, contra agentes patogénicos, radiacdo ultravioleta e
oxidantes (Bahadoran, Mirmiran, & Azizi, 2013), quer pela forte atividade antioxidante que
possuem (Orhan et al., 2007). Esta propriedade antioxidante justifica, em parte, o facto destes
compostos terem também atividades anti-inflamatoria, antitumoral, antiaterosclerotica,
cardiovascular e um potencial efeito em doencas neurodegenerativas relacionadas com o
envelhecimento, como Parkinson ou doenga de Huntington (Bahadoran, Mirmiran, & Azizi,
2013; Bhatt, Mishra, & Bansal, 2013). Devido ao facto dos compostos fenolicos protegerem as
células da lesdo oxidativa, diminuindo o risco de doencas relacionadas com o stress oxidativo,
os alimentos onde estdo presentes (frutos, vegetais e bebidas como o vinho tinto) sdéo muito
benéficos para a saide (Ramu, Mohan, Jayaveera, Dhanapal, & Senthilkumar, 2012).

Os compostos fendlicos dividem-se em: acidos fenolicos (acidos cafeico, considerado
0 mais comum dos compostos fenolicos, rosmarinico e clorogénico e os derivados tipo éster,
nepetoidina A e nepetoidina B) e flavondides (flavonas, flavanonas e flavondis) (Dewick, 2009;
Kubinova et al., 2013; Martens & Mithofer, 2005; Rice-evans, Miller, & Paganga, 1996).

Os grupos e respetivos compostos encontram-se organizados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Compostos fenélicos com as respetivas estruturas quimicas.

Compostos fenolicos

Acidos fendlicos Flavondides
Acido cafeico Estrutura padrédo dos flavonéides
COOH 3.
/ FN A
S » L ;
7 5 \“3*“/ 5
DO%
o 6~ 3
5 4
OH
Acido rosmarinico Flavonois

OH
HO
HO

Acido clorogénico

HO
HO
HO 7 0 CO,H
3 OH L.
Derivados tipo éster Flavanonas
HO OH
HO o
R2 lo) l o)
o

Nepetoidina A:R1=HeR2=0H
Nepetoidina B: R1=0H e R2=H

(Dewick, 2009; Kubinova et al., 2013; Martens & Mithofer, 2005; Rice-Evans et al., 1996).

A nepetoidina B possui potente atividade antioxidante e a nepetoidina A e B ja
demonstraram atividade antifangica (Grayer et al., 2003).

Os flavondides, como as flavonas (inexistentes em algumas espécies Plectranthus), e
os flavondis (Grayer et al., 2010), possuem propriedades anticancerigenas, inclusive em baixas
concentragdes, e potente atividade na eliminacdo de radicais livres (Greenwell & Rahman,
2015).

Os principais compostos fenolicos identificados nos extractos de Plectranthus sdo o
acido rosmarinico e o acido clorogénico (Prasad, Karthikeyan, Karthikeyan, & Reddy, 2011;
Ramu et al., 2012).
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Os compostos apresentados, terpenos e compostos fenolicos, sao exemplos dos muitos
com atividades farmacologicas relevantes que podem constituir as plantas do género
Plectranthus (Hussein, 2018; Ladeiras et al., 2016).

Devido as muitas potencialidades que apresentam e a todos 0s usos etnobotanicos que
possuem, de acordo com Rice, as Plectranthus podem ser consideradas “a plant for the future”
(Rice et al., 2011; p.953).

2.5 Espécies de plantas estudadas

Neste trabalho foram estudadas cinco plantas do género Plectranthus: P. mutabilis, P.

ciliatus, P. lucidus, P. xerophilus e P. crassus.

2.5.1 Plectranthus mutabilis Codd

Nativa da Africa do Sul a espécie P. mutabilis foi descrita pela primeira vez por L. E.
Codd (Codd, 1975).

E uma erva suculenta que possui células preparadas para reter agua, permitindo-lhe
adaptar-se a ambientes secos (Codd, 1975; Jaarsveld, 1981).

Apresenta um caule rastejante com cerca de 40 cm de comprimento, pouco ramificado
e com pilosidades. As suas flores sdo de tons azuis purpura a lilas e as folhas sdo profundamente
dentadas, com dentes redondos e podem ser escamosas ou peludas (Codd, 1975; Jaarsveld,
1981).

Algumas das caracteristicas, referidas, podem ser visualizadas na Figura 29.

Figura 29 - Espécie P. mutabilis com flér (fonte: https://www.inaturalist.org/observations/10947443, consultado
em 06/10/2018).
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A espécie P. mutabilis ndo apresenta nomes sinonimos  (fonte:
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-158334, consultado em  14/10/2018) e,
atualmente, € utilizada para fins ornamentais em jardins, para cobertura de solos e em jardins
Bushveld (jardins da savana) (Rice et al., 2011).

Descobriu-se que na composicao do seu extrato existe nepetoidina A e nepetoidina B
(Grayer et al., 2003) e ja foi pesquisada a presenca de flavondides, cuja existéncia ndo foi
confirmada (Grayer et al., 2010). N&o foram, ainda, isolados ou identificados diterpendides
nesta espécie e ja foi testada contra as bactérias B. subtilis e P. syringae cujo crescimento ndo
inibiu (Wellsow et al., 2006).

2.5.2 Plectranthus ciliatus E. Mey. ex Benth.

Também conhecida como “planta do dinheiro”, a P. ciliatus €, a semelhanga de outras
plantas do género Plectranthus um arbusto perene, nativo do sudeste e do sul de Africa (Sierra-
Pérez, Gonzalez-Canavaciolo, Marrero-Delange, & Rodriguez-Leyes, 2012). E uma
dicotileddnia relativamente comum e muito difundida pelo mundo. Possui uma altura maxima
de 0,60 m e cresce ao longo do solo (http://pza.sanbi.org/plectranthus-ciliatus, consultado a
31/01/2019). A espécie P. ciliatus possui um nome sinénimo, P. natalensis Bak (Lukhoba et
al., 2006).

As suas flores (Figura 30) de cor branca a violeta, surgem no final do inverno, sdo das
maiores no género Plectranthus e possuem estames compridos

(http://pza.sanbi.org/plectranthus-ciliatus, consultado a 31/01/2019).

Figura 30 - Flér da espécie P. ciliatus (Fonte: http://pza.sanbi.org/plectranthus-ciliatus, consultado a 31/01/2019;
https://www.naturalista.mx/taxa/405011-Plectranthus-ciliatus, consultado em 06/10/2018).
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O seu peciolo e o seu caule (Figura 31) possuem cilius, caracteristica que lhe confere

o nome “ciliatus” (http://pza.sanbi.org/plectranthus-ciliatus, consultado a 31/01/2019).

Figura 31 - Caule da espécie P. ciliatus coberto de cilius roxos (fonte: http://pza.sanbi.org/plectranthus-ciliatus,
consultada a 02/02/2019).

As folhas (Figura 32) séo ovais em forma de lamina, com corte serrilhado, brilhantes,
peludas e roxas no verso (http://pza.sanbi.org/plectranthus-ciliatus, consultado a 31/01/2019;
Bercu, 2013).

Figura 32 - Folhas da espécie P. ciliatus (fonte: http://pza.sanbi.org/plectranthus-ciliatus, consultada 02/02/2019;
https://www.naturalista.mx/taxa/405011-Plectranthus-ciliatus, consultada a 02/02/2019).

Esta espécie aprecia ambientes himidos, pelo que cresce em solo molhado livre de
geada e com sombra, e € comumente encontrada nas florestas de KwaZulu-Natal e de
Suazilandia (sul de Africa) (http://pza.sanbi.org/plectranthus-ciliatus, consultado a 31/01/2019;
Potgieter, 2009, p.139). E inclusive considerada uma praga na Nova Zelandia, estando na lista
da Regional Surveillance Plant Pest (Rice et al., 2011).

J& se realizou a sequenciacao de certas regides do ADN desta espécie com o objetivo
de determinar a sua filogenia com maior precisdo. Observou-se que dentro da subtribo
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Plectranthinae, a espécie em questdo encontra-se no género Plectranthus e ndo no Coleus
(Paton et al., 2004; Paton et al., 2018).

A espécie P. ciliatus é usada na higiene pessoal, para lavar roupas, peles de animais e
animais. Pelo facto de serem plantas atraentes sdo usadas para decoracdo de jardins e para
cobertura de solos, formando densas carpetes debaixo das arvores. Sdo também usadas como
materiais e sdo plantadas na Asia, Africa, Europa, Australia e América (Hitchcock, 1990;
Lukhoba et al., 2006; Rabe & Van Staden, 1998; Rice et al., 2011).

O extrato desta planta ja& demonstrou ser um promissor anti-VIH e € usado por algumas
tribos em misturas medicamentosas, no alivio dos sintomas causados pelo virus (Kapewangolo,
2013, p.23,49; Semenya, Potgieter, & Erasmus, 2012, 2013). Possui propriedade citotoxica e
potente capacidade indutora de morte celular, nomeadamente contra células de adenocarcinoma
do colo do Utero e contra linhas celulares de leucemia (Le Roux, Prinsloo, & Meyer, 2015;
Saeed et al., 2016). Ja revelou, também, propriedade antimicrobiana, nomeadamente contra S.
aureus e B. subtilis (Rabe & Van Staden, 1998) e propriedade anti-inflamatoria (Minker,
Sheridan et al., 2007).

Esta planta é uma boa fonte de diterpenos do tipo abietano, cauranos e labdanos, sendo,
0S cauranos, 0s seus principais constituintes. O caurano, &cido caurénico, isolado desta planta
ja demonstrou atividade antibacteriana moderada contra S. aureus, estirpes de S. aureus
multirresistentes, inclusive SARM, e estirpes de Mycobacterium com crescimento rapido
(Garcia et al., 2018b; Stavri & Gibbons, 2007).

No extrato da espécie P. ciliatus ja foi identificada a presenca de flavondides, como as
flavanonas e flavonas (Grayer et al., 2010), derivados tipo éster (Grayer et al., 2003) e
antocianinas como a peonidina 3-(6”-caffeoil-p-glucopiranosida)-5-p-glucopiranosida. As
antocianinas apresentam-se em maior quantidade ao nivel dos cilius do caule e a sua funcgéo é
a de protecdo da planta (Jordheim et al., 2016).

Dos seus oOleos essenciais isolaram-se e indentificaram-se compostos como:
Limoneno, B-Cariofileno, Ledol e T-Cadinol (Viljoen et al., 2006).

Ja foram identificados hibridos naturais desta planta com a espécie P. zuluensis, nos

quais se identificou a presenca de terpenoides (Rice et al., 2011).
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2.5.3 Pectranthus lucidus (Benth.) Van Jaarsv. & T.J.Edwards

A espécie P. lucidus ou P. strigosus var. lucidus Benth. (fonte:
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-345275, consultado em 29/01/2019) é uma
espécie resistente, anual e perene que surge nos pisos das florestas semi-secas, com um
crescimento rapido e que atinge uma altura de 150 mm (Jaarsveld & Ards, 1997; Jaarsveld,
2006; Rice et al., 2011).

Foi primeiramente descrita em 1848 por George Bentham como P. strigosus var.
lucidus. O nome “lucidus” significa brilhante e refere-se ao aspeto lustroso das folhas desta
planta (Jaarsveld & Ards, 1997; Jaarsveld, 2006).

E endémica na Africa do Sul, mais precisamente no Cabo oriental, e tem preferéncia
por ambientes com sombra ou ambientes sem luz solar direta. No entanto, apresenta uma
natureza camaleodnica adaptando-se a qualquer condigdo ambiental. Por exemplo, as suas folhas
podem mudar de tamanho de modo a permitir uma adaptacdo a intensidade da luz e produzem
uma substancia, antocianina, de coloragéo roxa, que blogueia a luz solar intensa e que também
surge quando o ambiente se encontra muito seco. Apesar das suas capacidades adaptativas P.
lucidus ndo € inteiramente tolerante ao ambiente seco, necessita de agua no verdo e ndo tolera
a geada (Jaarsveld & Ards, 1997; Jaarsveld, 2006).

