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Resumo

O uso de produtos a base de plantas para o tratamento, cura e prevencao de
doencas, constitui uma das mais antigas praticas medicinais da humanidade. De facto,
uma fraccao significativa das popula¢cdes dos paises em desenvolvimento permanece
dependente dos conhecimentos ancestrais sobre plantas para os seus cuidados de
saude. Ainda assim, continua a existir uma lacuna entre os progressos observados na
farmacia clinica e os no campo da fitoterapia e da medicina tradicional, continuando
muitos produtos naturais com actividade bioldgica por identificar.

As espécies de Plectranthus (familia Lamiaceae) tém uma generalizada
aplicacdo etnobotanica, sendo frequentemente citadas as suas propriedades
medicinais e aplicagdo, sobretudo ao nivel da medicina popular. A composicao rica em
compostos antioxidantes e os diversos efeitos apresentados (anti-inflamatorio,
antimicrobiano e antifungico), sugerem o Plectranthus como um promissor género para
a descoberta de compostos medicinais.

Assim, o isolamento dos metabolitos secundarios das espécies Plectranthus é
importante para validar cientificamente os usos populares dessas plantas e também
para encontrar novas fontes de produtos com potencial econémico, ou compostos que
possam ser transformados em principios activos. Além disso, a avaliacdo da
citotoxicidade dos extractos de plantas e 0s seus principios activos sdo necessarios
para uma utilizacdo terapéutica eficaz e segura.

Nesta dissertacdo enumeram-se 0s 28 compostos isolados até hoje nos
extractos da espécie Plectranthus ecklonii Benth. e respectivas bioactividades. Os
resultados da analise HPLC apresentados fazem parte de um projecto, actualmente a
decorrer no CBIOS, sobre identificacdo, quantificacdo e avaliagdo de compostos
presentes em diferentes espécies de Plectranthus, nomeadamente diterpenos e acidos

hidrocinamicos.

Palavras-chave: Plectranthus; Plectranthus ecklonii; Diterpenos; abietanos;
Parvifloronas; bioactividade; antioxidante; antimicrobiana; anti-inflamatéria; anti-

tumoral.



Abstract

The use of herbal products for the treatment, prevention and cure of diseases
is one of the oldest human medicinal practices. In fact, a main fraction of population in
developing countries remains dependent on ancestral plant knowledge for health care.
However, there’s still a gap between progress observed in clinical pharmacy and in the
field of herbal and traditional medicine, remaining many natural products with biological
activity to be identified.

Plectranthus species (Lamiaceae family) have a widespread ethnobotanical
use and are often cited by its medicinal properties and application, particularly in folk
medicine. They contain many antioxidant compounds and exhibit several effects (anti-
inflammatory, antimicrobial and antifungal) which suggest that Plectranthus may be a
promising genus for the discovery of medicinal compounds.

Thus, the isolation of secondary metabolite compounds from the Plectranthus
spp. is important to validate scientifically the popular uses of these plants and also to
find new sources of potentially economically important products or compounds which
can be transformed into active pharmaceutical ingredients. Besides, the cytotoxicity
evaluation of the plant extracts and their active ingredients are required for their
effective and safe therapeutic use.

This dissertation enumerates the 28 compounds isolated to date from
Plectranthus ecklonii Benth., extracts and their biological activities. The HPLC analysis
presented is part of a project currently ongoing at CBIOS, of identification,
guantification and evaluation of the bioactive components, in particular diterpenes and

hydrocinnamic acids, in different species of Plectranthus.

Keywords: Plectranthus; Plectranthus ecklonii; Diterpenes; abietanes; Parviflorons;

bioactivity; antioxidant; antimicrobial; anti-inflammatory; anti-tumoral.
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Streptococcus sanguinis
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Streptococcus sobrinus
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|. INTRODUCAO

1.1. ASPLANTAS COMO FONTE DE OBTENGAO DE NOVOS FARMACOS

Desde a antiguidade, as plantas tém sido empregues para a prevencdo e
tratamento de uma série de doencas. Por todo o mundo, as plantas tém sido a base das
praticas de medicina tradicional e continuam, hoje em dia, a ser importantes fontes de
farmacos, especialmente nos paises em desenvolvimento que ainda usam a medicina a
base de plantas na sua saude (Salim et al., 2008).

As espécies da familia Lamiaceae sdo consideradas importantes devido a seu uso
na medicina popular, na culinaria e como aromatizantes por todo o mundo. As espécies
Plectranthus (Lamiaceae) contém muitos compostos antioxidantes e apresentam diversas
actividades, tais como anti-inflamatéria, antimicrobiana e antifingica (Abdel-Mogib et al.,
2002; Albuquerque et al., 2007; Lukhoba et al., 2006). Estas propriedades sugerem o
Plectranthus como um promissor género para a descoberta de compostos medicinais
(Figueiredo et al., 2014).

E por isso que o isolamento e o conhecimento dos metabolitos secundarios das
espécies Plectranthus responsaveis pela actividade biolégica € importante, ndo sé para
validar os usos populares dessas plantas, mas também para encontrar novas fontes de
produtos com importantes potenciais econdmicos ou compostos que possam ser
transformado em principios activo.

As espécies Plectranthus sao desde ha muito tempo utilizadas na medicina
tradicional. Deste modo, pretende-se compilar toda a informacdo recolhida na literatura
sobre a espécie P. ecklonii pois esta planta esta a ser alvo de estudos recentes no grupo de
investigacdo CBIOS. Este trabalho tem o objectivo de recolher e fazer uma revisdo
exaustiva de todos os trabalhos publicados desta espécie. Esta dissertacdo lida com a
identificacdo de todos os compostos isolados até agora a partir de extractos de P. ecklonii e

as respectivas actividades bioldgicas.

1.2. GENERO Plectranthus L’Hérit

O género Plectranthus pertence a familia de Angiospérmicas Lamiaceae (sub-
familia Nepetoideae, tribo Ocimeae) e engloba cerca de 350 espécies distribuidas
principalmente por Africa Subtropical, Asia e Australia (Gaspar-Marques et al., 2008;

Narukawa et al., 2001). O género Plectranthus foi descrito pela primeira vez pelo boténico



francés L'Heritier em 1788 (Lukhoba et al., 2006) e, desde entdo, o nimero de espécies nele
incluido tem vindo a aumentar.

Hoje em dia, os Plectranthus sdo conhecidos em todo o mundo devido aos seus
usos horticolas, visto que tém crescimento rapido, produzem lindas flores e séo resistentes
a maioria das pragas e doencas das plantas. As espécies Plectranthus ocorrem como ervas,
subarbustos ou arbustos. Na Europa, nomeadamente em Portugal, varias espécies de
Plectranthus sédo cultivadas como plantas ornamentais (Abdel-Mogib et al., 2002).

Os potenciais usos medicinais e econdémicos do Plectranthus sdo de grande
interesse pois ha potenciais tratamentos para muitas condi¢des escondidos neste género. O
uso mais frequentemente citado das espécies de Plectranthus € pelas suas propriedades
medicinais. Tém sido utilizadas para diferentes disturbios digestivos, da pele e condi¢cdes
respiratdrias, infecgBes genito-urinérias, infec¢des gerais e febre, dor e condicdes musculo-
esqueléticas (Abdel-Mogib et al., 2002; Lukhoba et al., 2006; Narukawa et al., 2001). Outras
aplicagdes incluem repelentes de insectos (Pal et al., 2011), feiticos e ervas culinarias
(Lukhoba et al., 2006).

Os principais componentes fitoquimicos do género Plectranthus séo diterpenos,
compostos fendlicos e dleos essenciais, estes Ultimos concedem ao género a sua natureza
aromética (Abdel-Mogib et al., 2002; Rice et al., 2011).

1.3. Plectranthus ecklonii Benth.

A espécie Plectranthus ecklonii Benth. foi colhida pela primeira vez em 1813, pelo
naturalista William Burchel no Cabo Oriental. Apresenta-se na forma de arbusto, perene ou
anual, de crescimento rapido (1 a 3 m de altura), com folhas ovadas a elipticas, dispostas
em pares, e floresce de Margo a Maio com um pico em Abril (Van Jaarsveld, 2006).

E facilmente propagavel por estaca ou sementes, sendo que as plantas jovens
devem ser podadas apos a floragdo ou, pelo menos, antes da Primavera. Existem trés
espécies cultivaveis disponiveis: a ‘Medley Wood’ de flores azuis, a ‘Tommy’ de flores
brancas e a ‘Erma’, com flores, folhas e caules rosa (Van Jaarsveld, 2006).

O P. ecklonii é vulgarmente conhecido por Ecklon spurflower ou Ecklon spoorsalie
(Van Jaarsveld, 2006) e estd amplamente distribuido por Africa do Sul, Australia, Nova

Zelandia, México e Estados Unidos (Nyila et al., 2009).



Figura 1. Plectranthus ecklonii 'Medley-Wood' (azul), P. ecklonii Tommy' (branco) e P. ecklonii
'Erma’ (rosa) (Van Jaarsveld, 2006).

1.3.1. Usos tradicionais do Plectranthus ecklonii Benth.

O Plectranthus ecklonii Benth. é tradicionalmente usado na Africa do Sul para o
tratamento de distlrbios gastricos, nauseas, vomitos e meningite, sintomas normalmente
associados a infeccdo por listeriose. As folhas da planta sdo também usadas para
problemas relacionados com a tuberculose, e no Zimbabwe, as partes aéreas séo aplicadas
para doencas de pele e problemas de hiperpigmentagéo (Lukhoba et al., 2006).

A actividade do P. ecklonii contra a Escherichia coli observada por Nyila (2009)
justifica 0 uso das espécies de Plectranthus na medicina tradicional para o tratamento de
infecgBes gastrointestinais. Da mesma forma, o uso tradicional desta planta no caso de
infeccdes de pele pode estar relacionado com a actividade antibacteriana de dois dos seus
diterpenos, a parviflorona D (1) e a parviflorona F (2), contra Staphylococcus aureus
(Simdes et al., 2010).



II. METABOLITOS SECUNDARIOS DO GENERO Plectranthus

As plantas produzem indmeros compostos de baixo e alto peso molecular,
geralmente classificados como metabolitos primarios e secundarios ou produtos naturais. A
importancia dos metabolitos secundarios provenientes das plantas na medicina, agricultura
e industrias tem atraido inUmeros cientistas a aventurarem-se na sua sintese quimica,
biossintese e bioactividade.

Os metabolitos secundarios das plantas podem dividir-se em trés grandes
categorias, (a) terpenos ou terpendides, (b) alcaldides e (c) compostos fendlicos (Devappa
etal., 2011).

Os principais componentes fitoquimicos do género Plectranthus séo diterpenos,
6leos essenciais e compostos fendlicos (Abdel-Mogib et al., 2002). Os diterpenos abietanos
das espécies Plectranthus sédo compostos antimicrobianos e citotoxicos especificos (Teixeira
et al., 1997; Gaspar-Marques, 2006).

O principal composto do extracto polar da planta Plectranthus é o acido rosmarinico
(3), um composto comum na familia Lamiaceae. O &cido rosmarinico (3) em conjunto com
dois outros ésteres de acido cafeico, a nepetoidina A (4) e a nepetoidina B (5), séo utilizados
como marcadores quimiotaxonémicos da subfamilia Nepetoideae (Grayer et al., 2003;
Kubinova et al., 2013a).

2.1. TERPENOS E BIOSSINTESE

Os terpenos constituem sem duvida a maior, mais distribuida e, do ponto de vista
estrutural, a mais diversificada classe de metabolitos secundarios (Devappa et al., 2011). A
sua importancia, nomeadamente a nivel terapéutico, justifica os inameros esforcos
realizados ao longo das ultimas décadas no sentido da elucidagdo da sua biossintese
(Eisenreich et al, 2004).

Os terpenos resultam da unido de varias unidades de isopreno (6), sendo
agrupados consoante o numero de unidades incluidas nos esqueletos hidrocarbonados das

suas moléculas.

D

Figura 2. Estrutura do isopreno (6) (2-metil-1,3-butadieno) (Dewick, 2002).



As unidades bioquimicas a partir das quais sao sintetizados todos os terpenos sao
o isopentenil-pirofosfato (IPP) e o seu isémero dimetilalil-pirofosfato (DMAPP) (Dewick,

2002). O Esquema 1 representa a biossintese dos precursores dos principais grupos de

terpenos.
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Esquema 1. Precursores das principais classes de terpenos (Seigler, 1998; Wink, 2010).



2.1.1. DITERPENOS

Os diterpenos sé@o o0 grupo mais estudado de compostos secundarios no género
Plectranthus, sendo a maioria abietanos que contém anéis fendlicos ou anéis de quinona,
além de alguns labdanos, ent-kauranos® e seco-kauranos? (Abdel-Mogib et al., 2002).

O interesse no isolamento de diterpendides continua a crescer devido ao seu amplo
espectro de actividades biolégicas (Hanson, 2005). Por exemplo, os abietanos diterpénicos
tém atraido interesse devido a sua actividade antibacteriana (Figueiredo et al., 2014;
Teixeira et al., 1997), antioxidante (Rijo et al., 2009) bem como pelos seus efeitos inibitdrios
sobre diferentes linhas de células tumorais humanas (Wellsow et al., 2006). Alguns dos
diterpenos bioactivos mais conhecidas s&o o taxol (7) (com propriedades anti-tumorais) e a
forscolina (8), isolada a partir do Plectranthus barbatus, um dos Plectranthus cujos

compostos tém sido mais estudados (Lukhoba et al., 2006).

) 8
Figura 3. Diterpenos taxol (7) e forscolina (8) (Salim et al., 2008; Lanzotti, 2013).

