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“E fazendo que se aprender a fazer

aquilo que se deve aprender a fazer”

Avristoteles
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RESUMO

Os produtos naturais s3o uma fonte importante de novos compostos com usos
terapéuticos. O estudo e isolamento de novos produtos de origem natural pode,
consequentemente, desencadear o desenvolvimento de novos farmacos.

Neste trabalho foi realizada a preparagdo de extratos de duas espécies de plantas,
Plectranthus venteri van Jaarsv. & Hankey e P. madagascariensis (Pers.) Benth, ambas
pertencentes a familia Lamiaceae.

Na espécie P. venteri foi preparado o seu extrato aceténico por um método de
ultrasons e determinado o seu rendimento (n=1,15%, m/m). A toxicidade geral do extrato
foi determinada recorrendo ao ensaio da Artemia salina L. (LC=46,78%). Por tltimo, foi
avaliada a sua atividade antioxidante, pelo método espetrofotométrico de DPPH (AA=
3%).

Na espécie P. madagascariensis foi obtido o 6leo essencial cujo isolamento por
cromatografia a seco originou o abietano 6,7-dehidroroileanona (DeRoy, n= 47,28%).
Recorrendo ao modelo da 4. salina L., o composto isolado demonstrou toxicidade geral
(LC=36,48%).

Estudos futuros devem ser concretizados com base no diterpeno de esqueleto
abietano, DeRoy, de modo a dar continuidade a esta pesquisa para a descoberta de novos

compostos com atividade bioldgica de interesse.
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ABSTRACT

Natural products are an important source of new compounds with therapeutic
uses. The study and isolation of natural products can trigger the discovery of new drugs.

Two Plectranthus genus species were used in this project, P. venteri and P.
madagascariensis, both belonging to Lamiaceae family.

The acetonic extract of the specie P. venteri was prepared by an ultrasonic
extraction method (yield= 1,15%, w/w). The general toxicity of the extract was
determined using the Artemia salina model (LC=46,78%). Lastly, its antioxidant activity
was evaluated by the DPPH method (AA= 3%)).

The essential oil was obtained from P. madagascariensis and the following
isolation of the abietane 6,7-dehydroroyleanone (DeRoy, yield= 47,28%) by Dry-flash
chromatography was performed. Using Artemia salina model, the isolated compound
showed general toxicity (LC= 36,48%).

In order to give continuity to this research, futures studies should be made based
on this DeRoy molecule, for the discovery of new compounds with interesting biological

activity.
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I- INTRODUCAO
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I.1. PLANTAS COMO FONTE DE NOVOS FARMACOS

A natureza ¢ uma fonte atrativa para o desenvolvimento de novos compostos
terapéuticos, devido a enorme diversidade quimica que se encontra em espécies de plantas,
animais, organismos marinhos e microrganismos. A diversidade quimica de muitos dos
organismos vivos reflete o impacto da evolucdo na selecdo e conservagdo de mecanismos de
autodefesa, utilizados para afastar ou destruir predadores (Da Rocha, Lopes, & Schwartsmann,
2001).

Cerca de 80% dos farmacos anticancerigenos utilizados na medicina moderna sdo
produtos naturais, derivados ou inspirados em produtos naturais. O desenvolvimento de novos
produtos a partir de fontes naturais pode ser uma barreira, em comparagdo com o0
desenvolvimento a partir de produtos sintéticos. Para um composto natural tem de se obter uma
quantidade suficiente de amostra para ser estruturalmente identificado e isolado o principio
ativo de interesse. O que se torna numa tarefa dificil e morosa, tal como a sintese para obter
quantidades necessdarias. Estas barreiras tornaram-se evidentes em compostos como o paclitaxel
e docetaxel que foram e continuam, atualmente a serem fundamentais no tratamento de diversos
tipos de cancro (Akaberi, Mehri, & Iranshahi, 2015; Da Rocha et al., 2001).

Atualmente, a sintese total foi alcangada e principalmente a semi-sintese ja ndo ¢ um

entrave ao desenvolvimento de novos compostos (Da Rocha et al., 2001).

I.1.1. PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ANTINEOPLASICA

As substancias de origem natural com aplicacdo medicinal com estrutura quimica de
elevada complexidade inviabilizam, de forma geral, a sua obtencdo semi-sintética.

Entre os anos 1960 e 1971, foram identificadas e isoladas amostras de planta Taxus
brevifolia Nutt da familia Taxaceae, designadas de “taxol” (Pessoa, 2013).

Ap6s os primeiros estudos realizados ao novo agente antineoplasico foi questionada a
viabilidade da sua exploragdo. Este composto obtido da casca de teixo €, no entanto, um recurso
finito. Também o baixo rendimento de isolamento impedia a progressdo da aplicabilidade
clinica, uma vez que eram necessarios mais de 27 000 kg de cascas para a obtencdo de 1,9 kg

de Taxol® (Maciel, Gomes, E. S.; Pinto, Célus, & N. S. S.; Grynberg, N. F.; Echevarria, 2007).
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Tronco Taxus brevifolia (1) Arilos (maduro e imaturo) e
folhagem de Taxus baccata

Figura 1- Tronco de Taxus brevifolia (1), Taxus baccata (2), Arilos (maduros e imaturos) e folhagem de Taxus
baccata (3). [adaptado de Powell, D. (Bugwood.org); https://pt.wikipedia.org/wiki/Taxus baccata, visitado a
30/01/2020]