As suas folhas (Figura 33), de aspeto caracteristico brilhante, dispdem-se de forma
oposta ao longo do caule, possuem veias proeminentes, um formato oval com margens dentadas

e no seu verso séo ligeriamente peludas (Jaarsveld & Ards, 1997; Jaarsveld, 2006).

Figura 33 - Folhas da espécie P. lucidus (fonte: http://pza.sanbi.org/plectranthus-lucidus, consultado a 29/01/19).

O caule desenvolve-se ao longo do solo, é arroxeado a verde, de forma quadradada e

coberto por pélos muito finos (Jaarsveld & Ards, 1997; Jaarsveld, 2006).
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As flores (Figura 34), surgem no outono, sdo tubulares, com um estreito tubo de
corola, curtas e com um labio inferior em forma de barco (Jaarsveld & Ards, 1997; Jaarsveld,
2006).

Figura 34 - Flores da espécie P. lucidus (fonte: https://www.inaturalist.org/observations/11110298, consultado
em 06/10/2018; http://pza.sanbi.org/plectranthus-lucidus, consultada a 29/01/19).

A espécie P. lucidus de flores brancas, com folhagem verde palida, é denominada de
P. lucidus “Albert” (Figura 35) e a de flores lilas, com tons parpura em partes do caule, é
denominada P. lucidus “Bulolwe” (Figura 36) (Jaarsveld & Ards, 1997; Jaarsveld, 2006).

Figura 35 - Espécie P. lucidus “Albert” (fonte: https://www.inaturalist.org/observations/11110298, consultado em
06/10/2018).

Figura 36 - Espécie P. lucidus “Bulolwe” (fonte: http://pza.sanbi.org/plectranthus-lucidus, consultada a
29/01/2019).
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Esta planta ¢ utilizada como planta de vaso em interiores, pendurada em cestos para
decoracdo, como cobertura de solos, em jardins waterwise, jardins de rochas e jardins
subtropicais (Rice et al., 2011).

Esta espécie possui efeito terapéutico em patologias gastrointestinais, atividade
antimicrobiana no tratamento de ferimentos, capacidade de aliviar condicdes respiratorias e
propriedade antimalaria (Babiaka et al., 2015). O extrato de P. lucidus ja tera demonstrado
atividade contra micro-organismos como a bactéria Xanthomonas campestris (Gurlal, 2005,
p.99).

Quanto a fitoquimica desta espécie, de acordo com a pesquisa bibliografica efetuada,

ja se isolaram os compostos apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Compostos e respetivos grupos quimicos isolados da espécie P. lucidus.

Grupos quimicos Compostos
Derivados tipo éster ! Nepetoidina Ae B
Parviflorona A, B, C, D, E, F, G, H,
11-hidroxi-2a-(4-hidroxibenzoiloxi)-abieta-5,7,9(11),13-tetraen-12-ona

Abietanos 234 11-hidroxi-2-(4-hidroxibenzoil)-5,7,9(11),13-abietatetraen-12-ona
11-hidroxi-19-(3-metil-2-butenoil)-5,7,9(11),13-abietatetraen-12-ona
Hinoquiol
Cauranos >° ent-16-cauren-19-ol, acido ent-16-cauren-19-6ico, &cido xilépinico e acido
xilépico
Sesquiterpenos >° 41,6p-dihidroxi-1a,58(H)-guai-9-eno e 44,64-dihidroxi-1a,54(H)-guai-
10(14)-eno
Misturas de hexacosano-1,26-diol e de diésteres de ferrulato octacosan-
Outros %6 1,28-diol

Esteres de 4cido ferulico
Acidos e alcoois gordos
2-(4-hidroxifenil)-etanol
(* Grayer et al., 2003; 2 Gaspar-Marques et al., 2008; 3 Gurlal, 2005, p.99; * Wang et al., 2015; ® Gaspar-Marques
et al., 2008; ® Hussein, 2018).

Relativamente a estes compostos muitas das suas bioatividades ja foram identificadas e

algumas delas encontram-se descritas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Compostos, ja isolados e identificados, presentes no extrato da espécie P. lucidus e respetivas
bioatividades.

Compostos presentes no extrato da espécie P. lucidus Bioatividades

ent-16-cauren-19-ol e &cido ent-16-cauren-19-6ico Anti-herpética’
Antioxidante?; Atividade contra a M.
tuberculosis, Mycobacterium smegmatis
Parviflorona F e Listeria monocytogenes®; Atividade
antiproliferativa seletiva em células de
cancro da mama, carcinoma do pulmao,
entre outras e em células tumorais com
sobreexpresséo da glicoproteina P*

Parviflorona E Antioxidante!
11-hidroxi-2a-(4-hidroxibenzoiloxi)-abieta-5,7,9(11),13- Diminui os niveis de B-hematina®
tetraen-12-ona
11-hidroxi-19-(3-metil-2-butenoil)-5,7,9(11),13- Moderada atividade antifungica®

abietatetraen-12-ona

Atividade contra os fungos Rhizoctonia

11-hidroxi-2-(4-hidroxibenzoil)-5,7,9(11),13- solani, Sclerotonia sclerotiorum e
abietatetraen-12-ona Fusarium oxysporum®
Compostos de mistura de hexacosano-1,26-diol e Antioxidante’

diésteres de ferrulato octacosan-1,28-diol

Anti-tumoral (contra linhas celulares do
carcinoma cervical e humano do ovério);
antioxidante; capacidade de inibir a

Hinoquiol producdo de enzimas pré-inflamatérias
como a 5-lipo-oxigenase; estimula a
producéo de 6xido nitrico e do fator de
necrose tumoral o; hepatoprotetor;
capacidade de inibir canais de sodio de
alta voltagem?®
(* Hussein, 2018; 2 Narukawa,Shimizu, Shimotohno, & Takeda, 2001; ® Rijo et al., 2013a; * Garcia et al., 2018b;

Saito, Goto, & Nakagawa-Goto, 2018; ® Ntie-Kang et al., 2013; ¢ Gurlal, 2005, p.99; ” Gaspar-Marques et al., 2008;
8Fan et al., 2012; Wang et al., 2015).

Neste extrato ja foi pesquisada a presenca de flavondides que ndo se tera confirmado
(Grayer et al., 2010).

A hibridizacdo nesta espécie € dificil de ocorrer no entanto, ja se indentificou um
hibrido natural entre as espécies P. lucidus e P. hilliardiae (Brits et al., 2001; Potgieter, 2009,
p.80-84).

2.5.4 Plectranthus xerophilus L. E. Codd

A palavra xerofilo significa “ama o seco” e por isso denomina-se xerdfilo um

organismo que se adapta bem a locais Secos
(https://candide.eu/ZA/plants/eaabf98455d9bdfefoc454fdb2d5b7f9, consultado a 04/11/2018).
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A espécie P. xerophilus foi descrita em meados de 1997 e é um arbusto atraente, ereto,
de folha perene, originario do sul de Africa, mais exatamente de Steelpoort, uma cidade mineira
na provincia de Limpopo. Tem um cheiro intenso, cresce em solos de areia ou barro, pode
atingir at¢é 1-1,7 metros de altura e €é uma planta dicotiledonea
(https://candide.eu/ZA/plants/eaabf98455d9bdfefoc454fdb2d5b7f9, consultado a 04/11/2018;
Mottram, 2014; Codd, 1975).

Os seus frutos surgem no outono e as suas flores nascem do outono para o inverno. As
flores dispdem-se em cachos com até 35 cm de comprimento, a corola tem um tom violeta a
roxo escuro, de forma sigmdide. Séo bilabiais, com um labio superior e um labio inferior, em
gue o superior é mais curto e em forma de capuz e o inferior, mais comprido, em forma de barco
(Codd, 1975; Foden & Potter, 2005).

As folhas sdo grandes de forma ovada a eliptica. Apresentam uma camada de pélos

lanosos e esbranquicados que confere as folhas um tom verde-cinza e permite que a planta ndo

perca demasiada agua atraves da transpiracdo e esteja mais protegida dos raios solares e ventos
frios (Codd, 1975; Foden & Potter, 2005).

O caule desta planta possui, também, a camada de pélos, tem uma forma cilindrica,
com nervuras e é fino (Codd, 1975; Foden & Potter, 2005).

E possivel observar a planta na Figura 37.

Figura 37 — Espécie P. xerophilus (fonte: https://candide.eu/ZA/plants/eaabf98455d9bdfef9c454fdb2d5b719,
consultado em 06/10/2018; http://plantillustrations.org/illustration.php?id_illustration=284147, consultado a
07/11/2018).

As raizes grossas de aspeto tubular horizontais, também ajudam a planta a ser
resistente a ambientes secos e por isso pode ser colocada em locais com sombra parcial ou
totalmente ao sol e torna-se uma excelente escolha para jardins waterwise. (Codd, 1975; Foden,
& Potter, 2005).
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Ter-se-a ponderado colocar esta espécie enquanto um subgénero das Plectranthus
devido as suas caracteristicas tdo proprias. No entanto pelo facto do género Plectranthus ser tdo
amplo e apresentar varios sub-grupos com diferentes caracteristicas, ndo foi necessario (Codd,
1975). Esta espécie ja teré sido sequenciada em determinadas regides do seu ADN, de modo a
analisar mais facilmente a sua filogenia. Como tal, neste momento, esta espécie encontra-se na
subtribo Plectranthinae, no género Coleus (Paton et al., 2004; Paton et al., 2018).

A espécie P. xerophilus ndo apresenta nomes sindnimos  (fonte:
www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-158602, consultado a 01/11/2018) e na atualidade é
usada em jardins Bushveld (Rice et al., 2011).

Do seu extrato ja terdo sido isoladas a nepetoidina A e a nepetoidina B (Grayer et al.,
2003). Ainda ndo se identificaram ou isolaram diterpendides e ja se pesquisou a existéncia de
flavondides, cuja presenca ndo foi confirmada (Grayer et al., 2010).

2.4.5 Plectranthus crassus N. E. Br.

A espécie P. crassus é um arbusto nativo da Africa oriental (por exemplo Malawi,
onde é endémica) e da Africa do Sul e pode surgir em prados e em fendas de rochas, a uma
altitude de cerca de 3000 metros (Dombo, Costa, & Neto, 2002; Downes & Darbyshire, 2018).

P. crassus possui poucas ramificacoes e cresce de 0,5 a 1 metros de altura. O termo
“crassus” vem do latim macico, o que podera dever-se ao facto dos seus caules serem lenhosos
(estarem cobertos por uma camada espessa de madeira e assim possuirem um tecido de suporte).
Os caules sdo curtos e, tal como as folhas, possuem glandulas de cor laranja. As suas raizes
crescem debaixo da terra (Downes & Darbyshire, 2018).

As suas flores possuem pedunculos curtos e apresentam caracteristicas tipicas do
género Plectranthus. E possivel visualiza-las na Figura 38 (Dombo, Costa, & Neto, 2002;
Downes & Darbyshire, 2018).
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Figura 38 - Espécie P. crassus (fonte: https://www.gapphotos.com/imagedetails.asp?view=plectranthus-crassus-
&imageno=112412, consultado em 06/10/2018).

Esta espécie produz pequenas nozes castanhas ovoides (Downes & Darbyshire, 2018)
e ndo apresenta nomes sindnimos (fonte: http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-
158006, consultado a 15/10/2018). Na Hungria, as suas folhas sdo usadas na culinaria como
aditivo alimentar (Lukhoba et al., 2006).

Quanto a sua taxonomia, ja se realizou a sequenciacdo de certas regides do ADN de
modo a facilitar a anélise da sua filogenia e, consequentemente neste momento, esta espécie da
subtribo Plectranthinae encontra-se no género Coleus (Paton et al., 2004; Paton et al., 2018).