2.1.1.1.Diversidade quimica dos Diterpenos

Os diterpenos sdo uma classe heterogénea de compostos naturais com base num
esqueleto com 20 atomos de carbono (C,). Encontram-se amplamente distribuidos na
natureza, tanto em organismos terrestres como marinhos. Resultam da condensagéo de
quatro unidades de isopreno (CsHg), derivadas da via do mevalonato (via do &cido
mevalonico) ou da via do 5-fosfato 1-deoxi-D-xilulose (DXP, via independente do
mevalonato). Evidéncias sugerem ser esta Ultima via a principal responsavel pela

biossintese dos diterpenos nas plantas (Lanzotti, 2013).

; Diterpenos tetraciclicos da série enantio. O prefixo ent- indica a estereoquimica do esqueleto.
Prefixo seco- indica transformagéo do abietano inicial por abertura do anel.



Relativamente ao tipo de esqueleto hidrocarbonado, os diterpenos podem ser
aciclicos ou ciclicos. A maioria pertence ao grupo dos ciclicos, sendo exactamente a
diversidade na ciclizacdo do esqueleto hidrocarbonado, aliada a diversidade dos grupos
funcionais com oxigénio (p.e., hidroxilos, carbonilos, epdxidos, quinonas, acidos e derivados
acidos), o que define as suas multiplas propriedades biolégicas (Rijo et al., 2013). O
Esquema 2 apresenta um diagrama da biossintese dos diterpenos, classificados de acordo
com o esqueleto encontrado nas espécies de Plectranthus.

Devido aos seus pontos de ebulicdo elevados, os diterpenos ndo sao consideradas
Oleos essenciais mas sim resinas, o material remanescente apos a destilacdo a vapor de um

extracto vegetal (Wang et al., 2002).

Labdane

Kaurane

Esquema 2. Via metabdlica dos esqueletos diterpénicos amplamente isolados de espécies
Plectranthus (Rijo et al., 2013).

2.1.1.2.Diterpenos abietanicos

Os abietanos s@o o esqueleto com maior ocorréncia e difusdo na subfamilia
Lamiaceae (Alvarenga et al., 2001). A seguir ao género Salvia, o género mais rico em
diterpenos abietanicos é o Plectranthus. Os abietanos presentes no género Plectranthus sdo
maioritariamente roileanonas, espirocoleonas e quinonas, e diversos estudos apresentam
estes compostos como possuidores de actividade antimicrobiana (Dellar et al., 1996;
Teixeira et al., 1997; Wellsow et al., 2006).

Van Zyl et al. (2007) isolaram sete abietanos diterpénicos, incluindo as parvifloronas

D (1) e F (2), a partir das folhas de cinco espécies diferentes de Plectranthus. As



parvifloronas sdo diterpenos naturais amplamente distribuidos por diversas espécies de
Plectranthus (Simdes et al., 2010).

Os pigmentos (1) e (2) foram isolados pela primeira vez a partir de um extracto
etéreo de Plectranthus parviflorus (Riedi & Eugster, 1978). Desde entdo, a Parviflorona D
(1),11-hidroxi-2-(4-hidroxibenzoil)-5,7,9(11),13-abietatetraen-12-ona, foi isolada a partir do P.
strigosus Benth. (Gaspar-Marques et al., 2008) e do P. ecklonii Benth. e reportada a sua
actividade antibacteriana, inclusivé contra estirpes meticilina- e vancomicina-resistentes
(Simdes et al., 2010). A parviflorona F (2),11-hidroxi-2a-(3,4-dihidroxibenzoiloxi)- abieta-
5,7,9(11),13-tetraene-12-ona, foi também isolada do P. ecklonii e do Plectranthus
nummularius Briq. (Narukawa et al., 2001), assim como a Parviflorona E (9), 11-hidroxi-19-
(3,4-dihidroxibenzoioxi)-abieta-5,7,9(11),13-tetraene-12-ona (Figueiredo et al., 2014).
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Figura 4. Parvifloronas D (1), F (2) e E (9) (Onguéné et al., 2013).

2.1.2. TRITERPENOS E ESTEROIS

Os triterpenos e os esterdis sao dois grupos elaborados geneticamente a partir do
mesmo precursor, o esqualeno (ver Esquema 1).

Os triterpenos, de formula molecular CsgHyg, pertencem ao grupo dos terpenos,
podendo apresentar esqueleto de carbono aciclico ou conter estruturas mono-, bi-, tri-, tetra-
e pentaciclicas (Dewick, 2002; Xu et al., 2004).

Em termos de actividade biol6gica, presume-se que as estruturas triterpénicas mais
importantes sdo aquelas que possuem os esqueletos de carbono do damarano e eufano
(triterpenos tetraciclicos) e do oleanano, ursano e lupano (triterpenos pentaciclicos) (Dzubak
et al., 2006). A estrutura geral dos triterpenos pentaciclicos (10) esta representada na Figura
5.



Figura 5. Estrutura geral dos triterpenos pentaciclicos (10) (Xu et al., 2004).

Os esterois vegetais sdo acidos gordos contidos nas plantas. O interesse nutricional
nos esteroéis deriva da semelhanca estrutural que tém para com o colesterol (11), e a sua
capacidade para diminuirem os niveis plasmaticos de colesterol e de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). Ao contrario dos esterdis, os triterpenos ndo ocorrem no reino animal
(Gabay et al., 2010).

(11)

Figura 6. Estrutura quimica do colesterol (11)
[http://www.chem.ucla.edu/harding/IGOC/C/cholesterol.html, 19-11-2014]

No género Plectranthus foram isolados sobretudo, triterpenos vulgares na natureza,
como o &cido ursolico (12), o acido oleandlico (13), a betulina e o acido betulinico. Os &cidos
triterpénicos exibem actividades biol6gicas e farmacolbégicas importantes, nomeadamente
anti-inflamatdria, antimicrobiana, antiviral, citotéxica, e efeitos cardiovasculares (Li et al,
2002; Odjakova et al, 2012).

Os acidos oleandlico (13) e ursélico (12) sao acidos triterpénicos isoméricos, que
apenas diferem na posicao do grupo metilo em C29, e que surgem sempre em simultaneo
na mesma planta (Xu et al., 2012).


http://www.chem.ucla.edu/harding/IGOC/C/cholesterol.html

Figura 7. Estruturas quimicas do acido ursoélico (12) e do acido oleandlico (13)
(Furtado et al., 2008).

Em 1971, Misra et al., relataram o isolamento dos triterpenos &cido ursélico (12),
acido oleandlico (13) e betulina, em conjunto com o B-sitosterol (14) e o hexacosanol. Anos
mais tarde, os compostos (12), (13) e (14) também foram isolados a partir das raizes do
Plectranthus straitus Benth. (Tandon et al.1990).

Mais recentemente, misturas de acido ursélico (12) e oleandlico (13) foram isoladas do
extracto aceténico do P. ecklonii, em conjunto com uma mistura dos esterdis R-sitosterol (14) e
estigmasterol (15) (Simdes et al., 2010). Syamasundar et al. (2012) também relataram o isolamento
do triterpeno (13) e dos dois esterdis (14 e 15) a partir do extracto metandlico do Plectranthus

bishopianus Benth.

(14) (15)

Figura 8. 3-sitoesterol (14) e estigmasta-5,22(E)-dien-3R-ol (15)
(Syamasundar et al., 2012).

2.2. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios das plantas que
desempenham um papel importante na resisténcia a doencas, proteccdo contra pragas e
disseminacao de espécies. Dependendo da estrutura quimica existem dez classes principais

e de entre estas, os flavondides e os acidos fendlicos (principalmente os &cidos
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hidroxicindmicos) sdo os compostos mais abundantes encontrados em extractos vegetais
(Ramu et al., 2012).

O interesse nestes compostos prende-se com a sua actividade antioxidante, que
representa também um possivel mecanismo explicativo para muitos outros efeitos destes
constituintes (anti-aterosclerotico, anti-inflamatério e antitumoral) (Aprotosoaie et al., 2013).
A propriedade mais recentemente identificada nos polifendis é o seu efeito nas
complicacdes a longo prazo da diabetes, incluindo retinopatia, nefropatia e neuropatia
(Bahadoran et al., 2013).

Os principais compostos fendlicos identificados nos extractos de Salvia e
Plectranthus s@o os &cidos clorogénico (16), rosmarinico (3), carndsico e salviandlico.
Destes, os acidos rosmarinico (3) e clorogénico (16) sdo os principais constituintes e

apresentam forte poder antioxidante (Ramu et al., 2012).

2.2.1. Acidos Fenélicos

Os &cidos fendlicos possuem um ou mais anéis aromaticos com pelo menos um
grupo hidroxilo. Em fungcdo do numero de anéis fendlicos que possuam e dos elementos
estruturais que se ligam a esses anéis e entre eles, subdividem-se em &cidos
hidroxibenzdicos (17a), com sete atomos de carbono (C6-C1l), e &cidos hidroxicinamicos

(17b), compostos aromaticos com nove atomos de carbono (C6-C3) (Angelo & Jorge, 2007).

R Ry
OH OH
R2 COCH R; ZCOooH

(17a) (17b)

Figura 9. Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos (17a) e hidroxicinamicos (17b)
(Angelo & Jorge, 2007).

Os acidos hidroxicinamicos, bastante mais comuns que 0s acidos hidroxibenzéicos,
raramente se encontram na forma livre, mas ocorrem frequentemente sob a forma de

ésteres glicosilados (Sandhar et al., 2011).
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2.2.1.1.Acido cafeico e derivados do tipo éster

Entre os &cidos cindmicos mais abundantes encontra-se o 4cido cafeico (18) (acido
3,4-dihidroxicindmico), descrito como tendo uma ampla variedade de actividades biolégicas,
incluindo antioxidante, antitrombdtica, anti-hipertensiva, antifibrética, antiviral e propriedades
antitumorais (Prasad et al., 2011).

Da combinacdo entre o &cido cafeico (18) e o acido quinico resulta o &cido 5-O-
cafeoilquinico ou &cido clorogénico (16). J&4 o acido rosmarinico (3) € um éster do acido
cafeico com o acido 3,4-dihidroxifenil lactico (DHFL) (Petersen, 2013) com elevado nimero
de actividades biolégicas, nomeadamente antitumoral, antiviral, antibacteriana, anti-

inflamatéria e antioxidante (Bhatt et al., 2013).

CO.H
A
HO
“Dm,
0 CO,H
0 OH OH
(16) a8

Figura 10. Acido clorogénico (16) e acido cafeico (18) (Dewick, 2009).

Figueiredo et al. (2010) apontaram a presenca do acido rosmarinico (3) no extracto
aquoso do P. ecklonii como sendo o responsavel pela actividade antibacteriana contra
Streptococcus spp. e pela inibicdo da enzima glicosiltransferase (GTF). Falé et al. (2009)
também relacionaram a presenca deste composto com os efeitos observados, inibicdo da

acetilcolinesterase (AChE) e actividade antioxidante.

0O CO.H

HO S

HO

(3)

Figura 11. Estrutura do &cido rosmarinico (3) (Dewick, 2009).
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Enquanto o &cido cafeico (18) e os seus derivados séo de ocorréncia generalizada
na familia Labiatae, o acido rosmarinico (3) € restrito a subfamilia Nepetoideae (Abdel-
Mogib et al., 2002). Por esta razdo, o acido rosmarinico (3) e dois outros ésteres de &cido
cafeico, conhecidos como nepetoidina A (4) e nepetoidina B (5) (Grayer et al., 2003), sdo

utilizados como marcadores quimiotaxonémicos da subfamilia Nepetoideae.

HO OH
HO
R1
R2 o R1 R2
A H OH
0O B OH H

Figura 12. Nepetoidina A (4) e Nepetoidina B (5) (Kubinova et al., 2013a).

2.2.2. Flavonédides

Os flavondides sdo compostos aromaticos de baixo peso molecular caracterizados
por um nucleo flavanico e um esqueleto carbonado com configuragdo C6-C3-C6. A estrutura
basica dos flavondides consiste em dois anéis de benzeno (A e B) ligados por um anel
pirano que contém oxigénio (anel C). A numeracdo individual do esqueleto flavonoide esta

representada na Figura 13 (Martens & Mithofer, 2005).

"
2'//’\|4'
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7 2 O x5
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Figura 13. Estrutura e numeragédo padréo dos flavonéides (Martens & Mithofer, 2005).

As variagbes nas configuracbes de substituicdo do anel C resultam nas diversas
subclasses dos flavonodides: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondis, flavandis (ou
catequinas) e antocianidinas.

Os flavondides podem ocorrer na sua forma livre (agliconas), ligados a acuUcares
(glicosidos/heterosidos) ou ainda como derivados metilados. Nas plantas, estdo muitas

vezes presentes como O-glicosidos ou C-glicosidos. Os O-glicosidos possuem o substituinte
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acucar ligado a um grupo hidroxilo (-OH) da aglicona, geralmente na posi¢do C3 ou C7,
enguanto os C-glicosidos possuem os grupos de acucar directamente ligados a um carbono
da aglicona, geralmente C6 ou C8 (Sandhar et al., 2011).

Relatos de estudos apontam os flavonoides como detentores de diversas
actividades biolégicas, incluindo anti-inflamatéria, anti-bacteriana, citotdxica antitumoral,
efeitos no tratamento de doencas neurodegenerativas e ac¢do vasodilatadora. Sdo ainda
conhecidos por inibirem a peroxidacdo lipidica, a agregacdo plaquetéria e a actividade
enzimatica das enzimas ciclooxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX) (Asif & Khodadadi,
2013).