Em 1988, chegou-se ao docetaxel, andlogo semissintético derivado das folhas do
pinheiro inglés Taxus baccata, que apresentava o esqueleto basico e as mesmas funcionalidades
do Taxol®. O paclitaxel (Taxol®) ¢ um diterpeno biologicamente ativo com potente acao
antineoplasica. O seu efeito anti-mitdtico interfere com o funcionamento dos microtubulos,
conduzindo ao bloqueio do ciclo celular e, consequentemente, a morte celular por apoptose.
Este farmaco, juntamente com o seu derivado, docetaxel, pertencem ao grupo
farmacoterapéutico designado de citotoxicos (Ladeiras D, Monteiro C, Pereira F, Reis C,

Afonso C, 2016).
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OH

Paclitaxel (1) Docetaxel (2)

Figura 2- Estrutura do Paclitaxel (1) e do Docetaxel (2). [adaptado de (Borozan, 2018)]

Atualmente sdo citostaticos de uso clinico no tratamento de varios tumores, tais como:
cancro do ovario, mama, pulmao de ndo-pequenas células, cabega, pescoco e, também, no

sarcoma de Kaposi’s. (Pessoa, 2013)

I.2. GENERO PLECTRANTHUS

O género Plectranthus foi descrito pela primeira vez pelo botanico francés L’ Héritier,
em 1788. Este género pertence a familia Lamiaceae. Atualmente, estima-se que existam mais
de 300 espécies identificadas e distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais de Africa,
Madagascar, India, Australia e algumas ilhas do Pacifico (Matias, Nicolai, Fernandes, et al.,
2019; P. D. de M. Rijo, 2010). A familia Lamiaceae pertence também géneros como a Salva
(Salviae) e a Menta (Mentha) que apresentam grande diversidade de usos etnobotanicos (P. D.
de M. Rijo, 2010).

Este género de plantas ¢ utilizado tradicionalmente no tratamento de doengas do sistema
respiratdrio, trato gastrointestinal, sistema nervoso, dor, problemas dermatologicos e diferentes
tipos de cancro. Tudo isto ¢ possivel devido as suas propriedades medicinais com agdes
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatdria e citotoxica (Gaspar-Marques, Rijo, Simdes,
Duarte, & Rodriguez, 2006; Gurgel et al., 2009; Kubinova et al., 2014; Lukhoba, Simmonds,
& Paton, 2006; Marques et al., 2002).

A designacdo Plectranthus significa spurflower (plectron= espordo, anthos= flor),

referindo-se ao espordo caracteristico na base do tubo da corola do primeiro Plectranthus

11
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descoberto do género Plectranthus fruticosus. O nome ndo corresponde a todo o género, visto
que poucos sdo os Plectranthus que apresentam estas caracteristicas. Facto que L Heritier
desconhecia em 1788, quando descreveu a planta (Rice, Brits, Potgieter, & Van Staden, 2011).

Algumas das espécies de Plectranthus sao de dificil identificacdo, devido a escassez de
critérios morfoldgicos bem definidos para descrever as inumeras espécies do género. Para além
disso, h4 inumeros problemas taxondémicos na nomeacgao de espécies, resultando em espécies
colocadas em géneros diferentes, intimamente relacionados, designados de Coleus. (Lukhoba
et al., 2006)

Estudos outrora realizados na éarea da fitoquimica demonstraram, em algumas espécies
de Plectranthus, a presenga de uma elevada quantidade de diterpenos quinonas, roileanonas e
triterpenos. Os principais compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana e antioxidante

presente nestas espécies sdo os triterpenos (Borozan, 2018; Patricia Rijo et al., 2012).

1.3. DITERPENOS

Os diterpenos sdo compostos naturais que constituem a segunda maior classe de
terpenos. Estruturalmente, sdo constituidos por um esqueleto de hidrocarboneto com vinte
atomos de carbono, que corresponde a quatro unidades de isopreno. Conhecem-se mais de dois
mil compostos, pertencentes a cento e trinta tipos esqueléticos diferentes. A diversidade de
ciclizacao (aciclicos ou lineares, biciclico, triciclico, tetraciclico, pentaciclico e macrociclico)
do esqueleto de hidrocarbonetos, juntamente com uma ampla gama de grupos funcionais de
oxigénio (carbonilos, epoxidos, quinonas, hidroxilos, acidos e derivados de acidos) convergem
na multiplicidade de fatores farmacoldgicos dos diterpenos (Garcia, Teodosio, et al., 2019; P
Rijo, Faustino, & Simdes, 2013).

Na familia Lamiaceae, os diterpenos podem ser divididos em noventa e um esqueletos
diferentes. O interesse no isolamento destes compostos tem um aumento decorrente da sua
atividade bioldgica, fun¢do taxondmica, fung¢do ecoldgica e utilizagdo para sintese. O principal
diterpeno presente nas diversas espécies de Plectranthus é o esqueleto de abietano. Todavia,
existem outros esqueletos como labdano, clerodano, halimano, kaurano, pimarano e beierano

(Figura 3) (Borozan, 2018; P. D. de M. Rijo, 2010).

12
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Figura 3- Esquema da via metabolica de formagao dos tipos de diterpenos mais comuns. [adaptado de (P. D. de

M. Rijo, 2010)

1.3.1. DITERPENO DE ESQUELETO ABIETANO

Os diterpenos podem ser divididos em dois grupos distintos. O primeiro grupo tem na
primeira etapa de formacao o ido pirofosfato, enquanto que o segundo grupo ¢ formado por
ciclizacdes, sem recurso ao ido pirofosfato (Taveres, 2019).