Relativamente a fitoquimica, ainda pouco conhecida, ter-se-a descoberto na
constituicdo do seu extrato os compostos fendlicos, nepetoidina A e nepetoidina B.
Efetivamente ja& demonstrou atividade contra os fungos Aspergillus niger e Cladosporium
herbarum (Grayer et al., 2003). No extrato da espécie P. crassus ainda ndo foi detetada a
presenca de flavondides (Grayer et al., 2010) nem isolados ou indentificados diterpendides
(Abdel-Mogib et al., 2002; Hussein, 2018).

Para as diferentes plantas do género Plectranthus em estudo, de acordo com a pesquisa

bibliografica efetuada, existem diferencas em relacdo a quantidade de informacéo disponivel.
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3. Ensaios biologicos

Os extratos das plantas estudadas foram preparados e avaliados quanto a sua atividade
bioldgica, nomeadamente, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, toxicidade geral e

citotoxicidade.

3.1 Atividade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (ERO) como o anido superoxido, peroxido de
hidrogénio, radical hidréxilo e outros radicais livres (Ray, Huang, & Tsuji, 2012), possuem
eletrbes desemparelhados, sendo portanto extremamente instaveis (Rijo et al., 2012; Sharma,
Jha, Dubey, & Pessarakli, 2012). Estas moléculas instaveis procuram a estabilidade interagindo
com macromoléculas bioldgicas como o ADN, lipidos e proteinas (Ntungwe et al., 2017; Tomei
& Salvador, 2005).

As ERO resultam de vérias reacBes metabdlicas em organismos aerobios durante a
respiracdo (Ray et al., 2012). Quando o equilibrio destas reagdes sofre alteracdes e ocorre um
aumento na quantidade de ERO, estas podem provocar stress oxidativo, levando a lesdes
celulares e, consequentemente, a varias doencas como cancro, diabetes, obesidade, doencas
associadas ao envelhecimento, doencas cardiovasculares, entre outras (Nicolai et al., 2016). O
atual estilo de vida provoca excesso de producdo de radicais livres e ERO, o que contribui para
a importancia dos antioxidantes para a salde humana. No entanto, quando presentes no
organismo em gquantidade saudavel, as ERO também desempenham funcdes relevantes como a
defesa contra infecdes (Nicolai et al., 2016; Ray et al., 2012; Sharma et al., 2012).

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos pressupde uma analise qualitativa
seguida de uma quantitativa. Ambas podem ser executadas pelo método colorimétrico do 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), um radical livre organico de c6r roxa, muito utilizado como
indicador da atividade antioxidante de extratos e 6leos vegetais (Alves, David, David, Bahia &
Aguiar, 2010; Pires, Torres, Santos & Chow, 2017; Wang, Wu, Shyur, Kuo, & Chang, 2002).
O DPPH apresenta a vatagem de ser um radical livre estavel e que, na presenca de substancias
antioxidantes (dadores de H*), recebe H* e fica reduzido em DPPH-H (Hidrazina). Quando esse
processo ocorre, a formulacdo passa da cor roxa para a cor amarela (Figura 39) (Nicolai et al.,
2016; Pisoschi, Cheregi, & Danet, 2009).

65

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Avaliacdo da atividade bioldgica dos extratos de Plectranthus mutabilis, P. ciliatus, Introdugdo
P. xerophilus, P. crassus e P. lucidus

CHy CHy
HyC CHy H,C
CHs
HyC ON Antioxidante O A=
.'L’.‘ 1 O» ) NO2
\.\__r;;-Q*hO- == N :‘{}"0
= O:N Extrato vegetal O:N 3
‘~ HiC HyC
CHs CHs |
CH: CHy ‘
\ HyC CHy HeC CH)
Radical DPPH DPPH reduzido

Figura 39 -Reducdo do DPPH com alteracdo da coloracdo da solucdo de roxo para amarelo (Pires et al., 2017).

Na analise qualitativa, realizada pelo método de descoloracdo ccd (cromatografia em
camada delgada) - DPPH, observa-se a existéncia e intensidade de uma mancha de cor amarela
numa placa de ccd e, consequentemente, a existéncia ou ndo da capacidade antioxidante. Esta
técnica pode ser usada como um método preliminar rapido, para detetar a propriedade da
atividade antioxidante em determinados extratos (Nicolai et al., 2016; Rijo et al., 2012; Tomei
& Salvador, 2005).

Na analise quantitativa, caso a amostra se tenha demonstrado antioxidante no ensaio
qualitativo, utiliza-se o espetrofotémetro para se determinar a absorvancia da forma reduzida
do DPPH, pois este possui intensa absorcéo na regido visivel do espetro (400-750 nm), e assim
determinar a atividade antioxidante (Nicolai et al., 2016). Quanto maior a propriedade
antioxidante de um extrato mais amarelada é a formulacdo e menor o valor da absorvancia
medida, o que reflete maior poder antioxidante da amostra em estudo (Pires et al., 2017).

Existem outros métodos possiveis para a avaliacdo da capacidade antioxidante de
amostras, sendo este dos mais rapidos, reprodutivos, precisos e simples que permite a utilizacdo
de pequenas quantidades de amostra, uso de pequenos volumes de reagentes e geracdo de
poucos residuos (Alves et al., 2010; Pires et al., 2017). No entanto, € um método influenciado:
pelo solvente usado (o DPPH deve estar sempre dissolvido em solvente organico, como etanol
ou metanol); pelo pH; pela concentracdo das amostras e pelo tempo de reacdo sendo que a
concentracdo de radical DPPH ¢é inversamente proporcional a concentragdo do antioxidante

testado e ao tempo da reacdo (Pires et al., 2017; Tomei & Salvador, 2005; Wang et al., 2002).
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3.2 Atividade antimicrobiana

O aumento das resisténcias dos micro-organismos e a consequente diminuicdo da
eficacia dos antimicrobianos conhecidos, sdo uma ameaca global para a saude publica. Torna-
se, por isso, crucial a procura por novas terapéuticas mais eficazes contra estes agentes
patogénicos (Balouiri, Sadiki & Ibnsouda, 2016; Silveira, Olea, Mesquita, Cruz & Mendes,
2009).

A maior parte dos compostos antimicrobianos disponiveis, sdo produtos provenientes
de microorganismos e de plantas. As plantas continuam a fornecer uma vasta gama de distintos
e complexos compostos, constituindo uma promissora fonte de pesquisa de antimicrobianos
(Balouiri et al., 2016).

Existem varios métodos para realizar o estudo da atividade antimicrobiana em extratos
vegetais, entre os quais, 0 método de difusdo em agar. O método de difusdo em agar, é um
método fisico no qual um micro-organismo, inicialmente inoculado num meio, é desafiado
contra uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura sélido. (Alves et al., 2008;
Balouiri et al., 2016; Ostrosky et al., 2008).

O resultado é comparado com um controlo positivo (uma substancia padrdo) e um
controlo negativo (o solvente utilizado para dissolver os extratos). Posteriormente a incubacao
das placas, ¢ feita a medicdo do halo de inibicdo de crescimento. De acordo com a dimenséao do
halo do extrato, e comparativamente com o halo do controlo positivo, a atividade
antimicrobiana do extrato em estudo pode ser alta, significativa, moderada ou baixa. Quanto
mais semelhante for o diametro do halo do extrato ao diametro do halo do controlo positivo,
mais ativo € o extrato contra o organismo (Alves et al., 2008; Balouiri, Sadiki & Ibnsouda,
2016; Ostrosky et al., 2008).

Neste método é essencial respeitar um conjunto de condic¢Ges que influenciam os
resultados (Tabela 7).
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Tabela 7 - CondicOes que afetam a suscetibilidade do método de difusdo em agar e respetivas particularidades.

Condices que afetam a suscetibilidade do método de difusdo em agar
Para as bactérias é de 35-37 °C, para os fungos é de 25-27 °C

Temperatura de incubagéo e € muito importante manter a temperatura da estufa
homogénea.
Tempo de incubacéo Para as bactérias é de 24 a 48 horas e para os fungos é de 48 a
72 horas.

Deve proporcionar um crescimento adequado dos organismos
em andlise e ndo conter substancias que contrariem o
crescimento microbiano ou contaminacgdes, de modo a nao

Meio de cultura originarem falsos positivos ou falsos negativos; A
concentracdo do meio utilizado tem influéncia no
crescimento microbiano; O pH do meio deve ser compativel
com o crescimento microbiano e com a estabilidade e
atividade das substancias testadas, por exemplo 0 aumento da
acidez do meio diminui a atividade bacteriana de substancias
bésicas.

Deve estar conforme o metabolismo do micro-organismo
Disponibilidade de oxigénio (aerdbio, anaerodbio ou facultativo) em analise pois a
disponibilidade deste gas poderd influénciar na sua

multiplicacéo.
Inéculo Deve ser padronizado, pois a suscetibilidade dos agentes
antimicrobianos depende da guantidade de in6culo.
Espessura e uniformidade do Agar Caso conforme e uniforme, permite uma melhor leitura do
didmetro do halo.
E importante trabalhar sempre a chama e recorrer a alcool a
Assépsia 70% para que o0 meio de trabalho seja 0 mais asséptico
possivel e assim, consequentemente, 0s resultados serem os
mais corretos possiveis.

(Alves et al., 2008; Silveira et al., 2009; Balouiri et al., 2016; Ostrosky et al., 2008).

O método de difusdo em agar permite varias técnicas para a aplicacdo das amostras
nas placas: por meio de disco, por cilindros de aco inoxidavel ou por perfuracdo em agar (pocos)
(Ostrosky et al., 2008; Silveira et al., 2009).

Neste trabalho sera utilizado o método de perfuragdo em agar (pocos) ou método de
difusdo em pocos. Este método é simples, requere relativamente poucos recursos para a sua
execucdo e € o0 mais sensivel comparado com os mencionados anteriormente (Balouiri et al.,
2016; Ostrosky et al., 2008).

O método dos pocos, € o mais adequado para testar a difusdo radial de substancias e a
presenca de particulas em suspensdo na amostra a ser testada, tem menor probabilidade de
interferir com a difusdo da substancia antimicrobiana, do que no método do disco (Silveira et
al., 2009).
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Ap0s se constatar que determinado extrato atua contra determinado microorganimo é
possivel analisar o tipo de inibicdo que este Ihe provoca, através da determinacdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI), concentracdo minima bactericida (CMB) e
concentra¢do minima fungicida (CMF) (Wiegand, Hilpert, & Hancock, 2008).

A CMI é considerada o padrao para determinar a suscetibilidade de certos organismos
a antimicrobianos e é também usada para aferir a performance de outros testes de
suscetilibilidade (Andrews, 2001; Balouiri et al., 2016; Jorgensen & Ferraro, 2009). CMI
defini-se como a concentracdo minima de um antimicrobiano ou amostra que inibe o visivel
crescimento de um organismo apds a incubacdo deste. Quando outro teste demonstra um
resultado interessante relativamente a um micro-organismo, o método CMI pode ser usado para
confirmar esse resultado (Figueiredo et al., 2010; Vipra et al., 2013).

CMB defini-se como a concentracdo minima de antimicrobiano ou amostra que mata
99,9 % de um organismo bacteriano, préviamente desenvolvido durante 24 horas num meio de
cultura livre de antibioticos e em condicdes standart (Andrews, 2001; Balouiri et al., 2016;
Figueiredo et al., 2010).

Existe ainda a determinacdo da CMF que é idéntica 8 CMB mas aplicada aos fungos
(Balouiri et al., 2016).