2.2.2.1.Flavonas e Flavanonas: estrutura e bioactividade

As flavonas diferem das flavanonas pela presenca de uma ligacdo dupla entre C2 e
C3 no heterociclo do esqueleto flavandide (Figura 14). O anel B estd ligado a C2 e
normalmente ndo existem substituintes em C3. As flavonas ocorrem principalmente como 7-
O-glicosidos, embora a substituicho possa ser encontrada em qualquer outra posicao
hidroxilada (Martens & Mithoéfer, 2005).

4

flavanonas flavonas

Figura 14. A ligacéo dupla entre C2 e C3 permite distinguir flavonas de flavanona
(Balasundram et al., 2006).

As duas flavonas mais comuns, encontradas em varias espécies de plantas, sdo a
apigenina (19) e a luteolina (20). A apigenina (19) (4',5,7-trihidroxiflavona) tem ganho
particular interesse nos ultimos anos como um agente benéfico e de promoc¢ado da saude,
devido a sua baixa toxicidade intrinseca. As plantas ricas em luteolina (20) (3'.4',5,7-
tetrahidroxiflavona) tém sido usadas na medicina tradicional chinesa para o tratamento de
varias doencas tais como a hipertensao, doencas inflamatdérias e cancro (Lin et al., 2008).

A vitexina (21) e a isovitexina (22), derivados C-glicosilados naturais da apigenina
(19), tém revelado possuir potentes actividades anti-diabéticas, anti-Alzheimer (anti-AD) e

anti-inflamatérias (Choi et al., 2014). Os extractos de plantas que contém vitexina (21)

14



(apigenina-8-C-B-D-glucopiranosido) reportaram actividade anti-inflamatdria e antioxidante

(Borghi et al., 2013).
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Figura 15. Estrutura da apigenina (19) e dos seus derivados C-glicosilados (21) e (22)
(Choi et al., 2014).

Todas estas flavonas foram isoladas das folhas do Plectranthus ecklonii (Hawas et
al., 2008), assim como a salvigenina (23), a cirsimiratina (24) e a flavanona correspondente,
2(S)-4',5-dihidroxi-6,7-dimetoxiflavanona (25) (Grayer et al., 2003; Uchida et al., 1980). Os
flavonéides com uma substituicdo do tipo 5-hidroxi-6,7-dimetoxi- no anel A, como por

exemplo as flavonas salvigenina (23), cirsimaritina (24) e cirsiliol (26), sdo considerados

tipicos da familia Labiateae (Gaspar-Marques, 2006).

Ry 0O (23) Ry = R, = Ry = OMe, Rs = H
7
P | | (24) Ry = R, = OMe, Rs = H, Ry = OH
R 6 75
OH O (26) Ri=Ry = OMe, R3 =R4=0H

Figura 16. Estruturas quimicas das flavonas 5-Hidroxi-4',6,7-trimetoxiflavona (23), escutelareina
6,7-dimetil éter (24) e 3',4',5-Trihidroxi-6,7-dimetoxi-flavona (26) (Grayer et al., 2010).
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[1l. COMPOSTOS ISOLADOS DE Plectranthus ecklonii Benth.
E A SUA BIOACTIVIDADE

A Tabela 1 enumera os vinte e oito compostos isolados até a data no P. ecklonii
Benth., os respectivos extractos e as diferentes bioactividades avaliadas. Os metabolitos
secundarios isolados pertencem maioritariamente as classes dos terpenos e dos compostos
fendlicos, tal como verificado nas diversas espécies de Plectranthus estudadas ao longo dos

anos.
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Tabela 1. Compostos isolados de Plectranthus ecklonii Benth.

] Isolamento / ] o Solvente extractor /
Compostos isolados Estrutura o Bioactividade Ref.
Identificacao Parta da planta
TERPENOS
MS + RMN antibacteriana Diclorometano:EtAc Gurlal, 2005
) ) ) ) o RMN Diclorometano / p.a. Van Zyl et al., 2008
Parvifl b (1) 11-hidroxi-2a-(4-hidroxibenzoiloxi)-abieta-
arviflorona nr Nyila et al., 2009;
5,7,9(11),13-tetraen-12-ona EtAc/p.a. yha et &
Nyila, 2010
MS + RMN antibacteriana Acetona / P.i. Simdes et al., 2010
RMN nr Eter/ p.a. Uchida et al., 1980

Parviflorona F (2)

11-hidroxi-2a-(3,4-
dihidroxibenzoiloxi)abieta-5,7,9(11),13-

tetraen-12-ona

antiplasmédica

Diclorometano / p.a.

Van Zyl et al., 2007,
Van Zyl et al., 2008

nr

EtAc /p.a.

Nyila et al., 2009;
Nyila, 2010

Parviflorona E (9)

11-hidroxi- 19-(3,4-dihidroxibenzoiloxi)-
abieta-5,7,9 (1 1), 13-tetraen-12-ona

antiplasmodica

p.a.

Van Zyl et al., 2007

HPLC-DAD/ MS

anticariogénese

Metanol / p.a.

Figueiredo et al., 2014

Sugiol (27) 12-hidroxiabieta-8,11,13-trien-7-ona MS + RMN antibacteriana Acetona / P.i. Simdes et al., 2010
Acido 3R-hidroxi-urs-
Mix de &c. Ursélico (12) | 12-en-28-6ico (12)
e &4c. Oleandlico (13) o o .
Acido 3R-hidroxi-olea-12-en-28-dico (13)
MS + RMN antibacteriana Acetona / P.i. Simdes et al., 2010

Mix de R3-sitosterol (14) e

estigmasterol (15)

3R-estigmasta-5-en-3-ol (14)

estigmasta-5,22(E)-dien-3i-ol (15)

nr — n&o referido; p.a. — partes aéreas (folhas); P.i. — Planta inteira
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Tabela 1 (continuacao)

Compostos isolados

Estrutura

Identificacé&o /

Bioactividade

Solvente extractor /

Ref.

Isolamento Parte da planta
COMPOSTOS FENOLICOS
RMN antimicrobiana Metanol:Agua / p.a. Hawas et al., 2008
Acido Cafeico (18) Acido 3,4-dihidroxicinamico anti-AChE e
HPLC-DAD o Aguoso (decog) Gomes et al., 2012
antioxidante
antibacteriana Aquoso (decog) / p.a. Figueiredo et al., 2010
oo L Acido 3,4-dihidroxicinamico (R)-1-carboxi- anti-AChE e
Acido Rosmarinico (3) HPLC-DAD o Aguoso (decog) Gomes et al., 2012
2-(3,4-dihidroxifenil)etil éster antioxidante

HPLC-DAD / RMN

anti-cariogénese

Metanol / p.a.

Figueiredo et al., 2014

Nepetoidina A (4)

(Z,E)-[2-(3,5-dihidroxifenil)etenil] 3-(3,4-
dihidroxifenil)-2-propenoato

HPLC-DAD / RMN

antifingica e

Eter dietilico / p.a.

Grayer et al., 2003

o (Z,E)-[2-(3,4-dihidroxifenil)etenil] 3-(3,4- antioxidante
Nepetoidina B (5) S
dihidroxifenil)-2-propenoato
Q. - o A anti-AChE e
Acido Clorogénico (16) Acido 5-cafeoilquinico HPLC-DAD o Aquoso (decog) Gomes et al., 2012
antioxidante
RMN antimicrobiana Metanol:Agua / p.a. Hawas et al., 2008
Apigenina (19) 4'5,7-trihidroxiflavona
LC-MS nr Eter dietilico / p.a. Grayer et al., 2010
Apigenina 7-O-g-glucosido
(28)
(28)
Apigenina 4',6-dimetoxi-7-O- )
(29) RMN antimicrobiana Metanol:Agua / p.a. Hawas et al., 2008

B-glucosido (29)

Vitexina (21)

Apigenina-8-C-glucosido

Isovitexina (22)

Apigenina- 6-C-glucosido

p.a. — partes aéreas (folhas); decog¢ — decocgéo; nr — néo referido
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Tabela 1 (continuacao)

Compostos isolados

Estrutura

Identificacéo /

Bioactividade

Solvente extractor /

Ref.

Ecklonoquinona B (34)

Isolamento Parte da planta
COMPOSTOS FENOLICOS (cont.)
Luteolina (20) 3',4',5,7-tetrahidroxiflavona RMN i
i i antimicrobiana Metanol:Agua / p.a. Hawas et al., 2008
Cinarosida Luteolin 7-O-B-glucosido (30)
Genkwanina (31) 4',5-dihidroxi-7-metoxiflavona HPLC / LC-MS
Ladaneina (32) Escutelareina 7,4'-dimetil éter
Salvigenina (23) 5-Hidroxi-4',6,7-trimetoxiflavona nr Eter dietilico / p.a. Grayer etal., 2010
Cirsiliol (26) 3',4' 5-Trihidroxi-6,7-dimetoxi-flavona
RMN Eter / p.a. Uchida et al., 1980
Cirsimaritina (24) Escutelareina 6,7-dimetil éter nr
HPLC / LC=MS Eter dietilico / p.a. Grayer et al., 2010
2 (S)-4',5-dihidroxi-6, 7-dimetoxiflavanona |
(25) RMN nr Eter/p.a. Uchida et al., 1980
(25)
OUTROS COMPOSTOS
Ecklonoquinona A (33)
RMN nr Eter / p.a. Uchida et al., 1980

p.a. - partes aéreas (folhas); nr — nado referido
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3.1. COMPOSTOS ISOLADOS DE Plectranthus ecklonii Benth.

Uchida et al. (1980) foram os primeiros a reportar o isolamento e identificacdo de
compostos de P. ecklonii. Na altura detectaram a presenca do abietano parviflorona F (2) e
das ecklonoquinonas A (32) e B (33). Decorridos mais de 30 anos, a composi¢cédo desta

espécie ainda ndo é completamente clara.

No total foram identificados quatro diterpenos abieténicos (1, 2, 9 e 27), dois
triterpenos (12 e 13) e dois esterdis (14 e 15), sendo a parviflorona D (1) o composto isolado
em maior quantidade (Simdes et al.,, 2010). Os extractos mais usados para o isolamento
destes compostos séo os do tipo acetdnico e metandlico.

De uma maneira geral, os diterpenos sdo compostos com média a baixa polaridade,
embora muitas vezes ocorram nas plantas na forma glicosilada, e nesse caso sao
substancias polares. Para a sua extrac¢cdo sdo normalmente usados solventes de polaridade
média como o diclorometano, o acetato de etilo (EtAC) e a acetona; ou solventes fortemente
polares, por exemplo, metanol, misturas de &lcoois e &gua, ou mesmo &gua pura
(Waksmundzka-Hajnos & Sherma, 2011).

A partir do extracto de acetato de etilo de plantas do P. ecklonii foram isolados dois
abietanos, a parviflorona D (1) e a parviflorona F (2) (Nyila et al., 2009). Van Zyl et al. (2008)
também isolaram estes dois abietanos a partir de um extracto de diclorometano de P.
ecklonii. Para a deteccéo da parviflorona E (9) foi necessario um solvente polar mais forte,
neste caso, o metanol (Figueiredo et al., 2014).

Num outro estudo, a parviflorona D (1) foi isolada a partir de um extracto acetdnico
do P. ecklonii em conjunto com o diterpeno sugiol (27) e misturas de acido ursélico (12) e
acido oleandlico (13), e de R-sitosterol (14) e estigmasterol (15) (Simdes et al., 2010).
Entretanto, os compostos (13), (14) e (15) foram também isolados no Plectranthus
bishopianus Benth. mas a partir de um extracto metandlico (Syamasundar et al., 2012).

Os &cidos hidrocinAmicos sdo outros dos compostos caracteristicos desta planta.
Além do éacido cafeico (18) foram também isolados quatro seus derivados (3, 4, 5 e 16),
sendo o acido rosmarinico (3) o principal composto dos extractos aquosos do P. ecklonii.

O isolamento dos acidos hidrocinAmicos esta principalmente descrito na literatura
em extractos aquosos, verificando-se no caso do P. ecklonii, uma tentativa dos cientistas
para testar outros extractos, nomeadamente extractos hidroalc6olicos. Embora,
tradicionalmente, 0s extractos vegetais sejam preparados com agua (por exemplo, infusdes,

decocches e cataplasmas) (Rabe & Staden, 1997), existem relatos de estudos em que 0s
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extractos metandlicos revelaram maior conteudo em compostos fenolicos que 0s aquosos
(Krishnaiah et al., 2011).

Os estudos fitoquimicos que tém sido relatados com o P. ecklonii também incluem o
isolamento de duas orto-quinonas isoméricas, as ecklonoquinonas A (33) e B (34) (Uchida et
al., 1980), doze flavonas e uma flavanona (25). Nao foi encontrada na literatura referéncia a
quaisquer bioactividades exercidas pelas ecklonoquinonas A nem B, pelo que ndo serdo
alvo de andlise neste capitulo.

Um estudo com o extracto hidroalcodlico de folhas de P. ecklonii exibiu diversos
graus de actividade antimicrobiana e resultou na identificacdo das flavonas: vitexina (21),
isovitexina (22), apigenina 7-O-B-glucosido (28), apigenina 4',6-dimetoxi-7-O-8-glucosido
(29), luteolina 7-O-B-glucosido (30), apigenina (19) e luteolina (20) (Hawas et al., 2008).
Desde entdo, foram ainda isoladas a partir do P. ecklonii as flavonas cirsimaritina (24),
ladaneina (32) e salvigenina (23) (Grayer et al., 2010).

A excepcdo de um estudo em que foi usada a planta completa (Simées et al.,
2010), todos os outros utilizaram as partes aéreas (folhas), possivelmente para mimetizar
mais fielmente o uso tradicional desta planta. Além de que a colheita de folhas para fins
medicinais € mais sustentavel que a de outras partes da planta, como raizes e caules, cuja
colheita excessiva poderia até ameagcar a sobrevivéncia da planta (Zschocke et al., 2000).