Os esqueletos abietano sdo metabolitos secundarios diterpénicos triciclicos e sdo os
mais vulgarizados na familia Lamiaceae. Estes sdo recorrentemente isolados de espécies de
Plectranthus spp (P Rijo et al., 2013).

Os diterpendides de abietano ou os seus derivados apresentam um vasto espectro de
atividades bioldgicas, tais como, anti-inflamatoria, antiviral, antimicrobiano, efeito
gastroprotetor e, sobretudo, atividade antiproliferativa das linhas celulares de tumores humanos

(Areche C, Schmeda-Hirschmann G, Theoduloz C, 2009).

13
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Devido as propriedades bioldgicas demonstradas, o esqueleto abietano tem um elevado
potencial medicinal e farmacologico para o desenvolvimento de novos farmacos, sendo, por

isso, dos mais estudados (Abdel-Mogib, Albar, & Batterjee, 2002).

1.3.1.1. ROILEANONAS

As roileanonas sdo diterpenos do tipo abietano com uma fra¢ao hidroxi-para-quinona
(Figura 4). Foram assim denominados, em 1962, ap6s o isolamento de um pigmento de cor
amarela, derivada da planta /nula Royleana.

Geralmente, as roileanonas apresentam um anel C quinoide, um anel B oxidado e podem
também ter um anel A oxidado. Os grupos funcionais hidroxil- e carbonil- encontram-se
habitualmente em Ci1, C7 e Cs (Garcia, Teododsio, et al., 2019; Ladeiras D, Monteiro C, Pereira

F, Reis C, Afonso C, 2016).

Figura 4- Estrutura molecular da Roileanona. [retirado de (Borozan, 2018)]

A presenga do cromodforo 12-hidroxi-11, 14-p-benzoquinona no anel C do esqueleto de
abietano ¢ responsavel, principalmente, pelo seu pigmento natural (Garcia, Teodosio, et al.,
2019; Ladeiras D, Monteiro C, Pereira F, Reis C, Afonso C, 2016).

Sabe-se, também, que a capacidade de as quinonas induzirem citotoxicidade exige a sua
bioativagdo, através da reducdo de um eletrdo. Este, corresponde aos radicais livres da
semiquinona, sendo o processo mediado por diversas enzimas (Ferreira, Candeias, Simdes,

Nascimento, & Cruz Morais, 1997; Garcia, Teodosio, et al., 2019).
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1.4. PLECTRANTHUS VENTERI

Plectranthus venteri Van Jaarsv. & A. Hankey foi descrita pela primeira vez por Ernst
van Jaarsveld e A. Hankey, em 1997. O nome atribuido a espécie foi em homenagem a Fanie
Venter, botanica e ecologa que coletou a espécie em Sekhukhuniland, na provincia de Limpopo.

P. venteri ¢ muito distinta de outras espécies de Plectranthus spp. € € improvavel que

seja confundido com outras.

Figura 5- Flores e folhagem de P. venteri. [adaptado de (McQuillan, 2018)]

A presente espécie caracteriza-se por ser um arbusto ereto, multistematico e aromatico
com 0,3 a 0,6 m de altura e at¢ 1 m de didmetro. Todo o arbusto é coberto por pélos que
impedem a entrada de insetos e, quando tocados, estes secretam 6leos etéreos que libertam um
intenso aroma. As folhas tém uma atraente forma triangular com margens lobadas ou
dissecadas. Desde o final do verdo até ao outono exibe flores de coloracdo malva a violenta. A
sua corola ¢ tubular, com uma ligeira curvatura e tem cerca de 8 a 10 mm de comprimento. As
sementes podem apresentar coloragio castanho escuro a preto. E uma planta de crescimento
rapido e com uma longa vida. Tradicionalmente, ¢ conhecida por ser um bom repelente de

insetos (McQuillan, 2018).

No trabalho de Johanna E. Maree et al., sobre acetofenonas bioativas da P. venteri, foi
investigada a quimica desta espécie a partir de extratos diclorometanicos das partes aéreas de
P. venteri. Foram isolados duas acetofenonas, ja anteriormente conhecidas de produtos naturais:

2-hidroxi-3,4,5,6-tetrametoxi-acetofenona (1) ¢ 2-hidroxi-4,5,6-trimetoxi-acetofenona (2).
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Demonstrou uma notavel atividade inibitéria contra a transferéncia de plasmideo
bacteriano IncW R7K, num ensaio de inibi¢do de transferéncia de plasmideo bacteriano (Maree

etal., 2014).

Figura 6- Estrutura quimica dos compostos 2-hidroxi-3,4,5,6-tetrametoxi-acetofenona (1) e 2-hidroxi-4,5,6-

trimetoxi-acetofenona (2). [adaptado de (Maree et al., 2014)]
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I.5. PLECTRANTHUS MADAGASCARIENSIS

Plectranthus madagascariensis (pers.) Benth. foi recolhida pela primeira vez em 1775,
por Philibert Commerson nas Mauricias. O seu nome cientifico madagascariensis, significa “de

Madagascar” (Harrower, 2014). Atualmente, encontra-se espalhada por todo o mundo.

Figura 7- Flores e folhagem de P. madagascariensis. [adaptado de (Harrower, 2014)]

A espécie P. madagascariensis ¢ considerada uma erva aromatica, utilizada
tradicionalmente no tratamento de doencas respiratdrias e cutdneas. A sua utilizagcdo pode ser
feita de duas formas distintas, através da maceracao da folhagem da planta usada no tratamento
de sarna e pequenas feridas e, recorrendo a infusdo de planta inteira, ¢ utilizada no tratamento
de tosse, asma e gripes (Borozan, 2018).