A determinacdo da CMI é, principalmente, realizada por laboratérios de diagnostico
para confirmar e testar o desenvolvimento de resisténcias invulgares de micro-organismos
(auxiliando na insistente “luta” contra as resisténcias aos antimicrobianos) e ¢ usado enquanto
ferramenta de investigacdo para determinar a atividade in vitro de antimicrobianos (Andrews,
2001; IDEXX Laboratories, 2017). Contribui assim para a escolha de um antibi6tico mais
apropriado para determinado tratamento, aumentando a probabilidade de sucesso da terapéutica
(Figueiredo et al., 2010; Vipra et al., 2013).

Neste trabalho, a determinagdo da CMI, CMB e CMF foi realizada recorrendo a
técnica de microdiluicdo proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI], 2003). Ao realizar estes ensaios
recorrendo a técnica de microdiluicdo é possivel economizar espaco, reagentes e meios de
cultura, repetir varias vezes o ensaio e analisar diferentes dilui¢cdes dos extratos em estudo, em
apenas uma placa por micro-organismo, aumentando a fiabilidade dos testes (Bona, Pinto,
Fruet, Jorge, & Moura, 2014; Jorgensen & Ferraro, 2009).
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O método de difusdo em pogos e 0 método de microdiluicdo para a determinacao da
CMI, CMB e CMF complementam-se nos seus resultados, permitindo uma analise mais

detalhada da atividade antimicrobiana das amostras (Andrews, 2001; Balouiri et al., 2016).

3.3 Toxicidade geral

De modo a garantir a segura utilizacdo de determinadas substancias, é necessario nao
sO comprovar a sua atividade terapéutica, mas também realizar estudos de toxicidade. O método
mais conveniente para avaliar esta atividade bioldgica é recorrendo ao modelo de Artemia
salina L. (Amarante, Miller, Pévoa, & Dolabela, 2011; Hamidi et al., 2014).

No ensaio da avaliagdo da toxicidade geral, usando o modelo de Artemia salina L.,
através da adicdo de determinadas substancias, é induzido um mecanismo celular que ocorre
através de necrose, morte da célula ou apoptose na Artemia salina L. Este método estabelece a
tolerancia destes animais a substancias quimicas, correlacionando a percentagem (%) de morte
de Artemia salina L., com as concentracdes das amostras usadas (Ntungwe et al., 2017).

A Artemia salina L. é um crustaceo invertebrado com rapido desenvolvimento, habita
apenas em lagos e lagoas com alta salinidade (60 a 300 ppt) e, em condic¢des naturais, alimenta-
se de algas, protozoarios e detritos. Produzem ovos que flutuam na dgua e que podem envoluir
diretamente para nauplios (Artemia salina jovem) (Figura 40) ou, no caso das condi¢bes do
meio serem desfavoraveis, evoluir para cistos (formas de vida dormentes) que conseguem
sobreviver até 80 anos em condicdes extremas. Caso as condi¢des do meio melhorem, os cistos
revitalizam e evoluem para nauplios (Dumitrascu, 2011; Hamidi et al., 2014; Parra, Yherba,
Sardinas, & Buela, 2001).

Figura 40 - Nauplio de Artemia salina L. (Hamidi, Jovanova, & Panovska, 2014).
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Introducéo

Estes animais sdo utilizados para tratar doencas como o reumatico e para testar

amostras pois a resisténcia destes seres torna-os ideais para realizar testes de toxicidade de

varios compostos (Dumitrascu, 2011). Deste modo o modelo de Artemia salina L. para

avaliacdo da toxidade geral de compostos apresenta varias vantages indicadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Vantagens do modelo de Artemia salina L.

Vantagens do modelo de Artemia salina L.

A monitorizagdo pode prolongar-se até um maximo de 60 horas,
no entanto na maioria dos casos os calculos da concentracdo letal

Rapidez
a 50% (CLso) sdo obtidos ap6s 24h.
Simplicidade N&o é necessario formacao especial para o ensaio.

Poucos requisitos

N4o necessita de técnicas de assépsia nem de equipamento
especial, utiliza quantidades relativamente baixas de amostra e
demonstra facilidade na obtengdo de um grande nimero de
organismos exatamente da mesma idade e condicdo fisioldgica.

Resisténcia

Os cistos sdo comercializados e disponibilizados de forma a que
0s testes possam ser realizados em todo 0 mundo, com 0 mesmo
material original e sem qualquer dificuldade de aprovisionamento.

Baixo custo

A quantidade de cistos necessaria por teste € muito pequena e nao
requer a utilizacdo de animais de laboratério.

Alto nivel de repetibilidade

Permite que um grande nimero de amostras sejam testadas e
processadas de forma adequada.

Alternativa aos ensaios com
animais de laboratério e
células in vitro

Devido a questdes éticas e econdémicas, tém-se vindo a observar a
tendéncia para limitar o uso de animais de laborat6rio em testes
toxicoldgicos. No entanto é necessaria a realizacdo de testes in

vivo para ser possivel extrapolar os dados obtidos para a
populacdo humana. Sendo a Artemia salina L. sensivel a uma
variedade de substancias e podendo-se considerar o ensaio de
toxicidade geral em Artemia salina L. um ensaio in vivo, este

torna-se numa alternativa aos ensaios com animais e aos ensaios
em células in vitro.

(Dumitrascu, 2011; Hamidi et al., 2014; Parra et al., 2001; Rajabi, Ramazani, Hamidi, & Naji, 2015).

O uso do modelo de Artemia salina L. para a avaliacao da toxicidade geral, obriga ao

cumprimento de varios critérios e condi¢cBes experimentais de modo a atingir uma ampla

aplicabilidade do ensaio, conforme indicado na Tabela 9 (Hamidi et al., 2014).
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Tabela 9 — Critérios e condic6es experimentais a cumprir no uso do modelo de Artemia salina L. para a avaliacéo
da toxicidade geral.

Critérios e condicdes experimentais no uso do modelo de Artemia Salina L.
Temperatura de 22 a 29 °C para “chocar” os cistos; meios mais quentes impedem o “chocar” dos
cistos.

Salinidade de 60 a 300 ppt.

Arejamento constante para uma distribuicdo homogénea do oxigénio na agua.

Fonte de luz para estimular o “chocar” dos cistos.
pH de 8 para “chocar” os cistos.
Cistos provenientes da mesma regido geografica.
Nauplios de Artemia salina L., no inicio de cada teste, com a mesma idade.
Presenca de controlos positivos e negativos para verificacdo da sensibilidade da Artemia salina L. e
da conformidade com o procedimento standart.

(Dumitrascu, 2011; Hamidi et al., 2014; Rajabi et al., 2015).

Mesmo em condicdes ambientais constantes a sensibilidade da Artemia salina L. em
diferentes estados de desenvolvimento, difere de estirpe para estirpe e este método ndo fornece
informacdo adequada quanto ao mecanismo toxico do extrato em estudo. Em contrapartida
fornece dados preliminares de triagem da toxicidade de extratos vegetais que podem ser
apoiados por bioensaios mais especificos (Ogbole, Segun, & Adeniji, 2017; Hamidi et al.,
2014).

Para as amostras com os valores de morte de Artemia Salina L. (%) superiores é
determinado o valor da concentracéo letal a 50% (CLso). No final os extratos com o valor de
CLso mais baixo sdo considerados 0s mais toxicos e 0s que, posteriormente, podem ser testados
quanto a sua citotoxicidade. Compostos e seus derivados com alta toxicidade contra Artemia
salina L. possuem elevado potencial para citotoxicidade, existindo uma boa correlagéo entre a
toxicidade para este ser vivo e a atividade citotoxica contra tumores humanos. Torna-se,
portanto, muito Util a utilizacdo deste bioensaio na orientacdo de estudos fitoquimicos com vista
a descoberta de substancias bioativas (Amarante et al., 2011; Ogbole et al., 2017; Rajabi et al.,
2015).

3.4 Citotoxicidade

Na atualidade o cancro é uma das mais frequentes causas de morte no mundo e a
maioria dos tipos de quimioterapia disponivel para o tratamento desta doenga é pouco eficaz.

De facto estes farmacos demonstram-se pouco eficientes devido as resisténcias que surgem, por
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serem pouco especificos e por causarem muitos efeitos adversos atacando indiscriminadamente
células saudaveis ndo patogénicas (Garcia et al., 2018a; Balouiri et al., 2016). Assim, torna-se
muito importante encontrar novos compostos bioativos mais eficazes no tratamento destas
patologias, terapias com potencial citotdxico e elevada seletividade, consistindo esta atividade
numa importantissima area de investigacao (Garcia et al., 2018b).

Este ensaio foi realizado em colaboragdo com o LAQV/REQUIMTE, Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade do Porto, sob coordenacdo da Professora Doutora Lucilia Saraiva e 0 método
utilizado para a analise do crescimento celular foi o método da sulforrodamina B. A
sulforrodamina B é um corante aminoxantina de cor rosa, com capacidade de se ligar a
componentes proteicos (por¢des terminais dos aminoacidos) das células fixadas pelo acido
tricloroacético (TCA). Este ¢ um método simples, sensivel, reprodutivel e rapido (Skehan et al.,
1990).

As linhas celulares tumorais humanas usadas neste trabalho foram: carcinoma
colorrectal (HCT116), adenocarcinoma humano da mama (MCF-7) e carcinoma do pulméo
(H460). A nivel mundial, o cancro do pulmao, em ambos 0s sexos, é 0 cancro mais comumente
diagnosticado e € a principal causa de morte nas mortes por cancro; o cancro da mama, entre
mulheres, é 0 cancro mais comumente diagnosticado e a principal causa de morte por cancro e
o cancro colorretal, em ambos 0s sexos, esta entre os cancros de maior incidéncia e mortalidade
(Bray et al., 2018).

73

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Capitulo I: Parte experimental

74



Avaliacdo da atividade bioldgica dos extratos de Plectranthus mutabilis, P. ciliatus, Parte experimental
P. xerophilus, P. crassus e P. lucidus

1.1 Equipamentos, Reagentes e Materiais

1.1.1 Equipamentos

Aparelho de ultrassons da VWR; Evaporador rotativo (K lka-WERKE, GMBH $
CO.KG; D-79219 Staufen Alemanha); Termostato AQUA LYTIC®; Espectréfotometro U-
1500 Hitachi Instruments, Inc USA; Microscopio 6tico (OE, CETI Bélgica); Bomba de ar (HI-
FLO® Single Type 4000) e equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 300 MHz).

1.1.2 Reagentes

Acetona; Acetato de Etilo; Hexano; dimetilsulféxido (DMSO); Vancomicina;
Norfloxacina; Nistatina; 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH); Quercetina e Metanol foram
adquiridos pela Sigma. Meio Mueller- Hinton e Sabouraud dextrose Agar foram adquiridos
pelo Biokar Diagnostics. Sal Artemia JBL e Ovos de Artemia JBL foram adquiridos pela JBL
GmbH and Co. KG, D-67141 Neuhofen Alemanha.

1.1.3 Materiais

Placa de silica gel de cromatografia em camada delgada (ccd) 60F2s54 20x20 (Merck
KGaA) e para a sua revelacdo utilizou-se uma mistura de metanol e acido sulfarico (1:1);
Microplacas de 96 pocos (Greiner Bio-one GmbH, Alemanha); Papel de filtro Whatman N° 5,
Inc., Clifton, NJ, USA; Microplacas de 24 pocos e silica gel 60 PF2s4 adquirida pela Merck,
Darmstéadio, Alemanha com a referéncia 7733 nas colunas A e B1 e 9385 nas colunas B2, C1,
DleC2.

1.1.4 Material das plantas

O material das plantas utilizadas foi fornecido pelo Parque Botanico da Tapada da
Ajuda gue, por sua vez, sdo originarias de cortes do Jardim Botanico Nacional Kirstenbosch do
sul de Africa. Foram colhidas entre 2007 e 2008, em junho e setembro, e espécies de referéncia
foram depositadas no Herbario “Jodo de Carvalho e Vasconcellos” do Instituto Superior de

Agronomia, Lisboa (LISI), Portugal.
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1.1.5 Espécies de micro-organimos

A atividade antimicrobiana de cada extrato foi avaliada contra bactérias Gram-
positivas: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e uma
estirpe de SARM, bactérias Gram-negativas: Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e leveduras: Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601 e Candida
albicans ATCC 10231 obtidas da American Type Culture Collection (ATCC).