A bioactividade mais estudada nos compostos isolados de P. ecklonii foi a
antimicrobiana, tendo sido testados diferentes tipos de microorganismos. Os compostos
revelaram variados graus de actividade contra bactérias Gram-positivas, bactérias Gram-
negativas (Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli), e fungos como o Aspergillus niger
e a Candida albicans. De um modo geral, os compostos exercem maior actividade
antibacteriana nas bactérias Gram-positivas (Staphylococcus, Enterococcus, Listeria e
Streptococcus).

Embora os estudos realizados com esta espécie tenham incidido sobretudo na
accao antimicrobiana dos seus constituintes, todos os compostos ja demonstraram possuir
outras bioactividades, nomeadamente antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral. Por esse
motivo, neste capitulo, serdo enunciadas algumas das propriedades atribuidas aos
diferentes constituintes do P. ecklonii, de modo a tentar justificar e perceber, ndo apenas as

aplicacdes tradicionais desta planta mas também futuras aplicacdes.
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3.2. BIOACTIVIDADE DOS DITERPENOS ISOLADOS DE P. ecklonii Benth.
3.2.1. Actividade antimicrobiana

As folhas dos membros da familia Lamiaceae s&o conhecidas por conterem
terpendides com actividades antifingicas, antibacterianas e repelente de insectos (Cole,
1994). Os extractos obtidos a partir de folhas de algumas espécies de Plectranthus da Africa
do Sul revelaram actividade antibacteriana (Rabe & Staden, 1997). Os diterpenos
abietanicos isolados de Plectranthus grandidentatus e de Plectranthus hereroensis
demonstraram ser activos contra Enterococcus faecalis vancomicina-resistentes (VRE) e
Stapylococcus aureus meticilina-resistentes (MRSA) (Gibbons, 2004; Gaspar-Marques et al.
2006); e os de Plectranthus elegans inibiram a germinacdo do fungo Cladosporium

cucumerinum e o crescimento de Bacilllus subtilis (Dellar et al., 1996).

O Plectranthus ecklonii Benth. é tradicionalmente usado na Africa do Sul para o
tratamento de distlrbios gastricos, nauseas, vomitos e meningite (Lukhoba et al., 2006),
sintomas normalmente associados a infeccéo por listeriose. A partir do extracto de acetato
de etilo de P. ecklonii foram isolados dois conhecidos abietanos, a parviflorona D (1) e a
parviflorona F (2), e ambos os compostos revelaram ser activos contra a Listeria
monocytogenes (Nyila et al., 2009). O uso tradicional de Plectranthus ecklonii Benth. para o
tratamento de distdrbios gastrointestinais pode também estar relacionado com a sua
actividade contra a Escherichia coli (Nyila, 2010), embora sejam necessarios mais estudos
que suportem esta hipotese.

Os abietanos (1) e (2) também foram activos contra Mycobacterium smegmatis,
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis (Nyila, 2010). A actividade antibacteriana
do sugiol (27) também foi testada embora os autores tenham reportado uma actividade
muito baixa contra a bactéria Gram-positiva E. faecalis. (Simdes et al., 2010).

As folhas da planta sdo usadas para sintomas respiratorios, dor toracica e tosse
(problemas relacionados com a tuberculose), o que pode dever-se a actividade inibitéria do
crescimento da Mycobacterium tuberculosis apresentada pela parviflorona D (1) (Nyila et al.,
2009).

A parviflorona D (1) também inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus (Nyila
et al., 2009; Simdes et al., 2010), o que possivelmente justifica 0 uso das partes aéreas da
planta no Zimbabwe para doencas de pele e problemas de hiperpigmentacdo (Lukhoba et
al., 2006). De facto, tem sido relatada a actividade antibacteriana da parviflorona D (1)
contra espécies de Staphylococcus e Enterococcus, incluindo contra estirpes MRSA e VRE
(Simdes et al., 2010).
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Mesmo o derivado 23-(4-hidroxi)benzoiloxi-abietano (35) obtido por Simdes et al.
(2010) a partir da parviflorona D (1), quando testado contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas e contra a levedura Candida albicans, demonstrou possuir actividade

antibacteriana.

R = 4-HO-CgH,CO-

Figura 17. 23-(4-hidroxi)benzoiloxi abietano (35) (Simdes et al., 2010).

De acordo com Cowan (1999), o mecanismo responsavel pela actividade
antibacteriana dos diterpenos pode estar associado a ruptura da membrana bacteriana
pelos compostos lipofilicos.

Os extractos de diclorometano de P. ecklonii foram testados na actividade
antibacteriana e antifiingica pelo método de difusédo em agar pelas técnicas de difusdo em
poco e trench diffusion. Embora ambos os métodos tenham produzido resultados
inconsistentes, foi observada uma elevada actividade bioldgica quando o P. ecklonii foi

testado contra espécies de Candida pela técnica de trench diffusion (Gurlal, 2005).

3.2.1.1. Actividade anti-listeria

O elevado custo dos farmacos sintéticos e o problema das multirresisténcias
exigiram a necessidade de explorar o potencial anti-listeria de plantas medicinais. Os
extractos vegetais sdo acessiveis e econémicos, 0 que levou ao uso de plantas medicinais
como alternativa no tratamento de listeriose. O Plectranthus ecklonii Benth. é uma das
plantas tradicionalmente usadas para tratar os sintomas associados com a infec¢do por
listeriose (Lukhoba et al., 2006).

Muitos organismos, incluindo o agente patogénico oportunista Listeria
monocytogenes, surgem mais frequentemente como biofilmes. O extracto de acetato de etilo
de Plectranthus ecklonii apresentou actividade anti-listeria com uma concentragdo minima
inibitéria (CMI) de 0,5 mg/ml. As parvifloronas D (1) e F (2) exibiram uma actividade na
ruptura do biofilme de L. monocytogenes ainda superior, com uma CMI de 15,6 pg/ml e

31,25 pg/ml, respectivamente (Nyila, 2010).
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Embora os resultados ilustrem uma possivel utilizacdo dos compostos como
agentes desinfectantes, devem ser realizados mais estudos no sentido de averiguar o seu

potencial na remocao efectiva do biofilme listeriano de superficies contaminadas.

3.2.1.2. Actividade antiplasmaodica

Actualmente, a maléria constitui uma das preocupacfes de salde publica a nivel
mundial devido a factores como as resisténcias a quimioterapia, condi¢cdes de higiene
precérias, fraco controlo vectorial e inexisténcia de vacinas aprovadas. Tem havido um
apelo geral ao uso de produtos naturais como medicamentos ou como base para o
desenvolvimento de novos antimalaricos, de modo a evitar os problemas relacionados com
as resisténcias (Onguéné et al., 2013).

Dos quatro tipos de parasitas associados a malaria humana, o Plasmodium
falciparum é o responséavel pelos casos mais graves, dai ser usado na maioria dos estudos
que avaliam a actividade de compostos nestas espécies (Bero et al., 2009).

As propriedades antimalaricas das espécies de Plectranthus foram determinadas
por Van Zyl et al. (2008). Foram isolados sete abietanos diterpénicos, incluindo as
parvifloronas D (1), F (2) e E (9), e foi testada a sua actividade antiplasmddica e a
capacidade de inibicdo da formacdo da B-haematina. As parvifloronas D (1) e F (2) foram
isoladas a partir das folhas de P. ecklonii e exibiram actividade antiplasmédica (Van Zyl et
al., 2007).

A natureza lipofilica dos diterpenos abietanicos permite-lhes atravessarem
facilmente as membranas eritrocitarias e parasitarias para se acumularem no vacuolo dos
parasitas. Aparentemente, o efeito inibitério destes compostos relaciona-se com a
capacidade de inibirem a formacgéo da B-haematina. O composto (2) foi mais eficaz do que a
guinina e 62% tdo activo quanto a cloroquina, dois antimalaricos convencionais. A
parviflorona E (9) isolada de P. purpuratus (subsespécie tongaensis) também revelou ser
mais activa que a quinina. Quando combinados com a quinina, 0s compostos (2) e (9)

interagiram de maneira aditiva (Van 2yl et al., 2008).

A maioria dos diterpenos € conhecido por combinar elevada actividade
antiprotozoaria com elevada toxicidade para as células dos mamiferos (por exemplo, células
epiteliais renais), células do hepatoma e células de carcinoma do cdélon. O perfil citotdxico
destes compostos indicou um baixo grau de especificidade para o parasita da malaria,

tornando-os, a partida, fracos candidatos para o desenvolvimento de antimalaricos.
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Contudo, os autores sugerem que usando formulagbes mais apropriadas e analogos do
composto (2), poderiam manter ou aumentar a actividade antimalérica reduzindo a
toxicidade (Van 2yl et al., 2008).

De acordo com Bero et al. (2009), o diterpeno sugiol (27) é também um promissor
agente antimalarico com um valor de concentracdo necessaria para inibir 50% da actividade
(ICso) entre 1,4 uM e 3,4 uM.

A Tabela 2 resume o0s microorganismos estudados pelos investigadores para
avaliarem a actividade antimicrobiana dos diterpenos abietanicos isolados de P. ecklonii
Benth.

Tabela 2. Resumo da actividade antimicrobiana apresentada pelos diterpenos abietanicos isolados
de P. ecklonii Benth.

Sugiol
Parv D (1) Parv F (2) 27)
. . CMmI ICs0 CMI ICso CMI
Microorganismo Ref.
9 (Hg/ml) (MM) | (ug/ml) — (uM) (Hg/ml)
S. aureus ATCC 43866 15.62
S. aureus CIP 106760 15.62 L
) Simdes et al., 2010
E. faecalis ATCC 51299 7.81 62.5
E. faecalis FFHB 3.90
M. smegmatis 39.06 39.06
M. tuberculosis 190 95 Nyila et al., 2009
L. monocytogenes 15.6 31.25
E. coli 31.25 31.25 i
. Nyila, 2010
P. aeruginosa 31.25 31.25
P. falciparum 53 3.11 Van Zyl et al., 2008

3.2.2. Actividade antioxidante

O actual estilo de vida provoca excesso de producdo de radicais livres e espécies
reactivas de oxigénio (ROS). Os radicais livres sdo gerados através de reacgbes normais
gue ocorrem dentro do corpo durante a respiracdo em organismos aerobios, e que podem
exercer diversas funcdes como fungBes de sinalizagédo e oferecer defesa contra infec¢des
(Sharma et al., 2012).

Muitas doencas degenerativas, incluindo cancro, doengas cardio e cérebro-
vasculares, tém sido reconhecidas como possiveis consequéncias dos danos causados
pelos radicais livres nos lipidos, proteinas e acidos nucleicos (Choi & Lee, 2009), pelo que é

importante descobrir compostos naturais com boa capacidade de eliminacéo destes ROS.
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O conhecimento do modo como os radicais livres intervém em varios processos
patolégicos humanos, incentivou o uso de diterpenos como medicamentos naturais para
prevenir e tratar algumas doencas humanas, nomeadamente a aterosclerose e a
proliferacdo de células tumorais, além da sua conhecida utilidade na industria alimentar
(Gaspar-Marques et al., 2008).

Em 2005, Chao et al. referiram que, embora o sugiol (27) apresentasse baixa
actividade inibitéria do radical 1,1-difenil-2-picril hidrazil (DPPH), podia reduzir efectivamente
a producdo intracelular de ROS em macréfagos estimulados por lipossacarideos (LPS).
Recentemente, a actividade antioxidante do sugiol foi novamente investigada e comparada
com um composto padrédo, o 4cido ascorbico (Bajpai et al., 2014). Desta vez, o sugiol (27)
apresentou actividade antioxidante e de eliminacdo de radicais livres (DPPH, 6xido nitrico,
superoéxido e radicais livres hidroxilados) significativa e dependente da concentracdo. Além
disso, o sugiol demonstrou um efeito inibitério da peroxidagdo lipidica de 76,5% em
comparagdo com o a-tocoferol (80,13%) e o butil-hidroxianisol (BHA) (76,5%), dois
conhecidos antioxidantes sintéticos.

Outro diterpeno isolado a partir do Plectranthus ecklonii que demonstrou actividade
anti-radicalar dose-dependente foi a parviflorona D (1). Este composto apresentou
propriedades antioxidantes equivalentes (ICso 0,1125 + 0,0177 mM) ao hidroxibutiltolueno
(BHT) mas inferiores a quercetina, outros dois antioxidantes sintéticos (Rijo et al., 2009).

A actividade antioxidante das parvifloronas F (2) e E (9), isoladas das folhas do
Plectranthus nummularius Brig., também foi avaliada pelo método do DPPH. Ambos os
compostos apresentaram capacidade de captagdo do radical DPPH superior a do a-tocoferol
(Narukawa et al., 2001).

3.2.3. Inibicdo enzimatica: Tirosinase e AChE

A tirosinase é a enzima que catalisa a biossintese da melanina, o pigmento chave
na coloracdo de pele, cabelo e olhos. Tem sido crescente a busca depor produtos que
actuem de maneira segura e eficaz na prevencdo da hiperpigmentacdo por inibicdo da
oxidagdo enzimatica (Nerya et al., 2004).

Tradicionalmente, a pasta feita a partir das folhas do P. ecklonii é usada pelos sul-
africanos para o problema da hiperpigmentac&o da pele. A accéo inibidora da tirosinase pelo
extracto de acetato de etilo de P. ecklonii e pelas parvifloronas (1) e (2) isoladas, foram por
isso testadas (Nyila, 2010). A concentracdo de extracto a qual metade da actividade da

tirosinase foi inibida (ICso) foi de 61,73 £ 2,69 pg/ml. No entanto, os resultados dos testes de
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citotoxicidade mostraram que os compostos isolados (1) e (2) foram toxicos contra as linhas
celulares renais Vero (macaco). Ainda assim, a actividade demonstrada pelo extracto bruto
de P. ecklonii no ensaio da tirosinase, aliada a sua actividade antibacteriana contra S.
aureus, justificam o uso tradicional da planta em doencgas relacionadas com a pele (Lukhoba
et al., 2006).