Os diterpenos do tipo abietano de Plectranthus spp. apresentam atividade
antimicrobiana. Para além desta atividade, os extratos acetonicos de P. madagascariensis
demonstraram, também, capacidade antioxidante e repelente de insetos.

Em estudos anteriormente realizados foi descoberto que o componente maioritario no
6leo essencial, o diterpeno abietano 6a, 7B-dehidroileanona (Figura 8) demonstra propriedades
citotoxicas. Este composto ¢ facilmente identificado devido a sua cor caracteristica laranja-

avermelhada (Garcia, Ntungwe, et al., 2019; Matias, Nicolai, Fernandes, et al., 2019).
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Figura 8- Estrutura quimica do composto maioritario do extrato de P. madagascariensis: 7,6

dehidroileanona. [adaptado de (Garcia et al., 2018)]

No estudo de Diogo Matias et al., sobre a atividade citotdxica de roileanonas na espécie
P. madagascariensis, foi demonstrado a atividade citotoxica dos principais compostos
identificados, acido rosmarinico e diterpenos do tipo abietano 7a, 6p-dehidroroileanona, 7a-
formiloxi-6B-hidroxi-hidroileanona, 7a-acetoxi-6B-hidroxi-leanona e coleon U em linhas
celulares de cancro humano, incluido cancro da mama (MDA-MB-231, MCF-7), cancro do
colon (HCT116) e cancro do pulmao (NCI-H460, NCI-H460 / R). Evidenciou, também,

atividade citotoxica em células saudaveis do pulmao (MCR-5).

OH
(e] OH OH
o XN
A (0]
HO
OH

1) @R=H ©)
(3)R=CHO
(4) R = COCH,

Figura 9- Estrutura quimica dos principais compostos do extrato de P. madagascariensis: Acido rosmarinico
(1), 7 0,6 B -dehidroileanona (2), 7a-formyloxy-6B-hydroxyroyleanone (3), 7a-acetoxy-63-hydroxyroy-leanona
(4) e coleon U (5). [adaptado de (Matias, Nicolai, Saraiva, et al., 2019)

Os varios extratos de P. madagascariensis foram preparados através da utilizacdo de diferentes
solventes como acetona, metanol e CO; supercritico e, recorrendo a diversas técnicas de
extragdo como maceragdo, ultra-extracdo fluida assistida por som e supercritica (Matias,

Nicolai, Saraiva, et al., 2019).
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No trabalho de Catarina Garcia et al., sobre a pesquisa de citotoxicidade de extratos de
Plectranthus, foi avaliado a toxicidade preliminar de um extrato de Plectranthus
madagascariensis através da realizacdo do teste de letalidade em Artemia salina L. (LC=9,67%
a 100 pg/mL). O método de toxicidade geral em A. salina L. foi testado segundo o método de

Zhang et al. 2012, com ligeiras alteragdes.

Extratos acetonicos Mortalidade (%) a Concentracao LCso

de 100 ppm (ng/mL)
P. madagascariensis var “Lynne” 9,67 +0,93 91,7
DMSO 22,50+ 3,54 N.A.

N.A. —Nao se aplica
Tabela 1- Resultados da toxicidade geral LCso (ug/mL) em A. salina dos extratos acetonicos selecionados de P.

madagascariensis.

Este estudo reiterou o potencial interesse nestas espécies, mas também determinou a origem da
atividade biologica em certos componentes, tais como, no abietane diterpeno de Pavifloron D

(Garcia, Ntungwe, et al., 2019).

1.6. ARTEMIA SALINA

Artemia salina, camarao de salmoura, € um microcrostaceo da ordem Anostraca (sem
carapaca) que vive em lagos e lagoas com elevada salinidade (60 a 300 ppt). Desde o periodo
Triassico que estes crusticeos sofreram poucas modificagdes. Apresentam um corpo
segmentado e ligado a apéndices que se assemelham a folhas. O seu tamanho pode variar
consoante o género feminino ou masculino, tendo entre 8-10 mm nos adultos machos e 10-12
mm nas fémeas. Produzem ovos que tem a capacidade de flutuar na 4gua e que podem evoluir
para nauplios (4. salina jovem) ou, em caso de condigdes desfavoraveis, evoluir para cistos
(forma de vida dormente) que conseguem sobreviver até¢ 80 anos em condigdes extremas
(Dumitrascu, 2011; Lagarto Parra, Silva Yhebra, Guerra Sardifias, & Iglesias Buela, 2001; R.
Hamidi, Jovanova, & Kadifkova Panovska, 2014).

A. salina ¢ um modelo de crustdceo muito importante utilizado na avaliagdo preliminar
da toxicidade geral de varios compostos, entre eles, extratos de plantas, pesticidas, toxinas

fungicas, nanoparticulas inorganicas e materiais dentdrios. Este invertebrado pode ser usado em
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duas fases da vida para a realizagdo dos testes: como néduplios e no estado adulto (Dumitrascu,
2011).

O ensaio de toxicidade consiste na letalidade de camardes de salmoura na presenca de
compostos bioldgicos e/ou quimicos, através da estimativa da dose letal para 50% de uma
populacao (LCso). Este ensaio permite, desta forma, um teste simples e financeiramente
acessivel para a triagem de toxicidade, apresentando resultados altamente reprodutiveis e
precisos, uma vez que a A. salina possui um ciclo de vida curto (4 semanas) (Anaya-Esparza et

al., 2019; Vitorino, Mantovanelli, Zanotto, & Espdsito, 2015).