1.1.6 Linhas celulares tumorais humanas

O Ensaio da citotoxicidade em linhas celulares tumorais humanas foi realizado em
colaboracdo com o LAQV/REQUIMTE, Laboratorio de Microbiologia do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Farméacia da Universidade do Porto, sob a coordenacéo da
Professora Doutora Lucilia Saraiva. As linhas de células tumorais humanas utilizadas no ensaio
de citotoxicidade foram: carcinoma colorretal (HCT116), adenocarcinoma humano da mama
(MCF-7) e carcinoma do pulméo (H460) que foram adquiridas da ATCC.
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1.1 Procedimento experimental

1.2.1 Preparacdo dos extratos e rendimento de extracao

Na preparacdo dos extratos das plantas ocorreram dois momentos de extragdo. No
primeiro momento foi realizada a extragéo das plantas: P. mutabilis, P. lucidus, P. ciliatus, P.
xerophilus e P. crassus, para avaliacdo bioldgica e inicio do estudo fitquimico do extrato da P.
mutabilis (ccd preparativa e correspondente atividade antimicrobiana das frag6es). No segundo
momento foi realizada a extracdo, até a exaustdo, da planta P. mutabilis para dar continuidade
ao seu estudo fitoquimico (cromatografia em coluna).

Os extratos foram preparados pelo método de ultrassons e na Tabela 10 estdo

indicadas as condic¢des da extracao.

Tabela 10 - CondigGes dos dois momentos de extracdo acetonica por ultrassons.

Condig0es da extragéo Primeiro momento Segundo momento da
da extracao extracéo
Parte da planta utilizada Folhas secas trituradas | Folhas secas | Caules secos
trituradas triturados
Massa de planta utilizada () 3 712,1 4899
Quantidade de acetona utilizada (mL) 30 8800 15400
Temperatura do banho de ultrassons (°C) 25
Esquema do processo de extracao 3 extracOes (3 vezes 5 extracOes (5 vezes no
(sonificacéo) no banho de ultrassons | banho de ultrassons durante
durante 1 hora cada) 1 hora cada)
Concentragdo do extrato obtido (% (m/v)) 10 8,1 | 3,2

(Ntungwe et al., 2017).

Posteriormente a cada sonificacdo, foi feita a filtragdo do extrato utilizando filtros
Whatman papel N° 5 (Whatman, Inc., Clifton, NJ, USA). Os extratos foram depois evaporados
utilizando o evaporador rotativo a 40-50 °C. No final foi determinado o rendimento de extracao

através da Formula 1 (Ntungwe et al., 2017).

Formula 1:

) . massa do extrato obtido (g)
Rendimento de extra¢do (% (m/m)) = massa de planta utilizada (g) x 100
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1.2.2 Determinacao da atividade antioxidante

1.2.2. a) Ensaio qualitativo — Descoloracéo ccd-DPPH

Realizou-se uma ccd aplicando 10 uL de cada extrato (1 mg/mL em acetona) em
espacos separados numa placa de silica-gel 60F2s4. Apds a secagem das aplicagdes pulverizou-
se a placa com uma solucéo de DPPH (0.002% em metanol) e 10 minutos depois observou-se
o resultado (Rijo et al., 2012).

O controlo positivo utilizado foi a quercetina (Img/mL em acetona), um antioxidante
com acdo comprovada, e o controlo negativo utilizado foi a acetona (Baghel, Shrivastava,
Baghel, & Rajput, 2012; Rijo et al., 2012).

1.2.2. b) Ensaio quantitativo - Método espetrofotométrico de DPPH

Para quantificar a atividade antioxidante dos extratos recorreu-se ao método
espetrofotométrico de DPPH. A 990 uL de solugdo de DPPH (0,002% em metanol) foram
adicionados 10 pL de extrato de planta (1 mg/mL em acetona) (Ntungwe et al., 2017).

A mistura foi incubada durante 30 minutos, na escuriddo e a temperatura ambiente. A
absorvéancia foi medida a 517 nm, contra o correspondente branco e a atividade antioxidante

(%) foi calculada de acordo com a Férmula 2 (Ntungwe et al., 2017).

Formula 2:

Abs. DPPH-(Abs. amostra)
Abs. DPPH

Atividade antioxidante (%)= ( ) X100

Nesta formula Abs. DPPH corresponde a absorvancia do DPPH contra o branco e Abs.
amostra corresponde a absorvancia do extrato ou controlo contra o branco (Ntungwe et al.,
2017).

O controlo positivo utilizado para este ensaio foi a quercetina (1 mg/mL em metanol)
e os testes foram realizados em triplicado (Baghel et al., 2012; Ntungwe et al., 2017).
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1.2.3 Ensaio da atividade antimicrobiana

1.2.3. a) Método de difusdo em pocos

Neste ensaio a atividade antimicrobiana de cada extrato foi testada contra espécies de
bactérias Gram-positivas: E. faecalis ATCC 29212 e S. aureus ATCC 25923, bactérias Gram-
negativas: E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853) e leveduras: S. cerevisiae ATCC
2601 e C. albicans ATCC 10231, obtidas da ATCC (Ntungwe et al., 2017).

Em placas de Petri com 20 mL de meio de cultura Mueller-Hinton sélido, para as
bactérias, ou de meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose, para as leveduras, foram inolucados,
em condigOes assépticas, 0,1 mL de cada suspensao microbiana padronizada, 0,5 na escala de
McFarland. A suspensdo foi uniformemente espalhada na superficie do meio usando uma
zaragatoa estéril (Ntungwe et al., 2017).

Posteriormente, foram feitos pocos de aproximadamente 5 mm de diametro no meio
de cultura, recorrendo a uma pipeta de Pasteur de vidro esterilizada. Nesses pocos foram
aplicados 50 pL de cada extrato (1 mg/mL em DMSOQO), os respetivos controlos positivos para
cada micro-organismo e o controlo negativo (Ntungwe et al., 2017).

O controlo positivo usado para as bactérias Gram-positivas foi a vacomicina, para as
bactérias Gram-negativas foi a norfloxacina, para as leveduras foi a nistatina, preparados a uma
concentracdo de 1mg/mL em DMSO, e o controlo negativo usado foi o DMSO (1mg/mL)
(Ntungwe et al., 2017).

As placas foram devidamente identificadas e incubadas durante 24 horas a 37 °C. Por
fim, a atividade antimicrobiana foi avaliada através da medicdo do diametro (mm) dos halos de

inibicdo das amostras e dos controlos (Ntungwe et al., 2017).

1.2.3. b) Método de microdiluicdo - Determinacdo da CMI, CMB e CMF

A CMI, CMB e CMF foram determinadas apenas para o extrato da espécie P.
mutabilis, devido aos resultados obtidos no método anterior (método de difusdo em pogos),
recorrendo a técnica de microdiluicdo proposta pelo CLSI (Balouiri et al., 2016; CLSI, 2003).

As concentraces foram determinadas paras as bactérias Gram-positivas: S. aureus
ATCC 25923 e estirpe de SARM e para a levedura C. albicans ATCC 10231 (Ntungwe et al.,
2018).
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Em cada poco de uma microplaca de 96 pocos foram colocados, em condicdes
assépticas, 100 mL de meio Sabouraud, para as leveduras, ou de meio Mueller-Hilton, para as
bactérias. Posteriormente foram adicionados 100 uL do extrato em estudo (1 mg/mL em
DMSO), os respetivos controlos positivos para cada micro-organismo e o controlo negativo
(Ntungwe et al., 2018).

O controlo positivo usado para as bactérias Gram-positivas foi a vacomicina, para a
levedura foi a anfotericina B, preparados a uma concentracdo de 1mg/mL em DMSO, e o
controlo negativo usado foi o DMSO (1mg/mL) (Ntungwe et al., 2018).

Com uma micropipeta multicanal foi feita uma série de microdiluicGes de 1:2.
Seguidamente 10 pL de cada suspensdo microbiana padronizada, 0,5 na escala de McFarland,
foram adicionados nos pocos. Finalmente as placas foram incubadas a 37 °C, durante 24 horas
(Ntungwe et al., 2018).

A CMI foi determinada quando nenhum crescimento foi detetado no poco da
microplaca. Para determinar a CMB e a CMF, um total de 10 pL foi retirado da microplaca e
semeado numa placa de petri e quando nao ocorreu crescimento microbiano visivel nas placas,
ficaram determinadas a CMB e a CMF. Os testes foram realizados em triplicado (Santos,
Ramos, & Miyagusku, 2017; Ntungwe et al., 2018).
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1.2.4 Avaliacao da toxicidade geral usando o modelo de Artemia salina L.

Com o objetivo de avaliar a toxicidade geral dos diferentes extratos foi realizado o
ensaio de letalidade em Artemia salina L. Inicialmente a Artemia salina L. foi colocada a
crescer, de acordo com a literatura Ntungwe et al. (2017, p. 100-101) e Ogbole et al. (2017, p.
2-3).

Ao0s pogos que continham Artemia Salina L. foram adicionados 100 pL dos extratos
em estudo (10 mg/L em DMSO) e apds 24 horas, recorrendo ao microscépio 6tico (OE, CETI
Bélgica), realizou-se um primeiro registo do numero de mortes de nauplios (Ntungwe et al.,
2017).

De seguida adicionou-se dicromato de potassio (K2Cr207), a uma concentracdo de 100
mg/mL, e realizou-se um segundo registo do nimero de mortes. Através da Férmula 3
calculou-se, para cada extrato, a % de morte de nduplios de Artemia salina L. (Ntungwe et al.,
2017).

Féormula 3:

A ) ) Nauplios totais — Nauplios vivos
morte de nauplios de Artemia Salina L. (%) = — : x 100
Nauplios totais

Nesta formula o valor do numerador corresponde ao primeiro registo e o valor do
denominador corresponde ao segundo registo (Ntungwe et al., 2017).

Os controlos utilizados foram: Solucdo salina (controlo negativo do meio), DMSO a
10 mg/L (controlo negativo do solvente) e K2Cr0O7a 100 mg/mL (controlo positivo) (Ntungwe
etal., 2017).

Os dois extratos mais ativos, com a % de morte de nduplios de Artemia salina L. mais
elevada, foram novamente testados a uma gama de concentracGes entre 0,01 e 1 mg/L. O
processo foi repetido como anteriormente e 0 nimero de crustaceos mortos foi registado e usado
para a realizacdo de gréficos de concentracdo versus % de morte de Artemia salina L. Estes
gréficos permitiram, atraves da equacdo da reta, calcular o valor de CLso. O extrato com o valor
de CLso menor foi considerado o extrato mais ativo e, deste modo, foi selecionado para ser

testado num ensaio de citotoxicidade (Ntungwe et al., 2017).
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1.2.5 Ensaio de citotoxicidade em linhas celulares tumorais humanas

Este ensaio foi realizado em colaboracdo com o LAQV/REQUIMTE, Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Farmécia da
Universidade do Porto, sob coordenacdo da Professora Doutora Lucilia Saraiva.

O extrato com o valor de CLsg mais baixo, extrato de P. mutabilis, foi testado quanto
ao seu potencial antitumoral em diferentes linhas celulares tumorais humanas: carcinoma
colorretal (HCT116), adenocarcinoma humano da mama (MCF-7) e carcinoma do pulméo
(NCI-H460), adquiridas da ATCC (Ntungwe et al., 2018).