A literatura indica que os terpendides e, em particular, alguns diterpendides podem
ter actividade anti-acetilcolinesterase. A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima que catalisa
a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) (Dvir et al., 2010). Actualmente, a terapia
mais eficaz para a doenca de Alzheimer consiste no aumento dos niveis de acetilcolina
através da inibicdo da actividade da AChE (Falé et al., 2009).

Entre as plantas investigadas para o tratamento da deméncia, estdo os registos do
uso de espécies Salvia (Lamiaceae) para a perda de meméria na medicina popular europeia
(Orhan et al.,, 2007). De facto, os primeiros diterpenos a serem reconhecidos como
inibidores da AChE foram duas orto-quinonas diterpénicas, a dihidrotanshinona (36) e a

criptotanshinona (37), isoladas da Salvia miltiorrhiza (Ren et al., 2004).

HsC~ CHs
CHa (36) (37)

Figura 18. Dihidrotanshinona (36) e criptotanshinona (37), diterpenos isolados da Salvia
miltiorrhiza com actividade inibitoria da AChE (Ren et al., 2004).

A dihidrotanshinona (36) apresentou uma actividade sete vezes superior a da
criptotanshinona (37), sugerindo que um anel A do tipo aromatico talvez contribua mais para
a actividade inibitéria do que um anel A do tipo ciclo-hexano (Wong et al., 2010). Enquanto
compostos individuais, os diterpenos tendem a ser mais potentes do que 0s extractos
completos, mostrando a importancia do seu cardcter lipofilico por facilitar a sua passagem
através da barreira hemato-encefalica (Ren et al., 2004).

Dentro da familia Lamiaceae, h& ainda relatos de diterpenos ent-kaurenos isolados
da Sideritis arguta com actividade anticolinesterase (Ertas et al., 2009). Nao foram
encontradas na literatura referéncias ao efeito inibitério da AChE por parte dos diterpenos

com esqueleto abietano isolados de P. ecklonii.
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3.2.4. Actividade anti-inflamatéria

A potencial actividade anti-inflamatéria do sugiol (27) e a rela¢do entre a transducao
de sinal e as citocinas inflamatorias foi avaliada in vitro por Chao et al. 2005. Uma dose de
30 pM de sugiol inibiu eficazmente a producdo das citocinas proé-inflamatoérias pro-
interleucina-1beta (prolL-1B), IL-1B e factor de necrose tumoral-alfa (TNF-a), sugerindo que
0 sugiol é bioactivo contra a inflamacéo. Além disso, o sugiol revela uma capacidade para
suprimir a activacao das proteino-cinases activadas por mitdgenos (MAPKS).

Os autores sugeriram que a eficicia do sugiol para inibir as citocinas inflamatérias
IL-18 e TNF-a poderia ser atribuido a uma reducdo de ROS, o que por sua vez causaria

uma diminuicéo da fosforilacdo das MAPKSs.

3.2.5. Actividade antitumoral

Os diterpenos com esqueleto abietano apresentam uma série de actividades
biolégicas incluindo actividade citotoxica e antiproliferativa das células tumorais humanas
(Burmistrova et al., 2013). Os abietanos, em especial os que contém por¢cdes de quinona,
merecem grande atencdo dado que muitos dos actuais agentes quimioterapicos também a
possuem (Fronza et al., 2012).

As membranas biologicas sdo potenciais alvos dos diterpenos abietanicos devido
ao seu caracter lipofilico. Estudos sugerem que a morte celular induzida por estes
compostos ndo siga apenas um mecanismo mas sim varios. Também é possivel que as
propriedades estruturais dos diterpenos possam influenciar ou determinar o seu modo
molecular de morte celular.

O sugiol (27) foi reportado por possuir uma modesta actividade inibidora do
crescimento de linhas celulares humanas de cancro da mama, pulméao e célon (Son et al.,
2005).

O sugiol obteve quase 100% de eficacia na inibicdo da actividade transcripcional do
receptor andrégenico (RA) em células de cancro da préstata a uma concentragéo de 25 uM
(ICso de 2,64 uM) (Tu et al., 2007).

Num estudo com linhas celulares humanas MIA PaCa-2 (linha celular de
adenocarcinoma pancreético), a actividade de relaxamento das topoisomerases | e Il do
ADN humano foi influenciada pelo sugiol. O diterpeno inibiu preferencialmente a
topoisomerase | (ICso de 2,8 uM) exibindo valores de ICso muito inferiores aos apresentados

pela camptotecina (28,0 uM), o inibidor classico da topoisomerase | (Fronza et al., 2012).
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H Q (27)

Figura 19. Estrutura quimica do Sugiol (27) (Cérdova et al., 2006).

3.3. BIOACTIVIDADE DOS TRITERPENOS E ESTEROIS ISOLADOS DE Plectranthus

ecklonii Benth.
3.3.1. Bioactividade dos Acidos Triterpénicos

O acido oleandlico (13) (acido 3R3-hidroxi-olea-12-en-28 Gico) e o seu isbmero, 0
acido ursdlico (12) (acido 3R3-hidroxi-urs-12-en-28 6ico), sdo compostos triterpénicos que
existem nas plantas na forma de acidos livres ou agliconas (saponinas de triterpenos).

O 4&cido ursélico (12) e os seus derivados tém mostrado possuir actividade
antimicrobiana, por exemplo como inibidores do crescimento de Staphylococcus aureus,
organismos Gram-negativos (P. aeruginosa e E. coli) e Microsporium lenosum (Zaletova et
al., 1986). O acido oleandlico (13) revelou actividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis,
S. aureus sensivel a meticillina (MSSA) e MRSA (Sun et al., 2006).

Os &cidos (12) e (13) também tém sido descritos como potentes agentes contra
espécies de Leishmania. Quando isolados a partir do extracto aceténico das raizes da
Salvia cilicica (Lamiaceae), os acidos triterpénicos demonstraram ter actividade contra as
formas amastigotas (ICs, 7-120 nM) e ac¢do moderada nas formas promastigotas (ICsp 51—
137 nM) da Leishmania donovani e da L. major (Tan et al., 2002).

De forma a estabelecer relagcdes estrutura-actividade anti-Leishmania, foram
preparados alguns derivados do acido oleandlico (13) e comparados 0s seus valores de
ICs0. Os resultados desse estudo in vitro sugerem que um aumento da lipofilicidade no
carbono 17 (C17) é mais relevante para a actividade anti-Leishmania do que um aumento da
lipofilicidade em C3 (Peixoto et al., 2011).

De entre as diversas actividades farmacoldgicas atribuidas ao acido oleandlico (13),
0 potencial antioxidante € uma delas, por se tratar da captacdo de radicais livres devido,

entre outros factores, a sua capacidade sequestradora de ROS.
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As aplicacdes tradicionais de plantas que contenham acido oleandlico (13) ou acido
ursélico (12) na medicina popular também sdo mudltiplas, em termos de efeitos anti-
inflamatérios, analgésicos, sedativos, hepatoprotectores e cardiotonicos (Liu, 1995; Pollier &
Goossens, 2012).

O uso de compostos triterpénicos como os acidos ursolico (12) e oleandlico (13) é
h& muito recomendado no Japdo como terapéutica nho cancro da pele (Muto et al., 1990),
tendo ambos os 4cidos inibido eficazmente a promocéo e iniciacdo de tumores na pele em
ratos. Preparacdes cosméticas que contém um ou os dois &cidos estdo inclusive
patenteadas no Japao para uso tépico preventivo de cancro da pele (Liu, 1995).

Diversos estudos indicaram que o &cido ursolico (12) e os seus derivados inibem o
crescimento de células cancerigenas por interrupcao do ciclo celular e estimulacdo da
apoptose (Liu, 2005). Em células de cancro do c6lon HT-29, o acido ursélico (12) diminuiu a
proliferacdo celular por inducdo da apoptose acompanhada de activacdo das caspases 3, 8
e 9 (Andersson et al., 2003; Shan et al., 2009), mostrando ser um potencial agente para o
tratamento do cancro colorectal.

Outro estudo sugere o acido ursélico (12) como um potencial agente
quimiopreventivo no cancro metastatico da mama (Yeh et al., 2010). Existe pelo menos uma
preparacdo farmacéutica patenteada para o tratamento de leucemia ndo-linfatica
(granulocitica e monocitica) e sem efeitos adversos a conter o acido oleandlico (13) (Liu,
1986).

De entre as diversas actividades farmacoldgicas atribuidas ao acido oleandlico (13)
sendo a hepatoprotectora uma delas. O acido oleandlico (13) tem sido comercializado na
China como um medicamento humano de venda livre (OTC) para o tratamento de doencas
hepaticas, tais como a hepatite aguda e crénica e um relatério recente mostra que um
extracto, que contém ambos os acidos (12 e 13), suprimiu significativamente a replicacéo do
virus da hepatite C (Kong et al., 2013). Perante o potencial antivirico destes compostos, 0s
autores propdem a inclusédo destes dois compostos em ensaios clinicos, como monoterapia
ou em combinacao com outros antiviricos da hepatite C.

Medicamentos a base de plantas com (12) e (13) sdo muito utilizados no tratamento
e prevencao da diabetes mellitus tipo Il has medicinas tradicionais chinesa e indiana (Wang
et al, 2013). Estes triterpendides sédo relativamente ndo-toxicos e ambos tém actividade anti-
tumoral significativa (Li et al., 2002). Contudo, a semelhanca estrutural para com o colesterol
(11) confere-lhes baixa solubilidade em &gua, uma importante desvantagem em termos de
biodisponibilidade (Soica et al., 2014), e por conseguinte, um potencial terapéutico reduzido.

No entanto, estudos de relacdo estrutura-actividade tém demonstrado que modificagcdes em
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determinadas zonas dos nulcleos destes compostos podem conduzir a novos derivados

significativamente mais activos (Sun et al., 2006).

3.3.2. Bioactividade dos Esterdis

O sitosterol (14) e o estigmasterol (15) sdo os esterdis vegetais mais abundantes e
ocorrem em misturas complexas. O interesse nutricional nos esteréis reside no facto de
estes possuirem uma estrutura semelhante ao colesterol (11) e serem capazes de reduzir o
colesterol plasmatico e as LDL. No entanto, embora a maioria dos estudos com o
estigmasterol (15) se centrem na actividade de redugéo do colesterol, outras bioactividades
foram descritas para este composto, homeadamente um potencial efeito anti-inflamatério
(Gabay et al., 2010).

O R-sitosterol (14) € usado como um tratamento fitoterapico na hiperplasia benigna
da préstata (BPH). Esta aplicagdo aparece descrita na literatura em quatro estudos
randomizados, duplamente cegos e controlados por placebo, que incluiram um total de 519
homens. Trés dos estudos reportaram beneficios significativos na percep¢ao dos sintomas e
em parametros mensuraveis como por exemplo a taxa de fluxo urinario.

Num dos estudos, apés os 6 meses de duragdo, seguiu-se um periodo de 18
meses de follow-up, em que os efeitos benéficos do tratamento com o g-sitosterol se
mantiveram (Berges et al., 2000). Embora tenha envolvido 117 individuos, sdo necessarios
mais ensaios clinicos antes de se concluir sobre a real eficacia da fitoterapia com o B3-

sitosterol.

3.4. BIOACTIVIDADE DOS ACIDOS HIDROCINAMICOS ISOLADOS DE P. ecklonii
Benth.

3.4.1. Actividade antimicrobiana

A actividade antifingica contra o Aspergillus niger foi relatada para os compostos
nepetoidina A (4) e nepetoidina B (5) (Grayer et al., 2003). A nepetoidina B também ja havia
demonstrado actividade contra o Cladosporium herbarum (Banthorpe et al., 1989).

O extracto aquoso de P. ecklonii foi reportado por possuir actividade antibacteriana
contra Stapylococcus mutans e S. sobrinus, e por inibir a enzima glucosiltransferase (GTF).
O principal composto presente no P. ecklonii apontado como o responsavel por esta

actividade foi o acido rosmarinico (3) (Figueiredo el al., 2010).
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3.4.1.1. Actividade anticariogénica

A cérie dentaria é uma doenca infecciosa transmissivel considerada como um
problema de saude publica. Embora a flora oral humana seja bastante diversa e complexa,
duas espécies de streptococcus tém sido indicadas como agentes etioldgicos primérios das
caries dentéarias, o Streptococcus mutans e o Streptococcus sobrinus. Um dos factores de
viruléncia mais importantes destas espécies € a sua capacidade em produzir
glucosiltransferases (GTFs) e sintetizar glucanos insolUveis em agua a partir de sacarose, o
que permite que as bactérias adiram firmemente a superficie do dente contribuindo para a
formacédo de placa bacteriana (Song et al., 2006).

A presenca do &cido rosmarinico (3) no extracto aquoso de P. ecklonii foi reportada
como responsavel pela actividade antibacteriana observada contra o Stapylococcus mutans
e 0 S. sobrinus, e pela inibicdo da enzima glucosiltransferase (GTF) (Figueiredo et al.,
2010). Comparando os valores obtidos para o extracto e para o composto (3), os autores
verificaram que o efeito inibitério do &acido na formacdo de biofilme ndo se distanciou
significativamente do efeito verificado para o extracto aquoso.