Figura 10- Observacdo microscopica de A. salina L. adulto (macho e fémea). [adaptado de Dumitrascu, 2011]

Estes crustaceos sdo reguladores hipo- e hiperosmdticos capazes de manter as
concentragdes de ides de hemolinfa dentro dos limites estreitos aquando de uma salinidade
extrema de 0,26% de NaCl em salmouras supersaturadas (Ates, M.; Daniels, J.; Arslan, Z.;
Farah, 2011).

A técnica de bioensaio que utiliza o camarao de salmoura tem ultrapassado largamente
o método com camundongos, em termos de sensibilidade, simplicidade e precisdo (Rodriguez,

Teixeira, Salles, Vital, & Peixoto, 2012).

Deste modo, pode verificar-se o interesse nas plantas do género Plectranthus spp. que
originou o presente estudo. Adicionalmente este trabalho foi realizado em colaboragdo no

projeto de doutoramento de Catarina Garcia.
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II- MATERIAIS E METODOS
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II.1. REAGENTES

Solventes extratores (acetona, acetato de etilo, metanol e n-hexano) com grau analitico
e obtidos na Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha); DMSO da Merck (Darmstadt, Alemanha);
Acido ascérbico da Sigma-Aldrich; Sal com Artemia JBL; Ovos de Artemia JBL (JBL GmbH
e Co. KG, D- 67141 Neuhofen Alemanha); Silica gel 60 de alta pureza (1,09385,1000; malha
230-400; Merck KGaA 64271 Darmstadt, Alemanha); Mistura de acido sulfurico/metanol
(H2SO4/MeOH) para revelacao das placas de silica.

I1.2. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Aparelho de ultrasons (VWR); Papel de filtro Whatman N° 5 (Whatman Inc., Clifton,
NJ, USA); Evaporador Rotativo (Sigma-Aldrich, IKA® HBR 4 banho de aquecimento basico,
Essen, Alemanha); Cromatografia a seco 07734.1000 (Merck); Cistos de camardo salmoura
(obtidos da JBL GmbH e Co. KG, D-67141 Neuhofen Alemanha); Lampada UV-visivel (254
e 366 nm); Espetrofotometro (U-1500, Hitachi Instruments); Microscopio optico (OE, CETI
Bélgica); Microplacas de 24 pogos; Bomba de ar de aquério (HI-FLO Single® Type 4000);
Termostato AQUA LYTIC®.

I1.3. MATERIAL VEGETAL

As plantas P. madagascariensis e P. venteri foram obtidas através de estacas do Jardim
Botanico Nacional de Kirstenbosch (Cidade de Cape, Africa do Sul). Sendo, posteriormente,
cultivadas no Parque do Jardim Botéanico da Ajuda (Instituto Superior Agrario, Lisboa).

Os vouchers speciments foram depositados no Herbario Jodo de Carvalho e Vasconcelos
do Instituto Superior de Agronomia, Lisboa (ISA). As plantas estudas das espécies P.
madagascariensis e P. venteri apresentam, respetivamente, os vouchers 841/2007 e 652/2007.

O material vegetal utilizado foi recolhido entre Junho e Setembro de 2007 e Julho de
2007, respetivamente. Seco a temperatura ambiente e armazenado, protegido da luz e da

humidade.
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11.4. PLECTRANTHUS VENTERI

IL.4.1. PREPARACAO DO EXTRATO E ANALISE
CROMATOGRAFICA

O extrato foi preparado a 10% (m/v), através da utilizacdo do método de extra¢ao por
ultrassons (Ntungwe N et al., 2017; Patricia Rijo et al., 2014).

Cerca de 10 g de folhas e caules de planta seca foram trituradas em moinho e pesadas.
O procedimento de extracdao foi realizado em triplicado e utilizado o método de ultrasons
durante 60 minutos a, aproximadamente 25 °C, usado acetona. As suspensdes foram filtradas
através do uso de papel de filtro. No final de cada filtragdo, o solvente foi removido recorrendo
ao evaporador rotativo, a uma temperatura entre os 40 e os 50 °C (Ntungwe N et al., 2017;
Patricia Rijo et al., 2014).

Os extratos finais foram pesados e, de seguida, foram colocados em eppendorfs e

dissolvidos em DMSO, até perfazer uma concentragdo de 10 mg/mL (Ntungwe N et al., 2017).

Figura 11- Fases de preparacio do extrato.

O rendimento de extracdo foi calculado através da utilizacdo da seguinte férmula

descrita na Equac¢fo 1 (Ntungwe N et al., 2017).

composto obtido (g)

Equacéo 1: n (m/m)(%) = x 100

planta seca (g)

Para finalizar foi concretizada, através de TLC, a andlise cromatografica do extrato,

sendo visualizada ao comprimento de onda de 254 nm e 366 nm.
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11.4.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

I1.4.2.1. ENSAIO QUALITATIVO

A atividade antioxidante pode ser determinada por diversos métodos, sendo um dos
mais utilizados o método DPPH* criado por Tepe et al., 2005. Este método consiste na
capacidade dos extratos em recaptar radicais livres. O ensaio qualitativo ¢ um método de
rastreio rapido, realizado antes do ensaio quantitativo, com o intuito de se obter uma avaliagdo
preliminar da capacidade antioxidante dos compostos em estudo (Ntungwe N et al., 2017,
Patricia Rijo et al., 2012).