As células foram expostas a varias diluicdes de extratos acetonicos e os efeitos dos
compostos em estudo foram analisados ap6s 48 horas de incubacédo, recorrendo ao ensaio de
sulforrodamina B (SRB) como descrito na literatura Ledo et al. (2015, p. 2) e Soares et al. (2015,
p. 3). A concentragdo inibitdria de 50% (Clsop) (mg/mL) da viabilidade celular foi
posteriormente determinada (Ntungwe et al., 2018; Ledo et al., 2015; Soares et al., 2015). Os

controlos positivos utilizados foram a doxorrubicina e o paclitaxel (Matias et al., 2019).

O procedimento realizado nos cinco extratos, encontra-se organizado no Esquema 2.

-
Determinacao da atividade antioxidante:
e 5 N\ :> Ensaio qualitativo — Descoloracéo ccd-DPPH
Preparagdo Ensaio quantitativo - Método espetrofotométrico de DPPH
dos extratos Y
das plantas
P. mutabilis, 4 ] . . ]
P. crassus, :> Ensaio da atividade antimicrobiana:
P. ciliatus, Método de difuséo por pogos
P. xerophilus e Método de microdilui¢éo - Determinacédo da CMI, CMB e CMF
P. lucidus e N
rendimento de ( . _ _ -
extracio |:> Avaliagéo da :> Ensaio da citotoxicidade
J toxicidade geral em linhas celulares
usando o modelo de tumorais humanas
S Artemia salina L.

Esquema 2 — Procedimento realizado nos extratos das espécies P. mutabilis, P. ciliatus, P. xerophilus, P. lucidus
e P. Crassus.
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1.2.6 Estudo fitoquimico da espécie P. mutabilis

Visto ter sido a P. mutabilis a planta que se demonstrou mais bioativa, procedeu-se ao
seu fracionamento e isolamento por dois processos: Ccd preparativa e Cromatografia em

coluna. Seguidamente procedeu-se a identificacéo estrutural por *H-RMN das fragGes puras.

1.2.6.1 Fracionamento

1.2.6.1. a) Ccd preparativa e correspondente atividade antimicrobiana

A guantidade de amostra de extrato acetonico de P. mutabilis utilizado para este ensaio
ccd preparativa ((Figura 41), hexano:acetato de etilo (80:20)) foi de apenas 100 mg, pois teve
como objetivo identificar as fracbes biologicamente ativas, ap6s fracionamento, através de um

ensaio de atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em pocos.

[ ,, w— |

Figura 41 — Alguns passos do método de ccd preparativa a) Amostra em eluicdo na placa de ccd preparativa b)
Comparacdo entre a placa de ccd preparativa e a placa de ccd para a separacdo das fragdes c) Sistema de filtragdo
a vacuo para a desadsorcdo das fragdes da silica (captado a 20/06/2018).

O ensaio da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em pogos foi realizado
conforme o procedimento da pagina 79. O extrato total e as fracdes obtidas foram testadas a
uma concentracdo de 10 mg/mL, os controlos positivos utilizados foram a vancomicina e
norfloxacina para as bactérias e nistatina para as leveduras e o controlo negativo utilizado foi o
DMSO.
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1.2.6.1. b) Cromatografia em coluna

As cromatografias em coluna realizadas e as respetivas frages obtidas encontram-se

apresentadas no Esquema 3.

Extrato P. mutabilis
3,72 ¢

D: 66 mm
Coluna A
[ oluna ] QS: 55,86 g

I I A3
172g 1lg

Coluna B1 ]

D: 45 mm
QS:30,01¢g

'[ N}

D: 44 mm
I B2
QS: 200 g [ Coluna ]

153 ey [

D: 15mm
QS:27g

A
( 1
[ 1-4 ][ 5.23 ] 24-109 [ 110-131 ][ 132-138 ]
0,17g

D: 15 mm
QS:17¢

[ Coluna C1 ]

(oo
[E3[E3]3

D: 15 mm
QS:3,03¢g

[ Coluna C2 ]

e o) o o)

Esquema 3 — Esquema das colunas realizadas em que D — diametro da coluna e QS — quantidade de silica utilizada
na coluna.
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Foram realizados dois tipos de coluna neste trabalho: Cromatografia em coluna flash

(CCflash), nas colunas B2, C1, D1 e C2; e cromatografia em coluna seca sob vacuo (CCSV),

nas colunas A e B1.

Em todas as colunas cromatogréficas foi-se aumentando a polaridade do eluente e as

colunas foram seguidas pela técnica de ccd. Na Tabela 11 encontram-se registados os eluentes

utilizados e as respetivas proporcoes, em cada coluna.

Tabela 11 — Eluentes e respetivas proporces utilizadas nas colunas cromatograficas.

Coluna

Eluente (%) n-hexano:Etanol acetato de
etilo

Eluente (%) Etanol acetato de
etilo:metanol

A, BleB2

100:0

90:10

80:20

70:30

0:100

C1

100:0

95:5

85:15

D1

100:0

99,5:0,5

99,3:0,7

99:1

98:2

97,5:25

97:3

96,5:3,5

96:4

95:5

90:10

50:50

0:100

Cc2

9,35:0,65

0:100
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1.2.6.2 Método de identificagéo estrutural por *H- RMN

As fracGes consideradas puras por ccd foram analisadas por espetroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN). Os espetros foram registados
utilizando um Bruker 300 MHz, CDClz (cloroférmio deuterado). As amostras foram secas

numa bomba Buchi, dissolvidas em CDClIs e a uma ressonancia é de 7,26 ppm.

O procedimento do estudo fitoquimico da espécie P. mutabilis encontra-se apresentado

i 0

1° momento da extracdo - Avaliacéo
da atividade biologica das fracoes

g d

[ Ccd preparativa ] [ Cromatografia em coluna J

gy U

Ensaio da Atividade antimicrobiana das [ Anaélise por *H-RMN ]
fracgdes obtidas (A, B e C) pelo método de
difusdo em pogos

no Esquema 4.

2° momento da extracdo — Estudo
fitoquimico

Esquema 4 - Esquema do procedimento do estudo fitoquimico da espécie P. mutabilis.
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2.1 Preparagéo dos extratos e rendimento de extragéo

O método de extracdo utilizado foi o método de extracdo por ultrassons visto ser
efetivo na extracdo de compostos bioativos de plantas. Os ultrassons contribuem para 0 aumento
da permeabilidade da parede celular dos tecidos, facilitando a libertacdo do que se pretende
extrair para o solvente. Esta técnica apresenta véarias vantagens: permite uma extracdo a
temperaturas mais baixas, € menos demorada, consome menos energia e solvente, envolve
Menos passos NO Processo o que origina um rendimento de extracéo superior e um produto final
mais puro (Azmir et al., 2013; Chemat, Zill-E-Huma, & Khan, 2011; Mason, Chemat, &
Vinatoru, 2011; Pandey & Tripathi, 2014).

O solvente selecionado para a extracdo foi a acetona (solvente organico com média
polaridade) devido ao facto dos compostos que se pretendiam isolar, como os diterpenos,
apresentarem baixa a média polaridade. ( Azmir et al., 2013; Rijo et al., 2005; Waksmundzka-
Hajnos & Sherma, 2011).

O processo de extracdo foi realizado em dois momentos. Os extratos obtidos no
primeiro momento foram utilizados para a realiza¢do dos ensaios de atividade biologica e para
a relizacdo de uma ccd preparativa, com posterior ensaio de atividade antimicrobiana das
fragdes, de P. mutabilis. O segundo momento envolveu a extracdo de uma grande quantidade
de P. mutabilis de modo a dar continuidade ao estudo fitoquimico por cromatografia em coluna.

As placas de ccd realizadas posteriormente a extracao, devido as manchas amarelas
fluorescentes que continham, demonstraram a potencial presenca de abietanos no contetdo do
extrato da planta P. mutabilis. Foi inclusive possivel observar que o conteudo das folhas e
caules da espécie P. mutabilis é equivalente.

Apos a extragdo, atraves da Formula 1, foi realizado o calculo do rendimento de

extracdo (%). Os resultados encontram-se na Figura 42.
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Rendimento de extragdo - metodo de ultrassons
35
30.3

30
25
20
15

11.86
10

Rendimento de extragdo (%)

6.29 6.19

. l
1.26
«
0 004 —

. mutabilis* P. xerophilus . crassus . ciliatus . lucidus . mutabilis . mutabilis
P. mutabilis* P hilus* P *  P.ciliatus*  P.lucidus*  P.mutabilis P. mutabili
(caules)** (folhas)**

ol

Extratos em estudo

Figura 42 - Rendimento de extracdo (%), pelo método de ultrassons, das espécies P. mutabilis, P. xerophilus, P.
crassus, P. ciliatus e P. lucidus (* - 1° momento da extragdo; **- 2° momento da extrag&o).

Analisando a Figura 42, de entre as cinco plantas, a que obteve o maior rendimento

de extracdo foi a P. mutabilis no primeiro momento de extragcdo, com o valor de 30,3%.
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2.2 Determinacédo da atividade antioxidante

O aumento dos niveis de enzimas antioxidantes (como a superoxido dismutase e a
glutationa peroxidase), a atividade quelante em relagdo a determinados metais e a captura de
radicais livres sdo exemplos de mecanismos que os antioxidantes, derivados de extratos de
plantas, podem exercer perante as ERO (Muraina, Suleiman, & Eloff, 2009).

Jé terd sido provado que alguns antioxidantes sintéticos apresentam alguma toxicidade
para 0 ADN animal, podendo levar a carcinogénese como por exemplo o butil-hidroxianisol
(BHA) e o butil-hidroxitolueno (BHT) (antioxidantes sintéticos muito usados) (Dawidowicz &
Olszowy, 2010; Nsimba, Kikuzaki, & Konishi, 2008). Assim, é grande a procura por
antioxidantes naturais mais baratos e eficazes, oriundos das plantas (Nicolai et al., 2016; Rijo
et al., 2012; Tomei & Salvador, 2005).

Os terpendides e os compostos fendlicos sdo considerados os principais responsaveis
pela atividade antioxidante das espécies Plectranthus e varios estudos tém vindo a avaliar a
propriedade antioxidante destas plantas que se apresentam como uma importante fonte de

pesquisa (Ntungwe et al., 2017; Rijo et al., 2012).

2.2.a) Ensaio qualitativo — Descoloragdo ccd-DPPH

No ensaio de descolaragdo ccd-DPPH, ensaio qualitativo, todos os extratos
demonstraram a presenca de uma mancha amarela em fundo roxo, o que significa que possuem
atividade antioxidante. Esta informacdo encontra-se de acordo com a pesquisa bibliogréafica
realizada sobre as plantas em estudo.

Observou-se também um especial destaque desta mancha para o extrato de P. mutabilis
0 que pode sugerir uma atividade antioxidante mais forte nessa planta. Pois quanto maior for a
capacidade da amostra em reduzir o DPPH, ou a capacidade do sequestro do radical livre, mais
amarelada € a mistura do extrato com o DPPH e maior é o potencial antioxidante desse extrato
(Pires et al., 2017; Nicolai et al., 2016; Pisoschi et al., 2009).
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2.2.b) Ensaio quantitativo - Método espetrofotomeétrico de DPPH

Visto que todos os extratos apresentaram atividade antioxidante no ensaio qualitativo,
procedeu-se a sua determinacdo quantitativa, utilizando a quercetina como controlo positivo.

Os resultados da determinagdo quantitativa da atividade antioxidante (%) encontra-se na Figura
43.

Atividade antioxidante - Método espetrofotométrico de DPPH
120

99.47
100

80
60

46.14
40

Atividade antioxidante (%)

23.96 21.21

20.15
2 13.21 .
0 Ol

Controlo P. mutabilis P. ciliatus P. lucidus P. xerophilus  P. crassus
positivo

o

Extratos e controlo em estudo

Figura 43 - Atividade antioxidante (%), pelo método espetrofotométrico de DPPH, dos extratos das espécies P.
mutabilis, P. ciliatus, P. xerophilus, P. crassus e P. lucidus e controlo positivo (quercetina), a uma concentracéo
de 1 mg/mL, com os respetivos desvios padréo.