Para que haja formacao do biofilme, € fundamental que o S. sobrinus e 0 S. mutans
tenham capacidade de adesdo a uma superficie. Logo, se existir no meio compostos que
impossibilitem essa adesdo, quer o processo de formacdo do biofilme, quer a sua
subsisténcia estardo comprometidos.

Mais recentemente, o extracto metandlico das folhas do P. ecklonii revelou a
presencga da parviflorona E (9) em conjunto com o &cido rosmarinico (3) e maior actividade
anticariogénica, uma vez que as concentracdes inibitérias sdo mais baixas do que as
concentracdes requeridas pelo extracto aquoso (Figueiredo et al.,, 2014). Estes dados
confirmam a importancia do P. ecklonii na prevencao de doencgas orais.

Pelo contrario, num estudo in vitro da actividade antimicrobiana dos extractos
hidroalcéolicos (EtOH/H,O) do Rosmarinus officinalis contra Streptococcus mutans, S.
salivarius, S. sobrinus, S. mitis, S. sanguinis, e Enterococcus faecalis, nem o0 acido
rosmarinico (3) nem os dois derivados éster a partir dele preparados, apresentaram
actividade antimicrobiana (Bernardes et al., 2010). Assim sendo, mais estudos devem ser
realizados no sentido de confirmar a verdadeira ac¢cdo do composto (3) contra as espécies

Streptococcus em causa.
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3.4.2. Actividade antioxidante

Os compostos fendlicos das plantas, em particular os acidos fenélicos, os taninos e
os flavondides sdo conhecidos como potentes antioxidantes (Ramu et al., 2012). A
actividade antioxidante dos compostos fendlicos deve-se a sua capacidade para captarem
radicais livres, doar atomos de hidrogénio ou electrées ou quelar metais catiénicos. A sua
estrutura € um factor importante para a determinacdo de relacbes estrutura-actividade
(structure—activity relationships, SAR).

Os acidos hidroxicinAmicos apresentam maior actividade antioxidante que os acidos
hidroxibenzdicos correspondentes, o que pode dever-se ao grupo CH=CH-COOH, que
garante maior capacidade para doar ides hidrogénio (H") e estabilizar radicais que o grupo
carboxilo.

O &cido cafeico (18) actua particularmente bem como dador de atomos de
hidrogénio, sobretudo gragas a estabilidade extra conferida ao radical fenoxil resultante da
interaccdo com o(s) grupo(s) hidroxilo(s) adjacente(s) por ligacdes de hidrogénio
(Balasundram et al., 2006). Por ter um hidroxilo em posi¢cdo para relativamente a cadeia
lateral, também capta facilmente um radical. Além disso, possui um equilibrio entre a parte
hidrofilica e lipofilica, o que Ihe facilita o acesso aos locais onde existe vitamina E oxidada
podendo regenera-la (Scott, 1997).

Experiéncias in vitro e in vivo comprovaram a excepcional actividade antioxidante
do acido rosmarinico (3) contra os danos peroxidativos nas membranas biol6gicas. O acido
rosmarinico (3) protege 0s neurdnios do stress oxidativo atenuando significativamente a
producdo de ROS induzida por H,O, e a morte celular por apoptose, mostrando potencial
aplicacdo em doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e doenca de
Huntington (Bhatt et al., 2013).

Grayer et al. (2003) demostraram que o derivado do acido cafeico nepetoidina B
(5), isolado a partir dos extractos aquosos das folhas do P. ecklonii possui uma potente
actividade captadora de radicais livres. O composto (5) foi testado em conjunto com trés
conhecidos antioxidantes (acido galico, acido rosmarinico (3) e acido cafeico (18)), pelo
teste do 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH). A Nepetoidina B (5) revelou maior capacidade de
captar radicais livres do que os acidos (3) (5,2uM) e (18) (11,1 uM). A Nepetoidina (4) ndo
foi testada por quantidade insuficiente. No entanto, as baixas concentragdes da substancia
resultaram na perda consideravel da cor de uma solucdo de DPPH, sendo provavel que a

nepetoidina A também apresente uma forte actividade antioxidante.
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3.4.3. Inibigdo enziméatica da AChE

Num estudo com o Plectranthus barbatus, a presenca do acido rosmarinico (3) foi a
explicacdo apresentada para as actividades biol6gicas detectadas in vitro, inibicdo da AChE
e actividade antioxidante. O método de extraccdo por decocc¢do revelou maior actividade
inibidora (31% de inibicdo) e maior poder antioxidante. Mais espécies de Plectranthus foram
analisadas pelos autores (P. ecklonii, P. fructicosus, P. lanuginosus e P. verticillatus) e os
resultados obtidos relacionados com o contetdo de acido rosmarinico. O P. ecklonii foi a
espécie a revelar maior inibicdo da AChE (62.8%) (Falé et al., 2009).

Num estudo em busca de novas estratégias para o tratamento da doenca de
Alzheimer, foram investigadas a inibicdo da AChE in vitro, a actividade antioxidante e o0s
compostos bioactivos de cinco espécies diferentes de Plectranthus, incluindo o P. ecklonii.
Os principais componentes detectados nos extractos aquosos foram os acidos rosmarinico
(3), clorogénico (16) e cafeico (18). As decocgdes apresentaram maior inibicdo da AChE e
maior actividade antioxidante no P. ecklonii e no P. saccatus (Gomes et al., 2012).

De acordo com estes estudos, pode concluir-se que a melhor forma de avaliar a
inibicdo da AChE pelos &cidos fendlicos de P. ecklonii ser& em extractos aquosos e pelo
método de extraccdo por decocgdo. Falé et al. (2009) também mencionaram que 0sS
extractos obtidos das folhas s&o por norma mais activos do que os obtidos a partir das
flores.

3.4.4. Actividade anti-inflamatéria

Pensa-se que as propriedades anti-inflamatérias do acido rosmarinico (3) se
baseiam na inibicdo das lipoxigenases (LOX) e ciclooxigenases (COX), na sua interferéncia
na cascata do complemento e na inibicdo da expressdo das citocinas inflamatorias. Foi
reportado o efeito anti-tumoral do acido rosmarinico (3) em células do cancro do célon HT-
29, devido a sua capacidade de inibir a activagdo das COX-2 (Hossan et al., 2014).

Os leucotrienos estdo significativamente envolvidos no processo de
imunorregulacdo de varias doencas, incluindo asma, inflamacdo e varias condicbes
alérgicas. Sdo inicialmente biossintetizados pela 5-LOX a partir do acido araquidoénico.

O &cido cafeico (18) tem demonstrado possuir propriedades anti-inflamatérias dado
ser um inibidor selectivo da 5-LOX e portanto, da biossintese dos leucotrienos (Koshihara et
al., 1984). Também inibe as proteino-cinases C (PKC) (Gamaro et al., 2011) e A (PKA) e a
activacdo do NF-kB induzida por ceramidas nas células humanas monociticas U937 (Nardini

et al., 2001). Por conseguinte, descobriu-se que o &cido cafeico diminui o 6xido nitrico (NO)
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e a producao de prostaglandinas E2 (PGE2) nas células estimuladas por lipopolissacéridos,
além de diminuir a regulacao dos niveis de mRNA de TNF-a, COX-2 e 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS) (Yang et al., 2013).

Outro trabalho demonstrou que os derivados do acido cafeico exercem acgdo anti-
inflamatodria in vitro e in vivo sendo a sua accdo mediada, pelo menos parcialmente, pela
recaptacéo de NO (Cunha et al., 2004).

Nakanishi et al. (1990) reportaram a potente inibicdo da xantina oxidase por ambas
as nepetoidinas (4 e 5) e em particular pela nepetoidina B (5), sugerindo um potencial uso

do composto no controlo da hiperuricemia associada a doenca da gota.

3.5. BIOACTIVIDADE DOS FLAVONOIDES ISOLADOS DE P. ecklonii Benth.

3.5.1. Actividade antimicrobiana

Véarios estudos demonstraram efeito inibidor do crescimento por parte de
flavonéides, em particular do flavonol quercetina e da flavona luteolina (20), em protozoarios
dos géneros Toxoplasma, Trypanosoma e Leishmania. A maioria dos estudos envolve a
maléaria e flavondides isolados por estudos bioguiados de espécies utilizadas na medicina
tradicional (Lehane & Saliba, 2008).

A actividade antiplasmddica de onze flavondides, incluindo as flavonas apigenina
(19) e luteolina (20), foi testada in vitro contra uma estirpe sensivel a cloroquina (3D7) e uma
estirpe resistente a cloroquina (7G8) de Plasmodium falciparum. O composto mais activo
contra ambas as estirpes foi a luteolina (20), com valores de ICsp dell + 1 uyM e 12 + 1 uM
para as estirpes 3D7 e 7G8, respectivamente.

Descobriu-se ainda que a luteolina (20) previne a progressdo do crescimento do
parasita além da fase trofozoita, e que nao afecta a susceptibilidade do parasita aos
farmacos antimalaricos cloroquina ou artemisinina. A combinacdo de baixas concentragfes
de diferentes flavonoides aparenta produzir um efeito antiplasmédico aditivo (Lehane &
Saliba, 2008).

Quando isolada a partir do P. strigosus (Gaspar-Marques, 2006), a flavona
salvigenina (23) apresentou uma fraca actividade contra Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans. Revelou-se também um inibidor muito fraco do S. aureus, ao contrario da
apigenina (19), que se revelou activa em estirpes MSSA e do tipo MRSA (CMI 3,9-15,6
pg/ml) (Sato et al., 2000).
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3.5.2. Actividade antioxidante

A actividade antioxidante dos flavondides deve-se sobretudo a sua capacidade de
recaptacdo de radicais livres e de quelar metais (Bilto et al., 2012), bem como aos seus
efeitos na sinalizacao celular e na expressao génica (Soobrattee et al., 2005).

Esta accdo antioxidante proveniente de plantas usada na dieta que contém
polifendis é frequentemente citada como sendo a propriedade chave subjacente a
prevencdo e/ou reducdo de doencas cronicas relacionadas com o stress oxidativo e
perturbacBes associadas a idade como as doencas cardiovasculares (p.e., aterosclerose),
neurodegenerativas (p.e., Alzheimer), carcinogénese e envelhecimento da pele (Quideau et
al., 2011). Basicamente, as propriedades antioxidantes dos flavondides recaem na sua
tendéncia de oxidar de fendis a quinonas (Havsteen, 2002).

As duas caracteristicas estruturais tipicas nos flavondides antioxidantes s&o: um
grupo orto-di-hidroxil (catecol) no anel B e a ligacdo dupla em C2-C3 combinada com um
grupo oxo em C4 (anel C). A primeira serve para doar hidrogénio/electres de forma a
estabilizar os radicais, e a segunda para ligar ides de metais de transicdo como o ferro e o
cobre (Bors et al., 1990).

Dado que a luteolina (20) e alguns dos seus glucosidos (p.e., a luteolina-7-O-[3-
glucosido (30)) preenchem estes dois requisitos estruturais (Figura 20), ndo é de estranhar
gue varias plantas que contém luteolina possuam propriedades antioxidantes. A actividade
antioxidante da luteolina (20) e dos seus glucosidos tem sido associada com a sua
capacidade em sequestrar as espécies reactivas de oxigénio e de azoto (LOpez-Lazaro,
2009).

0
g

(20) (30)

Figura 20. Luteolina (20) e luteolina 7-O-B-glucosido (30), dois exemplos de flavondides que
cumprem 0s requisitos estruturais necessarios a actividade antioxidante (L6pez-Léazaro, 2009).
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Estudos sobre as propriedades quelantes de cobre pelos compostos luteolina-7-O-
glucosido (30) e luteolina (20) sugerem que ambos actuam como dadores de hidrogénio e
guelantes de ides metdlicos (Brown & Rice-Evans, 1998). A flavona apigenina (19), além
destas duas accBes também inibe a xantina oxidase e a monoamina oxidase, duas
importantes enzimas produtoras de ROS (Lin et al., 2002).

Existe ainda na literatura evidéncias de que a hidroxilacdo simultanea dos
flavondides em C3 e C5 constitui outra importante caracteristica estrutural envolvida na
maximizacdo do potencial de recaptacdo de radicais livres na determinacdo de actividade
antioxidante (Bors et al.,, 1990; Soobrattee et al., 2005). Embora possuam estruturas
semelhantes, a auséncia nas flavonas do grupo hidroxilo em C3 diminui a sua actividade

antioxidante face a dos flavondis.

HO 0 @ HO
@ C

OH
O

OH

Figura 21. Grupos estruturais envolvidos na captacéo de radicais pelos flavondéides
(Soobrattee et al., 2005).

Além disso, a existéncia da uma porgcdo de aclcar na posicdo C8 da vitexina (21)
diminui significativamente a eficacia antioxidante deste composto em comparacdo com 0
seu derivado né&o glicosilado (19) (ver Figura 15) (Soobrattee et al., 2005). A actividade
antioxidante das flavonas salvigenina (23), cirsimaritina (24) e genkwanina (31) foi avaliada

pelos testes qualitativos do DPPH e da descoloracdo do R-caroteno. Todas apresentaram
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resultados negativos no teste do DPPH, o que significa que ndo séo captadoras de radicais
por este método. A salvigenina (23) foi a Unica com resultados positivos no teste do
branqueamento do R-caroteno, o que pode indicar uma actividade antioxidante preventiva
possivelmente relacionada com absorcdo de radiacdo UV (Gaspar-Marques, 2006).

Os antioxidantes preventivos podem ser compostos com capacidade de absorver
raios UV, as enzimas superéxido dismutase, catalases e peroxidases, ou compostos com
capacidade de quelar ou reduzir metais de transicdo (Scott, 1997). O uso de flavonas no
tratamento da doenca de Alzheimer foca-se no processo de inflamacdo subjacente a
progressdo da doenca. Esta abordagem terapéutica baseia-se na accdo preventiva das
flavonas face ao stress oxidativo e consequente inflamagdo, ao actuarem como

antioxidantes por captacdo de radicais livres.