O DPPH ¢ um radical livre estavel, que ao reagir com um composto antioxidante, doa
o seu ido de hidrogénio e ¢ reduzido (Figura 12). Com esta reacdo ha uma mudanca de

coloracdo que pode ir de um purpura escuro até um amarelo claro (Patricia Rijo et al., 2012).

' O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

DPPH® (radical) DPPH (reduzido)

Figura 12- Esquema da reag@o que ocorre no método DPPH. [adaptado de (Teixeira, Gaspar, Garrido, Garrido,

& Borges, 2013)]

Os extratos com capacidade antioxidante (reduzir o radical DPPH) apresentaram
manchas amarelas contra um fundo purpura, sendo que quanto mais intensa foi a coloragdo

amarela, maior a atividade antioxidante do extrato (Patricia Rijo et al., 2012).
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11.4.2.2. ENSAIO QUANTITATIVO

O ensaio quantitativo foi realizado de forma a confirmar os resultados observados no
ensaio qualitativo. Para avaliar a atividade antioxidante total recorreu-se ao método
espetrofotométrico, que consistiu na monitorizagdo da diminui¢do da absorvancia do radical
DPPH, aquando da presenc¢a de antioxidantes (Ntungwe N et al., 2017).

O extrato acetonico foi testado a uma concentracdo de 1 mg/mL, sendo realizado em
triplicado. Foram utilizados 10 pL de solu¢do do extrato de planta (amostra) a 990 pL de
solucao de DPPH 0,2% (v/v) em metanol. As solu¢des foram incubadas durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A absorvancia foi medida ao comprimento de onda de 517 nm, sendo a
amostra lida contra o correspondente branco. A atividade antioxidante foi calculada através da

(Equacio 2) (Ntungwe N et al., 2017; Patricia Rijo et al., 2014).

A DPPH — Aamostra
ADPPH

Equaciio 2: AA (%) = [ ]x 100

Sendo AA, a atividade antioxidante expressa em percentagem, Apppu a absorvancia do
ensaio controlo do DPPH contra o branco e Aamostra @ absorvancia do ensaio realizado com a
amostra (extrato) (Ntungwe N et al., 2017; Patricia Rijo et al., 2014).

A quercetina a concentragao de 1 mg/mL foi utilizado como controlo positivo, uma
vez que esta apresenta atividade antioxidante comprovada (Baghel, Shrivastava, Baghel, &

Rajput, 2012).
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11.4.3. BIOENSAIO DE LETALIDADE EM ARTEMIA SALINA L.

O método de toxicidade geral em A. salina L. foi testado segundo o método de Catarina
Garcia, 2019 (Garcia, Ntungwe, et al., 2019), com ligeiras alteracdes.

Primeiramente a realizagdo do ensaio, os ovos de 4. salina L. foram colocados a
desenvolver. Os cistos foram chocados numa solucdo de dgua do mar artificial com
concentragdo de 35 g/L, que consistiu em 500 mL de 4gua da torneira com trés colheres de sal
(Ntungwe N et al., 2017).

Face ao exposto, existem, ainda, importantes parametros que tem que ser respeitados
para uma eficiente eclosdo dos ovos, como a temperatura constante entre os 28-30°C, o pH da
agua a 8.0, oxigenacdo da 4gua e a presenca de movimento continuo (conseguida através da
utilizacdo de uma bomba de aquario).

O extrato foi utilizado a uma concentracao de 10 mg/L. O DMSO, controlo negativo do
solvente, foi usado a concentracdo de 10 mg/L. O controlo positivo utilizado foi o dicromato
de potéssio (K2Cr207) e, o controlo negativo do meio, foi a solugdo salina.

Este método foi realizado numa placa de pogos, em triplicado. Cerca de dez a quinze
nauplios foram transferidos para uma placa de 24 pogos, contendo dgua do mar artificial, onde
foi adicionado 100 pL de extrato.

Ap6s 24 horas a 24 °C foi registado o nimero de nauplios de A4. salina L. mortos, com
recurso a um microscopio otico (Ntungwe N et al., 2017). De seguida, adicionou-se 100 pL de
K>Cr207 (100 mg/mL) e voltou a contar-se o nimero de nauplios mortos.

A percentagem de mortes de nduplios de A. salina L. foi calculada utilizando a férmula
descrita na (Equacao 3) (Ntungwe N et al., 2017).

Nauplios totais—Nauplios vivos

x100

Equagio 3: Taxa de mortalidade (%) =

Nauplios totais
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I1.5. PLECTRANTHUS MADAGASCARIENSIS

IL.5.1. EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DA PLANTA

O presente procedimento foi otimizado através do procedimento descrito no artigo
Anticancer properties of the abietane diterpene 6,7-dehydroroyleanone obtained by optimized
extraction, de Catarina Garcia (Garcia, Monteiro, Saraiva, & Bessa, 2016).

Cerca de 46,86 = 3,51 g de planta seca (folhas e caules) foram imersas em 1 L de agua
destilada e sujeita a hidrodestilagdo com recurso ao Clevenger (destilagdo a vapor), para se
proceder a extragdo do 6leo essencial. Todas as extragdes foram realizadas em triplicado e cada
hidrodestilacao realizada até a exaustdo. O OE foi coletado em n-hexano e o solvente foi
posteriormente evaporado até a secura a 40 © C no evaporador rotativo. Para finalizar, na analise

do extrato foi preparada uma placa de TLC com o objetivo de visualizar o composto maioritario.