De acordo com a Figura 43, quando comparados os resultados dos extratos com o do
controlo positivo (99,47%) € possivel concluir que todos apresentaram moderada capacidade
no sequestro do radical livre. O extrato da planta P. mutabilis foi o que apresentou a maior %
de atividade antioxidante com o valor de 46,14%.
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2.3 Ensaio da atividade antimicrobiana

As infegbes comunitarias e hospitalares causadas por bactérias resistentes aos
antibiodticos, um problema de saude pablica, sdo uma das principais causas de morte em todo o
mundo. As estirpes de SARM (um micro-organismo comensal, comumente citado como sendo
um importante patdégene hospitalar adquirido), as estirpes de S. aureus resistentes a
vancomicina (SARV) e Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV) sdo exemplos de
resisténcias cada vez mais comuns (Balouiri et al., 2016; Neto et al., 2015; Rijo et al., 2013a).

O mau uso de antibidticos que outrora terdo salvo vidas, nas ultimas décadas, tem
contribuido para a resisténcia intrinseca dos microorganimos e as infe¢cbes comuns e
hospitalares cada vez mais exigem uma terapéutica com antibiéticos de 22 e 32 linhas. (Pereira
et al.,, 2015; Rijo et al., 2012). Também as infecdes hospitalares fingicas sdo de grande
relevancia pelas resisténcias que tém vindo a desenvolver, como é exemplo a Candida albicans,
em parte, devido ao mau uso dos antifingicos (Moreira et al., 2017).

Os polimorfismos genéticos e a super-expressao de bombas de efluxo séo exemplos
de mecanismos de resisténcia que surgem aos antibioticos e antifungicos convencionais. A
inovacdo nesta area cada vez € menor e o desenvolvimento de medicamentos deste grupo ndo
proporciona um retorno financeiro que compense o investimento que exige, contribuindo assim
para a atual crise no combate aos micro-organismos resistentes (Rijo et al., 2013a).

De modo a ser possivel fazer-se a gestdo destas resisténcias, torna-se essencial a
procura de novos compostos bioativos antibacterianos e antifingicos, com novos modos de
acao, nomeadamente de origem natural. Estes compostos sdo ha muito tempo usados para tratar
infecdes e geralmente apresentam estruturas quimicas complexas que dificultam o
reconhecimento das macromoléculas pelas bactérias e fungos patogénicos, limitando assim as
interacOes especificas entre eles (Neto et al., 2015; Ntungwe et al., 2017; Pereira et al., 2015).

A atividade antimicrobiana tem sido muito atribuida ao género Plectranthus que tem
demonstrado frequentemente atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
leveduras. Os terpendides sdo considerados 0s principais compostos responsaveis pela
propriedade antimicrobiana destas plantas, como os abietanos com estrutura roileanona que ja

demonstraram propriedade antimicrobiana potente (Pereira et al., 2015; Rijo et al., 2012).
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2.3.a) Método de difusdo em pocos

Os resultados do método de difusdo em pogos encontram-se na Figura 44.

Atividade antimicrobiana - método de difusdo em poc¢os
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Figura 44 - Atividade antimicrobiana, pelo método de difusdo em pogos, dos extratos das espécies P. ciliatus, P.
mutabilis, P. lucidus, P. crassus e P. xerophilus; do controlo negativo DMSO e dos controlos positivos:
vancomicina e norfloxacina para as bactérias (P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis e E. coli) e nistatina para as
leveduras (C. albicans e S. cerevisiae) a uma concentracdo de 1 mg/mL.

Observando a Figura 44 ¢ percetivel que nenhum dos extratos demonstrou atividade
antimicrobiana significativa contra a bactéria Gram-positiva E. faecalis, as bactérias Gram-
negativas P. aeruginosa e E. coli e a levedura S. cerevisiae, apresentando zonas de inibic¢&o
equivalentes as do controlo negativo, DMSO (5 mm) ou préximas deste (8 mm). O resultado
obtido nas bactérias Gram-negativas pode dever-se a membrana externa presente nessas
bactérias que dificulta a passagem das moléculas e assim impede a acdo dos extratos (Rijo et
al., 2013b).

Tendo em conta a pesquisa bibliografica realizada, seria esperado que o extrato de P.
ciliatus demonstrasse atividade contra S. aureus (Rabe & Van Staden, 1998); que o0 extrato de
P. lucidus apresentasse atividade contra E. faecalis e S. aureus (Simdes et al., 2010a; Gaspar-
Marques et al., 2008) e que os extratos de P. crassus e de P. xerophilus demonstrassem

atividade contra C. albicans (Grayer et al., 2003). Estes resultados ndo se comprovaram sendo
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que os valores dos halos de inibicdo dos extratos sdo iguais ao valor do controlo negativo
DMSO (5 mm) ou préximos deste (8 mm).

O extrato de P. lucidus e de P. ciliatus demonstraram uma atividade antimicrobiana
moderada contra C. albicans (valores dos halos de inibigédo de 11 e 10 mm, respetivamente, em
relacdo a um controlo positivo de 20 mm) o que se encontra em conformidade com a pesquisa
bibliogréafica realizada (Grayer et al., 2003; Becerra et al., 2002).

O extrato mais bioativo foi o de P. mutabilis visto que demonstrou uma atividade
antimicrobiana significativa contra S. aureus (com um valor de halo de inibicdo de 17 mm,
muito proximo do valor de 20 mm do controlo positivo) e moderada contra C. albicans (com
um halo de inibicdo de 10 mm em relacdo a um controlo positivo de 20 mm). Por isso procedeu-

se & determinacdo da CMI, CMB e CMF para este extrato.

2.3.b) Método de microdiluicdo - Determinacédo da CMI, CMB e CMF

A CMI, CMB e CMF permitem compreender qual o tipo de inibi¢cdo que determinada
amostra causa em determinada espécie microbiana. A inibicdo pode ser bacteriostatica (mesmo
gue o crescimento microbiano ndo seja visivel, ndo quer dizer que ndo existam células viaveis
que apds a remocao do composto em estudo voltam a proliferar) ou bactericida (morte do micro-
organismo causada pelo composto em estudo) (Wiegand et al., 2008).

E possivel ter uma nocdo relativamente ao nivel da atividade antimicrobiana de

determinado extrato, de acordo com os intervalos de CMI (ug/mL) na Tabela 12.

Tabela 12 - Atividade antimicrobiana, de amostras de especiarias e vegetais, de acordo com os intervalos do
valor de CMI (pg/mL).

Intervalos do valor de CMI (pg/mL) Atividade antimicrobiana
Inferiora 1 Alta
1al0 Significativa
10a100 Moderada
100 a 1000 Baixa
Acima de 1000 Inexistente

(Wansi., Devkota, Tshikalange, & Kuete, 2013).

Uma vez que o extrato de P. mutabilis demonstrou atividade antimicrobiana contra S.
aureus e C. albicans, determinou-se a sua CMI, CMB e CMF tornando possivel compreender
qual o tipo de inibicdo que exerce sobre esses micro-organismos. Os resultados do ensaio
encontram-se na Figura 45.
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Método de microdiluicdo - CMI, CMB e CMF
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Figura 45 - CMI, CMB e CMF (ng/mL) do extrato da espécie P. mutabilis, dos controlos positivos (vancomicina
para S. aureus e estirpe de SARM e anfotericina B para C. albicans) e controlo negativo (DMSO), pelo método de
microdiluigdo.

Tendo em conta a Figura 45 e a Tabela 12, o extrato de P. mutabilis apresenta contra
a estirpe de SARM e S. aureus um valor de CMI entre 10 e 100 pug/mL (31,25 ug/mL) o que
revela uma atividade inibidora moderada. Contra C. albicans apresenta um valor de CMI entre
100 e 1000 pg/mL (125 pg/mL) o que revela uma atividade inibidora baixa. Uma vez que o
extrato de P. mutabilis inibe o crescimento de S. aureus e da estirpe de SARM sem lhes causar
morte, pois o valor da CMB é muito superior ao valor da CMI, exerce uma atividade
bacteriostatica sobre estes micro-organismos. Em relacdo a C. albicans, o extrato de P.
mutabilis apresenta atividade bactericida pois o valor da CMI € idéntico ao da CMB (125
ug/mL) o que indica que ndo ocorreu crescimento microbiano na placa de petri (Wansi et al.,
2013).
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2.4 Avaliacao da toxicidade geral usando o modelo de Artemia salina L.

Os produtos naturais, como ja foi referido, para além das propriedades farmacoldgicas
podem possuir propriedades toxicas. A avaliacdo da toxicidade geral usando o modelo da
Artémia Salina L. tem-se relevado muito eficiente no estudo da toxicidade geral de extratos
vegetais (Amarante et al., 2011; Hamidi et al., 2014). E uma excelente ferramenta para previsio
da potencial toxicidade de extratos de plantas em humanos e é um ensaio preliminar ao ensaio
de citotoxicidade, sendo que apos a realizacdo deste é possivel selecionar os extratos a testar
em células tumorais (Amarante et al., 2011; Ogbole et al., 2017).

Os resultados do ensaio sdo apresentados na Figura 46.

Toxicidade geral - modelo de Artemia salina L.
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o

Extratos e controlos em estudo

Figura 46 - Toxicidade geral, usando o modelo de Artemia Salina L., dos extratos das espécies P. mutabilis, P.
ciliatus, P. xerophilus, P. crassus e P. lucidus (0,01 mg/mL) e dos controlos: negativo do solvente (DMSO a 0,01
mg/mL), negativo do meio (Sal) e positivo (K2Cr,07 a 100 mg/mL) com os respetivos desvios padrao.

Por observacdo da Figura 46 os dois extratos que demonstraram a maior toxicidade
geral foram os das espécies P. ciliatus e P. mutabilis com, respetivamente, 60,14% e 51,50%
de morte de Artemia salina L. O extrato de P. ciliatus apresentou um resultado expectavel, pois

ja foi caracterizado como citotoxico (Le Roux, Prinsloo, & Meyer, 2015; Saeed et al., 2016).
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Para estes extratos, com a maior toxicidade geral, calculou-se o valor de CLso
recorrendo as esquacOes das retas, dos graficos de % de morte de Artemia salina L. versus

concentracéo de extrato (mg/L) que se encontram representados nas Figuras 47 e 48.

Determinacéo do valor de CL;, do extrato de P. mutabilis
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Figura 47 - Gréafico da morte de Artemia salina L. (%) em funcdo da concentracdo do extrato da espécie P.
mutabilis (0,01; 0,1 e 1 mg/L), com os respetivos desvios padrdo, para a determinacdo do valor de CLso.

A equacdo da reta da Figura 47 para o calculo do CLsg, do extrato de P. mutabilis,
resultou em: y=51,089x+21,881 com R?= 0,9659.
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Figura 48 - Grafico da morte de Artemia salina L. (%) em fun¢do da concentracdo do extrato da espécie P. ciliatus
(0,1; 0,5 e 1 mg/L), com os respetivos desvios padrdo, para a determinagdo do valor de CLso.
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A equacdo da reta da Figura 48, para o calculo do CLso, do extrato de P. ciliatus
resultou em: y=33,498+17,031 com R?= 0,9594.

Os valores de CLso, calculados através das equac@es das retas apresentadas, sdo para
P. mutabilis e P. ciliatus, 0,55 e 0,984 mg/L, respetivamente.

Uma vez que o menor valor corresponde a maior toxicidade geral conclui-se que a P.

mutabilis é a espécie mais toxica.
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2.5 Ensaio da citotoxicidade em linhas celulares tumorais humanas

Cada vez mais se torna imperativo encontrar formas de tratar ou prevenir o cancro,
patologia que progressivamente ameaca a vida dos seres humanos e animais (Garcia et al.,
2018b).