3.5.3. Actividade anti-inflamatéria

O efeito anti-inflamatério dos compostos fendlicos esta relacionado com a
capacidade de modulacdo da expressdo de enzimas pré-inflamatoérias, tais como a
fosfolipase A, (PLA,), a 6xido nitrico sintase (NOS), ciclooxigenase (COX), lipoxigenase
(LOX), mas também com a acc¢édo sobre a sinalizagéo do factor nuclear (NF-kB) e a proteina
cinase activada por mitogenos (MAPK), e activacdo da via Nrf2 /Keapl. A inibicdo destas
enzimas por flavonoides reduz a produgdo de &cido araquidonico (AA), prostaglandinas
(PG), leucotrienos (LT) e 6xido nitrico (NO), mediadores cruciais da inflamacéo (Kim et al.,
2004).

Em geral, as flavonas apresentam maior ac¢ao inibitoria da produgéo de NO que os
flavonois (Kim et al., 2004). A apigenina (19) apresentou forte actividade anti-inflamatoria
através da inibicdo da produgé@o de NO e da iINOS, e inibicdo da expressdo da COX-2 (Choi
et al., 2014). A inibicdo da producéo de iINOS e NO é também atribuida a luteolina (20).

A apigenina (19) e a luteolina (20) inibem ainda a interleucina 5 (IL-5), que promove
0 crescimento e a sobrevivéncia dos eosindfilos e desempenha um papel importante na
inflamagéo alérgica associada a eosinofilia (Packer et al., 2004). Num estudo in vitro ambas
as flavonas revelaram potente inibicdo da sintese das IL-4 e IL-13 (Hirano et al., 2004), e
ambas exercem accao inibitéria sobra as LOX e as citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1
(Lago et al., 2014).

A nivel estrutural, os requisitos para a actividade anti-inflamatéria dos flavondides
sdo: a insaturacd@o no anel C (entre C2 e C3); o numero e posigao de grupos hidroxilo (p.e. o

grupo catecol no anel B); o grupo carbonilo em C4, e a nao glicosilacdo da molécula. No
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entanto, compostos que ndo possuem estas caracteristicas estruturais (por exemplo, a
aglicona campferol), também exibem uma actividade anti-inflamatéria, afectando as enzimas
da cascata inflamatéria (Lago et al., 2014).

As flavonas apigenina (19) e luteolina (20) estéo entre os flavonéides citados como
sendo os inibidores mais activos. Os dados na literatura sugerem fortemente que a dupla
ligacdo entre C2 e C3 é crucial para a inibicdo da producdo de NO e que as substituicdes
hidroxilo nos anéis A e B influenciam a actividade inibitdria. As hidroxilacées nas posicbes 5-
e/ou 7- do anel A, e nas posicdes 3’- e/lou 4’- do anel B fornecem resultados favoraveis a
inibicdo da producgédo, acontecendo o oposto se a hidroxilacéo for no carbono 3 (anel C) (Kim
et al., 1999).

O efeito anti-inflamat6rio da luteolina (20), dos seus glucosidos e de plantas que
contém luteolina tém sido reportados em estudos in vitro e in vivo (Lopez-Lazaro, 2009).

Num estudo in vitro de relagdo estrutura-actividade (SAR), a luteolina (20) exibiu
uma elevada actividade inibitoria da sintese dos tromboxanos e dos leucotrienos, e em
particular contra a actividade enzimatica dos leucotrienos. A cinarosida (30) (luteolina-7-O-R3-
glucosido) apenas demonstrou actividade inibitéria moderada contra ambas as vias de
sintese de enzimas (Odontuya et al., 2005). Estes resultados suportam a ideia de que o
substituinte hidroxilo na posi¢cdo C5 do anel A e a ndo glicosilacdo da molécula contribuem
significativamente para a actividade anti-inflamatéria dos flavonoides (ver Figura 20).

Estudos in vivo demonstraram que a luteolina (20) protege eficazmente a letalidade
induzida de ratos por LPSs, sugerindo a aplicacdo deste composto como um potencial

agente terapéutico no tratamento de choque séptico (Chen et al., 2014; Kuo et al., 2011).

3.5.4. Actividade antitumoral

Diversos estudos revelaram que muitos flavondides, incluindo a luteolina (20) e a
apigenina (19), inibem a proliferacdo de diversas células, normais e tumorais, derivadas de
quase todos os tecidos (Packer et al., 2004).

A apigenina (19) mostrou ser um poderoso inibidor da proliferagdo celular e da
angiogénese nas células endoteliais humanas. Inibiu a expressdo do factor de crescimento
endotelial vascular (VEGF) via degradacéo do factor indutor de hipdxia alfa-1 (HIF-1a)
(Osada et al., 2004); e o crescimento de células humanas de carcinoma cervical (HeLa) e de
linhas celulares de neuroblastoma, um tumor pediatrico (Zheng et al., 2005). A apoptose das
células HelLa por indugéo da expressdo do gene p53 sugere o potencial da apigenina (19)

no desenvolvimento de um agente preventivo do cancro do colo do utero.
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Recentemente, outro estudo confirmou esta ac¢do quimiopreventiva da apigenina,
desta vez no tratamento do cancro pancredtico, por inibicdo da activacdo do NF-KB (Wu et
al., 2014).

Ainda que ndo pareca, a actividade anti-proliferativa celular dos flavondides é
especifica, consoante o tipo de célula e a estrutura do flavondide. Por exemplo, nem a
apigenina (19) nem a luteolina (20) apresentam significativa actividade inibidora do
crescimento de células 4A5 no melanoma B16 (Packer et al., 2004).

Devido as mdltiplas actividades biologicas dos flavondides (anti-inflamatdria,
antioxidante, anti-proliferativa e antibacteriana), tem havido muitos estudos no sentido da
sua aplicacdo como agentes anti-tumorais e radiosensibilizadores. O cirsiliol (26) por
exemplo, foi recentemente investigado como possivel radiosensibilizador no
cancro do pulmao de ndo-pequenas células (NSCLC) (Kang et al., 2013)

A maioria dos doentes com cancro pulmonar é diagnosticada em estadio avancado
e inoperavel, sendo a radioterapia a sua Unica op¢ao de tratamento eficaz. Infelizmente, a
radioresisténcia dos tumores continua a ser um obstaculo critico (Provencio et al., 2010).

Os resultados demonstram que a rametina (outro flavonéide) e o cirsiliol (26)
reduzem a proliferacdo das NSCLC por inibicdo da expressédo (mas ndo da activacdo) do
gene Notch-1(Kang et al., 2013).
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IV.ESTUDO DE QUANTIFICACAO POR HPLC DE DITERPENOS E DE
ACIDOS FENOLICOS DE P. ecklonii Benth.

4.1. MATERIAIS E METODOS

4.1.1. Material Vegetal
As sementes de P. ecklonii Benth. foram cedidas pelo herbario do National Botanic Garden,
Kirstenbosch, Africa do Sul. As plantas foram cultivadas no horto da Faculdade de Farmacia
(Universidade de Lisboa, Portugal) e colhidas em Julho de 1998. A identificacdo da espécie
foi feita pelo Dr. Enrico S. Martins e amostras auténticas foram depositadas no herbério do
Instituto de Investigacdo Cientifica Tropical (Lisboa) com a referéncia C. Marques S/N°
(LISC).

4.1.2. Reagentes
Agua bidestilada para HPLC, metanol e acido trifluoroacético, comprados a Merck
(Darmstadt, Alemanha).

4.1.3. Metodologias de extrac¢do do material vegetal

Na preparagdo dos extractos aceténicos aplicaram-se as técnicas de maceragéo e
ultra-sons, de acordo com o descrito por Rijo et al. (2007) e por Kubinova et al. (2013b),
respectivamente.

Os extractos aquosos foram preparados conforme descrito na literatura (Rijo et al.,

2014), pelos métodos de decoccao, infusdo, microondas e ultra-sons.

4.1.4. Analise por HPLC e LC-MS

A andlise por HPLC foi realizada num equipamento de HPLC Elite LaChrom® VWR
Hitachi equipado com um forno de coluna L-2300 e um detector de foto-diodos (DAD) L-
2455 (VWR, EUA). Foi usada uma coluna LIChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-8 (5
pum). Os extractos foram analisados através de uma injeccdo no HPLC de 25 pl (Img/ml)
com um injector automatico, e usando um gradiente composto pelas solugbes A (0.05%
acido trifluoroacético) e B (metanol), como descrito a seguir: 0 min, 80% A, 20% B; 20 min
20% A, 80% B; 25 min, 20% A, 80% B. O fluxo foi de 1 ml/min e a deteccéo foi levada a

cabo entre 200 nm e 500 nm com um detector de foto-diodos.
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A parviflorona D (1) foi detectada a 430 nm, e a quantidade presente nos extractos
da planta estimada por comparacdo com as areas dos picos utilizando uma curva de
calibracdo e solucBes padréo a partir de uma amostra auténtica.

Os acidos cafeico (18), rosmarinico (3) e clorogénico (16) foram quantificados pela
integracdo das areas dos cromatogramas a 290 nm e por comparacdo com curvas de

calibracdo construidas com compostos padrao.

4.2. RESULTADOS

4.2.1. Quantificacéo da Parviflorona D

A quantidade de parviflorona D nos extractos foi estimada por HPLC-DAD, usando
uma curva de calibragcéo de construida a partir de uma amostra auténtica.

As quantidades de parviflorona D (1) obtidas por extrac¢cdo aquosa e extraccdo com
fluidos supercriticos foram muito baixas (1-2.4 pg/mg). Pelo contrario, nos extractos
acetdnicos atingiram-se valores entre 137-166 pg/mg. O valor mais elevado foi obtido no

extracto de acetona preparado por ultra-sons (Tabela 3).

Tabela 3. Quantificagcéo por HPLC-DAD de parviflorona D em extractos de P. ecklonii (1 mg).

Solvente / Método de extraccéo Parviflorona D
(Hg/mg)

Acetona /maceracao 136,75

Acetona / ultrasons 166,10

Acetona / Fluidos supercriticos 2,22

Agua / Decocgéo 2,44

Agua / Infusdo 1,02

Agua / Microondas 1,18

Agua / Ultrasons 1,15

4.2.2. Quantificacdo dos &cidos cafeico, rosmarinico e clorogénico

Os écidos fendlicos (18), (3) e (16) foram quantificados pela integracdo das &reas
dos cromatogramas a 290 nm e por comparagdo com curvas de calibragdo construidas com

compostos padréo.
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Tabela 4. Quantificagcdo por HPLC-DAD dos acidos cafeico (Caf), rosmarinico (Rosm) e clorogénico
(Clor) nos extractos de P. ecklonii (concentracdo 1mg/ml).

SO'Vegfg’rg '(\:";gdo de Caf uM)  Rosm (uM)  Clor (uM)
Acetona / maceracao 3,89 43,86 9
Acetona/ ultrasons 5,27 14,33 5,54
Acetona / Fluidos supercriticos 0,78 0 0
Agua / Decocgéo 36,03 224,28 18,81
Agua / Infus&o 15,83 112,73 11,89
Agua / Microondas 20,8 183,86 15,66
Agua / Ultrasons 15,34 88,18 10,39

4.3. DISCUSSAO DE RESULTADOS

No presente estudo foram avaliados diferentes métodos de extraccdo. Para os
extractos acetonicos foram realizados os métodos de maceracao, ultra-sons e fluidos
supercriticos, e para os extractos aquosos 0s métodos de decoccéo, infusdo, microondas e
ultra-sons.

Em termos de rendimento, os resultados ndo mostraram diferencas marcadas entre
cada método de extracgdo (Tabelas 3 e 4), mas sim entre 0os solventes usados (acetona e
agua).

Na extraccdo da parviflorona D (1) os extractos acetonicos permitiram detectar
guantidades muito superiores (137-166 pg/mg) as obtidas por qualquer método aplicado nos
extractos aquosos. O valor mais elevado de parviflorona D (1) foi obtido no extracto
acetonico preparado por ultra-sons (Tabela 3).

Pelo contrario, na extraccdo dos acidos hidrocindmicos, os resultados mostram
claramente que teores mais elevados de compostos foram obtidos com o solvente mais
polar, ou seja, a agua. Das técnicas aplicadas, a decocc¢éo foi a que permitiu detectar
maiores quantidades de compostos, o que esta de acordo com o descrito na literatura
(Gomes et al., 2012).

O &cido rosmarinico (3) é sem duvida o composto predominante nos extractos
aquosos de P. ecklonii. Neste caso, a quantidade de (3) detectada pelo método de decoccéo
(224,28 uM) foi cerca de seis vezes superior a quantidade de acido cafeico (18) (36,03 uM)

detectado pelo mesmo método (Tabela 4).
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V. CONCLUSOES GERAIS

Com a crescente aceitacdo da medicina tradicional como uma forma alternativa de

cuidados de salde, surgem também novas exigéncias. E necessaria uma triagem dos
compostos que permita elucidar quais os compostos realmente responsaveis pelas
actividades biol6gicas de modo a validar cientificamente os usos populares das plantas.
O género Plectranthus, pelas suas diversas aplicagbes etnobotanicas e pelos diversos
efeitos apresentados (antimicrobiano, antioxidante, anti-inflamatério e antitumoral), tem sido
sugerido como uma fonte promissora para a descoberta de compostos bioactivos. Nesse
sentido, o isolamento dos metabolitos secundarios das espécies Plectranthus é muito
importante visto que, s6 conhecendo a origem das propriedades terapéuticas das plantas se
podera garantir uma utilizacdo eficaz e segura.