I1.5.2. ISOLAMENTO DA 6,7-DEHIDROROILEANONA

A amostra de OE obtida pelo aparelho de Clevenger foi dissolvida numa quantidade
minima de n-hexano. O fracionamento inicial foi obtido por cromatografia a seco, em silica gel
60 de alta pureza (25 g), eluido, primeiramente, com n-hexano, seguido de uma mistura de n-
hexano:AcOEt (90:10), AcOEt:MeOH (1:1) e, finalmente, com metanol. Das vinte e quatro
fragdes obtidas, as fragdes semelhantes foram combinadas para produzir 3 jungdes de fragdes
(Tabela 5). Com base no estudo por cromatografia em camada fina, as fragdes 11 a 18, (Tabela

6) contendo o diterpeno de interesse, foram recristalizadas com metanol.

Figura 13- Fragdes obtidas por cromatografia a seco.
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III- RESULTADOS E DISCUSSAO
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II1.1. PREPARACAO DE EXTRATO E ANALISE
CROMATOGRAFICA

Existem diversos métodos de extracdo de produtos naturais. A escolha destes pode
interferir com a quantidade e qualidade de composto ativo obtido. E importante escolher o mais
eficaz a nivel de rendimento, menor tempo de extracdo, menor quantidade de solvente utilizado
e com minima quantidade de perdas de composto possivel e estabilidade (Yang, Wei, & Huang,
2012).

Em Matias et al., 2019 foram comparados varios extratos (metanolico, acetonico e
fluido supercritico) de P. madagascariensis, tendo sido o extrato acetdonico que apresentou um
melhor rendimento de extragdo e com maior capacidade de obten¢do de diterpenos. No artigo
foi demonstrado uma tendéncia para os solventes mais polares atingirem maiores rendimentos
de extragao.

Para além disso, foi preparado um extrato acetdonico de P. venteri exaustiva, com o
intuito de estudar a presenca de compostos bioativos. Foram realizadas cinco extragdes

recorrendo ao método de extrag¢do de ultrassons.

Extracoes Massa (g)
1*e2? 1,25
3 0,04
4* 0,13
5? 0,13

Tabela 2- Resultados das extragdes do extrato de P. venteri.

Apos conclusdo das extragdes foi calculado o rendimento de extracdo final, através das

massas (g) obtidas.

N (Rendimento) 1,15% (m/m)

Tabela 3- Resultado do rendimento do extrato de P. venteri.

O rendimento obtido foi de 1% (massa de folhas/massa de extragdo). Nao existem
estudos realizados em extratos acetonicos desta espécie. Contudo, foram comparados com

extratos acetonicos de outras espécies do mesmo género e com extratos aquosos da P. venteri.
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Em Matias, Nicolai, Fernandes, et al., 2019 foram estudados dois extratos de espécies
pertencentes ao género Plectranthus, P. madagascariensis e P. neochilus. O processo de
extracdo (método ultrassons) e o solvente extrator (acetona) foram os mesmos que os utilizados
neste trabalho experimental. Os rendimentos de extragdo obtidos foram P. madagascariensis
(6,6%) e P. neochilus (7,0%). Os valores de rendimento destas espécies encontram-se na mesma
ordem de grandeza do rendimento de P. venteri.

Em Brito, 2016, foi estudada a mesma espécie de Plectranthus mas o extrato

preparado foi aquoso, tendo sindo obtido um rendimento de 2,2%.

Posteriormente as extragdes obtidas, foram preparados os respetivos TLCs e analisados
cromatograficamente. A revelacdo foi realizada a dois comprimentos de onda: 254 e 366 nm.
Aquando da pulveriza¢do de uma mistura de metanol e 4cido sulfurico, foi observado a 366 nm,
uma banda rosa no TLC, que correspondente a presenca de clorofilas. A presencga de polifendis

foi comprovada pela visualizagdo de uma banda de cor azul (Figura 14).

TLC da 42 extragdo, 5254 nm TLC da 42 extragdo, a 366 nm TLC da 42 extragdo, ap6s
aplicagdo do revelador universal,
a366nm

Figura 14- Resultado TLCs a 254 nm e 366 nm.

Tradicionalmente, os extratos de plantas sdo preparados com agua, tais como infusoes,
decoccdes e cataplasmas (Rabe & Van Staden, 1997). Nao obstante, estudos realizados
demonstraram que extratos metandlicos revelem maior conteido em compostos fendlicos,
quando comparados com os extratos aquosos (Krishnaiah, Sarbatly, & Nithyanandam, 2011).
Estudos realizados com extratos acetonicos de P. venteri ndo sdo conhecidos. Contudo, este
trabalho demostrou a presenca de clorofilas e polifendis, derivados hidrocindmicos de interesse

bioldgico.
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I11.2. TOXICIDADE GERAL DE P. VENTERI

O ensaio de letalidade, recorrendo ao microcrustiaceo de 4. salina L., tem como intuito
a pesquisa e a avalia¢do preliminar da toxicidade do extrato vegetal preparado neste estudo.
Este método tem sido cada vez mais utilizado, visto apresentar determinadas vantagens, tais
como o custo reduzido, técnica simples, rapidez de concretizagdo e ndo requer equipamentos
sofisticados e dispendiosos (Alanis-Garza, Gonzélez-Gonzalez, Salazar-Aranda, Waksman de

Torres, & Rivas-Galindo, 2007; Meyer, Ferrigni, & Putnam, 1982).

TOXICIDADE GERAL- MODELO A. SALINA L.
120
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80
60
40

20
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CP (K2Cr207) CN do meio (Solugdo CN do solvente (DMSO)
salina)

Mortes de nauplios de Artemia salina L. (% )

Extrato e controlos em estudo

Grifico 1- Resultados da percentagem de mortalidade de P. venteri em A. salina L.