Tem-se, cada vez mais, recorrido aos compostos naturais e seus derivados pelo facto
de serem menos toxicos comparados com 0s tratamentos como a quimioterapia (Greenwell &
Rahman, 2015; Cragg & Newman, 2013) e o0s abietanos, por exemplo, presentes nas
Plectranthus, ja terdo demonstrado atividade citotoxica relevante (Burmistrova et al., 2015).

Este ensaio foi realizado no extrato mais ativo (P. mutabilis) do ensaio anterior
(avaliagédo da toxicidade geral usando o modelo de Artemia salina L.). Os resultados encontram-
se na Tabela 13 e os valores de Clso obtidos foram comparados com controlos positivos.

Tabela 13 - Valores da Clsp (1g/mL) do extrato da espécie P. mutabilis e dos controlos positivos (doxorrubicina
e paclitaxel) contra linhas celulares tumorais humanas (HCT116, MCF-7 e NCI-H460).

Linhas celulares tumorais humanas utilizadas
Extratos em estudo
HCT116 MCEF-7 NCI-H460
P. mutabilis 28.00+2.00 35.00+1.00 36.00+2.00
.. Doxorrubicina 0.125+0.0013 0.16+0.0018 -
Controlo positivo* -
Paclitaxel - - 0.117+0.013

*(Matias et al., 2019)

O extrato de P. mutabilis em comparacdo com os controlos positivos utilizados

apresenta valores de citotoxicidade moderada.
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2.6 Estudo fitoquimico da espécie P. mutabilis

Ap0s constatar que o extrato da P. mutabilis demonstrou ser o mais bioativo de entre
0s extratos das cinco plantas em estudo, procedeu-se ao seu fracionamento de forma a detetar
quais as fracdes de interesse. Foi realizado um primeiro método de fracionamento (ccd
preparativa), seguido de um ensaio de bioatividade (atividade antimicrobiana), de forma a
localizar as fragOes bioativas. De seguida, realizou-se um fracionamento em maior escala
(cromatografia em coluna) para posterior identificacdo dos compostos responsaveis pela

bioatividade demonstrada.

2.6.1 Fracionamento

2.6.1.a) Ccd preparativa e correspondente atividade antimicrobiana

Com a quantidade de extrato de P. mutablis obtido no primeiro momento de extracéo
foi realizado o primeiro fracionamento, através do método de ccd preparativa.
Deste fracionamento surgiram trés fraces A, B e C (polaridade sucessivamente

crescente) (Figura 49).

Fracdo A
0,007g —

Fracéo B
0,0107 g

Fracdo C
0,0283 g

Figura 49 - Placa de ccd das fracfes A, B e C (polaridade sucessivamente crescente), do extrato da espécie P.
mutabilis, e respetivas massas (g) (captado a 20/06/2018).
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As 3 fracbes obtidas foram posteriormente testadas quanto a sua atividade
antimicrobiana, de forma a identificar qual delas seria a de maior bioatividade. Os resultados

encontram-se na Figura 50.

Atividade antimicrobiana - método de difusdo em poc¢os
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Figura 50 - Atividade antimicrobiana, pelo método de difusdo em pogos, do extrato total e das fracbes A, Be C
da espécie P. mutabilis, do controlo negativo DMSO e dos controlos positivos: norfloxacina e vancomicina para
as bactérias (P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis e E. coli) e nistatina para as leveduras (C. albicans e S.
cerevisiae), a uma concentracdo de 10 mg/mL.

Observando os resultados da Figura 50 € percetivel que o extrato de P. mutabilis ndo
é ativo contra E. coli (valores dos halos de inibicdo equivalentes ao do controlo negativo, 5
mm).

A fracdo B contra S. cerevisiae (10 mm) e o extrato total contra P. aeruginosa (11
mm), tendo em conta os valores dos halos de inibigdo dos seus controlos, demonstraram
atividade antimicrobiana baixa.

As fracoes B, C e o extrato total de P. mutabilis demonstraram atividade
antimicrobiana moderada contra C. albicans (12, 11 e 11 mm, respetivamente) e significativa
contra S. aureus (22, 20 e 22 mm, respetivamente) e E. faecalis (17, 20 e 21 mm,
respetivamente).

Conclui-se assim que sdo as fragdes B e C, presentes no extrato, as responsaveis pela
sua atividade antimicrobiana e, portanto, as mais bioativas e a fracdo A a mais inativa. A fracdo
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B e C sdo as mais polares e correspondem as manchas amarelas fluorescentes, possiveis

abietanos, observadas anteriormente (pagina 88).

2.6.1.b) Cromatografia em coluna

Apos a identificacdo das possiveis fragdes bioativas, procedeu-se a um fracionamento
em maior escala atraves de uma cromatografia em coluna.

No fracionamento total deste estudo (Esquema 3) realizaram-se duas colunas CCSV
e quatro colunas CCflash. As fracdes foram associadas entre si de acordo com a similaridade
das manchas de ccd. As fragdes obtidas e as respetivas massas (g), encontram-se registadas na
Tabela 14.

Tabela 14 - Fragdes obtidas nas colunas cromatograficas e respetivas massas (g).

Coluna | Quantidade colocada na coluna (g) Fracdes obtidas Massa das Soma das massas das
fracgdes (g) fracdes (g)
Al (1-23) 1,7172
A 3,7175 A2 (24-36) 0,3627 3,0799
A3 (37-48) 1
1-16 0,0143
B1 1 17-26 0,0213 0,0721
27-47 0,0365
1 0,0627
2-3 0,0159
B2 1,7172 4-6 0,0204 0,9377
7-23 0,1729
24-34 0,2726
35-44 0,13
45-152 0,2632
1-4 0,0169
C1l 0,2726 5-23 0,0497 0,2724
24-109 0,1165
110-138 0,0893
1-37 (M1) 0,0191
38-48,57 e 58 0,0078
49-56 (M2) 0,0057
D1 0,1694 59-82 0,0214 0,2422
83-123 0,0142
124-133 (M3) 0,0114
134-163 e 166 0,0106
164, 165 e 167-187 0,152
1-5 0,0132
6-29 0,013
30-38 0,0109
39-56 (M4) 0,0129
C2 0,13 57-67 0,0155 0,1255
68-78 0,0300
79-111 0,0109
112-139 0,0172
140-146 0,0019
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Através da coluna C2, a ultima coluna realizada, obteve-se a fracdo M4 (constituida
pelas fracbes 39 a 56) que apds a observacdo das placas de ccd, por se apresentar mais pura, foi
analisada por 'H-RMN.

2.6.2 Método de identificacéo estrutural por *H- RMN

O resultado obtido do *H-RMN realizado & fragdo M4 encontra-se na Figura 51.

Figura 51 - Espetro de 'H-RMN da fragio M4 (esquerda) com zoom na regi&o dos 3,24 ppm (direita).

O espetro de *H-RMN obtido da fracido M4, Figura 51, apresentou a presenca de uma
mistura de abietanos. Esta interpretacdo resultou da observagdo do sinal correspondente ao
protdo H-15 (septeto) caracteristico do esqueleto de abietano.

Este resultado aliado a observacdo dos compostos com fluoresecéncia, mencionados
anteriormente na pagina 88, confirmam a presenca de diterpenos com esqueleto de abietano no
contetdo da fracdo M4, do extrato da planta P. mutabilis. Esta fracdo tem uma polaridade
semelhante a da fracdo B que corresponde a fracdo bioativa do mesmo extrato.

Seria interessante prosseguir com a purificacdo do extrato de P. mutabilis de forma a
poder identificar quais os abietanos bioativos presentes.

Todos os ensaios realizados permitem tirar conclusdes quanto a varias caracteristicas
dos extratos, contribuindo para a evolucdo na investigacdo cientifica de plantas do género

Plectranthus.
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Apos a realizacao de todos os ensaios foi-nos possivel estudar e/ou comprovar varias
atividades que alguns extratos do género Plectranthus possuem e que poderdo, futuramente, vir

a ser mais investigadas de modo a contribuirem para a saide Humana.
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As plantas do género Plectranthus sdo muito utilizadas na medicina tradicional e tém
demonstrado diversas bioatividades relevantes. Neste trabalho pretendeu-se validar a atividade
bioldgica de cinco espécies do genero Plectranthus (P. mutabilis, P. lucidus, P. xerophilus, P.
crassus e P. ciliatus) recorrendo-se a ensaios de atividade antioxidante, antimicrobiana,
toxicidade geral e citotoxicidade.

A espécie P. mutabilis, no primeiro momento de extracdo, obteve o rendimento de
extraccdo mais elevado (30,3%) entre as cinco plantas em estudo (0,04%-30,3%).

No ensaio da atividade antioxidante o extrato de P. mutabilis demonstrou ser o mais
ativo quer pelo método qualitativo, no qual apresentou a mancha amarela de maior destaque,
quer pelo método quantitativo (46,14%), no qual demonstrou o valor mais elevado
comparativamente com as restantes plantas (13,21%-46,14%).

Quanto ao ensaio da atividade antimicrobiana, pelo método de difusdo em pocos, o
extrato da espécie P. mutabilis foi o mais bioativo demonstrando atividade antimicrobiana
significativa contra S. aureus (diametro do halo de inibicdo de 17 mm) e atividade
antimicrobiana moderada contra C. albicans (diametro do halo de inibicdo de 10 mm). Apds
seleccdo dos mico-organismos sensiveis ao extrato de P. mutabilis, foram determinados os
valores de CMI (31,25 pug/mL para a estirpe de SARM e para S. aureus e 125 ug/mL para C.
albicans), CMB e CMF (125 pg/mL), resultanto numa atividade inibidora moderada e
bacteriostatica contra a estirpe de SARM e S. aureus e atividade inibidora baixa e bactericida
contra C. albicans.

No ensaio da toxicidade geral em Artemia salina L., os extratos de P. ciliatus e de P.
mutabilis apresentaram valores de 60,14% e 51,5% respetivamente, os dois valores mais
elevados (30,48%-60,14%), e foi determinado o valor de CLso. O extrato de P. mutabilis
apresentou um valor potente de CLso, 0,55 mg/L, e, portanto, foi posteriormente testada a sua
citotoxicidade. A citotoxicidade do extrato de P. mutabilis foi moderada nas trés linhas
celulares humanas testadas (HCT116 = 28.00+2.00; MCF-7 = 35.00£1.00 e NCI-H460 =
36.00+2.00 pg/mL).

Comparando as cinco plantas em estudo o extrato de P. mutabilis foi o que revelou ser
mais bioativo, portanto foram realizados ensaios fitoquimicos por ccd preparativa e por coluna
cromatografica.

O primeiro ensaio por ccd preparativa, em pequena escala (100 mg), foi seguido de
um ensaio de atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em pocos. Deste ensaio

obtiveram-se trés fracoes (A, B e C) e as fragdes mais polares B e C foram as que demonstraram
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maior atividade antimicrobiana, contra S. aureus (22 e 20 mm, respetivamente), C. albicans (12
e 11 mm, respetivamente) e E. faecalis (17 e 20 mm, respetivamente).

No segundo ensaio em maior escala (3,72 g) foram realizadas varias cromatografias
em coluna de modo a isolar as fragdes bioativas. A fracdo mais pura neste estudo, fragdo M4,
foi estudada por *H-RMN e revelou a presenca de uma mistura de compostos de esqueleto de
abietano. Esta identificacdo foi comprovada pela presenca do sinal do protdo H-15 (septeto)
caracteristico deste tipo de compostos.

De acordo com todos os ensaios realizados a planta da espécie P. mutabilis demonstrou
ter potencial bioativo que deve ser futuramente estudado. Estudos futuros devem focar-se no
isolamento, identificacdo e caracterizacdo biolégica dos compostos responsaveis pela
bioatividade apresentada.

Este estudo confirma o interessse na obtengdo de novos farmacos apartir de uma fonte

de origem natural como € o género Plectranthus.
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Anexos

Anexo 1: Artigo de revisdo — Naturally Occurring Plectranthus-derived Diterpenes with

Antitumoral Activities.
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