Para esta dissertacao, foi escolhida a espécie Plectranthus ecklonii Benth. pois é
uma planta alvo de varios estudos em vigor no CBIOS. Numa primeira parte desta
dissertagdo, enumeram-se 0s vinte e oito compostos isolados até a data no Plectranthus
ecklonii, o tipo de extracto em que foram isolados e as bioactividades estudadas (Tabela 1).
Tal como verificado em outras espécies de Plectranthus estudadas ao longo dos anos, as
classes predominantes sao terpenos e compostos fenolicos.

Atendendo ao facto de os principais compostos desta espécie serem a parviflorona
D (1) e o &cido rosmarinico (3), posteriormente, procedeu-se a um estudo de quantificacédo
por HPLC-DAD da parviflorona D (1) e dos &cidos fendlicos rosmarinico (3), cafeico (18) e

clorogénico (16), conforme descrito no capitulo IV.

Dos oito diterpenos identificados no P. ecklonii, quatro sdo diterpenos com
esqueleto abietano (1, 2, 9 e 27), dois sdao triterpenos (12 e 13) e dois sado esterodis (14 e 15).

No que refere a compostos fendlicos, foram isoladas doze flavonas (19-24, 26 e 28-
31) e uma flavanona (25), além do acido cafeico (18) e de quatro derivados deste (3, 4,5 e
16). A literatura reporta o acido rosmarinico (3) como sendo o composto predominante nos
extractos aquosos do P. ecklonii, o que foi confirmado pelo estudo de quantificagédo levado a
cabo neste trabalho (Tabela 4).

Os estudos fitoquimicos que tém sido relatados com o P. ecklonii indicam ainda o
isolamento de duas orto-quinonas isoméricas, as ecklonoquinonas A (33) e B (34) (Uchida et
al., 1980), as quais ndo foram alvo de andlise neste trabalho por néo ter sido encontrada na
literatura referéncia a quaisquer bioactividades por elas exercidas.

Embora os estudos realizados com esta espécie tenham incidido sobretudo na

accao antimicrobiana dos seus constituintes, todos os compostos j& demonstraram possuir
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outras bioactividades, nomeadamente antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral e por isso
se procedeu ao levantamento das principais propriedades avaliadas e atribuidas aos
diferentes constituintes do P. ecklonii. Os estudos citados foram maioritaria e
preferencialmente seleccionados de acordo com a sua realizacdo em outras espécies de
Plectranthus ou com espécies da familia Lamiaceae.

A actividade antimicrobiana atribuida as parviflorona D (1) e F (2) podem validar
muitas das aplica¢fes tradicionais do Plectranthus ecklonii, nomeadamente:

v/ 0 seu uso no tratamento de distirbios gastrointestinais na Africa do Sul, pode
estar relacionado com a actividade destes compostos contra a Escherichia coli (Nyila, 2010);

v 0 uso de folhas da planta em problemas relacionados com a tuberculose
(sintomas respiratérios, dor torécica e tosse), que pode dever-se a actividade inibitéria do
crescimento da Mycobacterium tuberculosis apresentada pela parviflorona D (1) (Nyila et al.,
2009);

v a inibicdo do crescimento do Staphylococcus aureus (Nyila et al., 2009; Sim&es
et al., 2010) pela parviflorona D (1), incluindo estirpes MRSA, talvez possa justificar o uso

das partes aéreas da planta no Zimbabwe para doencgas de pele (Lukhoba et al., 2006).

Esta actividade antibacteriana contra espécies de Staphylococcus néo é exclusiva
da parviflorona D (1) (Sim&es et al., 2010), tendo sido reportada também para a flavona
apigenina (19) e para os acidos ursolico (12) (Zaletova et al., 1986) e oleandlico (13) (Sun et
al., 2006). O uso destes acidos triterpénicos é ha muito recomendado no Japdo como
terapéutica no cancro da pele, existindo inclusive preparagcdes cosméticas patenteadas de
caracter preventivo (Liu, 1995).

Ainda no que se refere a aplicacdes tradicionais, o Plectranthus ecklonii € uma das
plantas usadas para tratar os sintomas associados a infeccdo por listeriose. De facto, quer o
extracto de acetato de etilo de P. ecklonii quer os compostos (1) e (2), apresentaram
actividade na ruptura do biofilme de Listeria monocytogenes (Nyila, 2010). Contudo, devem
ser realizados mais estudos antes de se concluir sobre o seu potencial ha remocéo efectiva
do biofilme listeriano de superficies contaminadas.

As infec¢Bes causadas por protozoarios parasitas, como por exemplo a malaria
causada por espécies Plasmodium, estdo entre as chamadas ‘doencas tropicais
negligenciadas’ que afectam mais de um bilh&o de pessoas em todo o mundo, e para as
quais a busca de novos medicamentos € uma necessidade urgente. Fontes naturais, como
as plantas e os seus metabolitos podem desempenhar um papel importante nesta area.

As parvifloronas D (1) e F (2) isoladas a partir das folhas do P. ecklonii por Van Zyl

et al. (2007) exibiram actividade antiplasmddica e capacidade de inibicdo da formacao da R3-
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haematina. A parviflorona F (2) foi tdo activa quanto o antimalérico cloroquina e, a
semelhanga da parviflorona E (9), mais eficaz que a quinina. A natureza lipofilica dos
diterpenos abietanicos permite-lhes atravessarem facilmente as membranas eritrocitarias e
parasiticas, contudo, a baixa especificidade destes compostos para o parasita da malaria,
pde em causa 0 seu emprego no desenvolvimento antimalaricos, embora os autores nao
descartem completamente esta possibilidade. Bero et al. (2009), por exemplo, sugerem que
o diterpeno sugiol (27) constitui um promissor agente antimalarico.

Os extractos aquosos (Figueiredo et al.,, 2010) e metandlicos (Figueiredo et al.,
2014) de P. ecklonii apresentaram ainda efeito inibitorio sobre os factores de viruléncia das
duas principais espécies cariogénicas em humanos, Staphylococcus mutans e S. sobrinus.
A existéncia de compostos fendlicos nestes extractos, nomeadamente a presenca de acido
rosmarinico (3), foi a justificagdo apontada pelos autores para o efeito inibitério sobre a GTF,

sugerindo a importancia da espécie P. ecklonii na prevencao de doencas orais.

Todos os diterpenos isolados no P. ecklonii demonstraram actividade antioxidante.

v" A parviflorona D (1) isolada a partir de Plectranthus ecklonii demonstrou
actividade anti-radicalar dose-dependente (Rijo et al., 2009), propriedades antioxidantes
equivalentes ao BHT mas inferiores a quercetina, outros dois antioxidantes sintéticos.

v" As parvifloronas F (2) e E (9), isoladas das folhas de Plectranthus nummularius
Briq., apresentaram capacidade de captacdo do radical DPPH superior a do a-tocoferol
(Narukawa et al., 2001).

v/ O sugiol (27) apresentou actividade antioxidante e de eliminacdo de radicais
livres (DPPH, NO, superéxido e radicais livres hidroxilados) significativa e dependente da
concentracdo (Bajpai et al., 2014).

O potencial antioxidante também é uma das actividades farmacolégicas atribuidas
ao acido oleandlico (13), por ser um captor de radicais livres devido, entre outros factores, a
sua capacidade sequestradora de ROS.

A actividade antioxidante dos flavondides deve-se sobretudo a sua capacidade de
recaptacdo de radicais livres e de quelar metais (Bilto et al., 2012), bem como aos seus
efeitos na sinalizacdo celular e na expressao génica (Soobrattee et al., 2005).

v O acido cafeico (18) actua particularmente bem como dador de atomos de
hidrogénio (Balasundram et al., 2006).

v' O &cido rosmarinico (3) protege os neurénios do stress oxidativo, mostrando
potencial aplicacdo em doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e doenca
de Huntington (Bhatt et al., 2013).
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v" A nepetoidina B (5), isolada a partir dos extractos aquosos das folhas de P.
ecklonii (Grayer et al., 2003), demonstrou possuir uma potente actividade captadora de
radicais livres, inclusive superior a dos acidos rosmarinico (3) e cafeico (18).

v A actividade antioxidante da luteolina (20) e do seu glucosido luteolina-7-O-R3-
glucosido (30) pode estar associada com a capacidade destes compostos para sequestrar
ROS e espécies reactivas de azoto (Lépez-Lazaro, 2009), e ambos actuam como dadores
de hidrogénio e quelantes de ides metalicos (Brown & Rice-Evans, 1998);

v" A flavona apigenina (19) além de doar hidrogénio e quelar iBes metalicos,
também inibe a xantina oxidase e a monoamina oxidase, duas importantes enzimas
produtoras de ROS (Lin et al., 2002).

v' A salvigenina (23) evidencia uma actividade antioxidante preventiva,

possivelmente relacionada com absorgéo de luz UV (Gaspar-Marques, 2006).

Em termos de actividade anti-inflamatoria, dos diterpenos existentes no P. ecklonii,
apenas o sugiol (27) reportou efeito ao inibir eficazmente a producdo das citocinas pro-
inflamatdrias prolL-18, IL-18 e o TNF-a (Chao et al., 2005).

O acido cafeico (18) tem demonstrado possuir propriedades anti-inflamatérias dado
ser um inibidor selectivo da 5-LOX e portanto, da biossintese dos leucotrienos (Koshihara et
al., 1984). Também inibe proteino-cinases e a activagdo do NF-kB, diminuindo o NO, iINOS
(Yang et al., 2013) e a producdo de PGE2 (Nardini et al., 2001).

A apigenina (19) apresentou forte actividade anti-inflamatoria através da inibi¢cdo da
producdo de NO e iINOS, e inibicdo da expressdo da COX-2 (Choi et al., 2014). A inibic&do da
producdo de iINOS e NO € também atribuida a luteolina (20). A apigenina (19) e a luteolina
(20) inibem ainda a IL-5, que desempenha um papel importante na inflamacdo alérgica
associada a eosinofilia (Packer et al., 2004).

Efeitos anti-tumorais tém também sido atribuidos a alguns dos constituintes de P.
ecklonii, em particular, aos acidos triterpénicos ursoélico (12) e oleandlico (13). Diversos
estudos sustentam o seu efeito no tratamento de cancro da pele (Liu, 1995; Muto et al.,
1990), cancro colorectal (Andersson et al., 2003; Shan et al., 2009) e leucemia nao- linfatica
(Liu, 1986). O acido ursodlico (12) foi também proposto como potencial agente
quimiopreventivo no cancro metastatico da mama (Yeh et al., 2010).

Foi descoberto que as flavonas luteolina (20) e a apigenina (19), inibem a
proliferacdo de diversas células, normais e tumorais, derivadas de quase todos os tecidos
(Packer et al., 2004).

A apigenina (19) mostrou ser um poderoso inibidor da proliferacdo celular e da

angiogénese nas células endoteliais humanas; inibiu o crescimento de células humanas de
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carcinoma cervical (HeLa) (Zheng et al., 2005), o que sugere potencial no desenvolvimento
de um agente preventivo do cancro do colo do Gtero. Mais recentemente, outro estudo
confirmou esta accdo quimiopreventiva da apigenina, desta vez no tratamento do cancro
pancreatico, por inibicdo da activacdo do NF-KB (Wu et al., 2014).

Tem havido muitos estudos no sentido da aplicacdo dos flavonéides como agentes
anti-tumorais e radiosensibilizadores. O cirsiliol (26) por exemplo, foi recentemente
investigado como possivel radiosensibilizador no cancro do pulméo de ndo-pequenas
células (NSCLC) (Kang et al., 2013)

A literatura indica que os terpendides e, em particular, alguns diterpenéides podem
ter actividade anti-acetilcolinesterase, a enzima que catalisa a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) (Dvir et al., 2010). Os primeiros diterpenos a serem reconhecidos como
inibidores da AChE foram duas orto-quinonas diterpénicas, a dihidrotanshinona (36) e a
criptotanshinona (37), isoladas da Salvia miltiorrhiza (Ren et al., 2004). Dentro da familia
Lamiaceae, ha ainda relatos de diterpenos ent-kaurenos isolados da Sideritis arguta com
actividade anticolinesterase (Ertas et al., 2009).

Nao foram encontradas na literatura referéncias ao efeito inibitério da AChE por
parte dos diterpenos isolados no P. ecklonii. Contudo, esta espécie j& demonstrou possuir
actividade inibitéria da AChE (Gomes et al., 2012). Embora os autores tenham relacionado
as actividades observadas com a presenca dos acidos fendlicos (3), (18) e (16), mais
estudos devem ser realizados de modo a confirmar quais os compostos envolvidos nesta
actividade.

Actualmente, a terapia mais eficaz para a doenga de Alzheimer consiste no
aumento dos niveis de acetilcolina através da inibicdo da actividade da AChE (Falé et al.,
2009). Novos inibidores da AChE podem contribuir para a concepc¢ao de novos farmacos e
fornecer informacgdes destinadas a facilitar a compreensédo da interacgdo entre a enzima e
os inibidores (Ren et al., 2004).

As plantas sé@o de entre as fontes naturais a mais predominante na obtencdo de
novas substancias quimicas bioactivas. O seu metabolismo secundério produz uma riqueza
imensuravel de estruturas quimicas que tém sido e continuardo a ser uma fonte de novos
farmacos.

No passado, a descoberta de compostos bioactivos a partir de plantas era
demorado e complexo mas hoje, com o desenvolvimento de técnicas automatizadas de alta
eficiéncia (HPLC, LC-MS, RMN, etc.), a velocidade ja n&o constitui um passo limitante na

descoberta de novos farmacos. Assim, porque nao aproveitar o que a natureza nos da?!
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