Os resultados obtidos, apresentados no Grafico 1, permitem concluir que a espécie P.
venteri apresentou toxicidade (46,78%).

Nao existem estudos de toxicidade geral nesta espécie, contudo em Garcia et al. 2018
foi testado a toxicidade geral do extrato da planta P. madagascariensis, tendo sido obtido uma

taxa de mortalidade de 9,67 + 0,93%.

31



ISOLAMENTO E ACTIVIDADE BIOLOGICA DE ESPECIES DO GENERO PLECTRANTHUS |
MARCIA SANTOS FILIPE

II1.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE P. VENTERI

Como método de rastreio rapido para ter uma avaliagdo preliminar da capacidade
antioxidante foi realizado o ensaio qualitativo do extrato de P. venteri. O extrato apresentou
resultados positivo, demonstrando possuir atividade antioxidante. Para comprovar a sua
atividade procedeu-se a determinagdo quantitativa (Ntungwe N et al., 2017).

O controlo positivo utilizado foi a quercetina a 1 mg/mL (em acetona), uma vez que

apresenta atividade antioxidante comprovada e o controlo negativo foi a acetona (Baghel et al.,

2012; Patricia Rijo et al., 2012).

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE- METODO DPPH
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| ———————— | %
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CP (Quercetina) P. venteri
Extrato e controlo em estudo

Grifico 2- Resultados da atividade antioxidante de P. venteri a concentragdo de 10 pg/mL.

De acordo com o Grafico 2, quando comparado o resultado do extrato com o do
controlo positivo (53,42%) € possivel concluir que P. venteri apresenta baixa capacidade de
captacao do radical livre.

Corroborando a experiéncia realizada, em Matias, Nicolai, Fernandes, et al., 2019,
foram testados trés extratos de espécies do género Plectranthus (P. madagascariensis, P.
neochilus e P. porcatus) a concentragdo de 100 pg/mL, pelo mesmo método realizado. A

atividade antioxidante obtida foi de 89,0%, 64,9% e 60,8, respetivamente.

32



ISOLAMENTO E ACTIVIDADE BIOLOGICA DE ESPECIES DO GENERO PLECTRANTHUS |
MARCIA SANTOS FILIPE

I11.4. EXTRATO P. MADAGASCARIENSIS

O extrato da planta P. madagascariensis foi sujeito as diversas extragdes. A massa de
planta seca pesada foi imersa em 1 L de dgua destilada e sujeita a hidrodestilacao (destilacdo a

vapor). A extra¢do foi otimizada com o uso de um aparelho do tipo Clevenger (Garcia et al.,

2018).

Oleo essencial (g) N (Rendimento) (%)
0,54 1,15 (m/m)

Tabela 4- Resultados da massa e rendimento do 6leo essencial extraido da P. madagascariensis.

As extragdes obtidas foram juntas e, desta juncdo, foi obtida uma massa de 0,54 g. O
rendimento de extracdo obtido foi 1,15 % (massa de 6leo obtido/massa planta seca) (Tabela 4).
Em comparagdo com Garcia et al. 2018 (18,55 £ 2,00%), o rendimento obtido foi
diminuto. Contudo, a elaboracdo da experiéncia ndo ocorreu nas mesmas condi¢des, uma vez
que a parte da planta mais utilizada neste trabalho foram os caules. Em oposicdo, a mais usada
em Garcia et al. 2018 foram as folhas. Em suma, pode concluir-se que os compostos bioativos

se encontram em maior concentracao nas folhas ao invés dos caules.
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II.5. ISOLAMENTO E RECRISTALIZACAO DA 6,7-
DEHIDROROILEANONA

O composto 6,7-dehidroroileanona € o principal constituinte do 6leo essencial da
espécie P. madagascariensis.
Para isolamento do composto maioritario foi realizada uma coluna de cromatografia a

seco (Garcia et al., 2018; Garcia, Teodosio, et al., 2019).

Fracdes Massa (g)
1-3 0,11
4-13 0,63
14-24 0,09

Tabela 5- Resultados das fragdes do extrato de P. madagascariensis.

Recorrendo novamente a cromatografia a seco, foi realizada uma segunda coluna de
fracionamento, onde foram obtidas novas fragdes. Com a nova juncgdo de fragdes (11-18) foi

realizado o processo de recristalizacao.

Fracgoes Massa (g)
11-18 0,19

Tabela 6- Resultados da juncdo das fragdes.

De seguida, foram pesados os cristais e calculado o rendimento da operagdo. O

rendimento foi calculado em fung¢do do peso inicial de planta.

6,7- dehidroroileanona (g) N (Rendimento) (%)
0,09 47,28

Tabela 7- Resultados da massa e rendimento 6,7- dehidroroileanona recristalizada.

Na reunido das fragdes obtidas de OE quer deste trabalho quer de Garcia et al. 2018, o
rendimento de obtencdo de 6,7-dehidroroileanona por recristalizagdo obtido foi de 47,28%

(Tabela 7).
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Concluindo, foi feita uma analise cromatografica, através de uma TLC, do composto
recristalizado. Como pode ser observado na Figura 15, estdo presentes os nimeros 0, 1 € 2, que
correspondem ao padrdo, co-aplica¢do e a amostra, respetivamente. Desta forma, comprova-se

que o composto recristalizado corresponde ao padrio.

Figura 15- Resultado do TLC do composto recristalizado.
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I11.6. TOXICIDADE GERAL DA 6,7-DEHIDROROILEANONA

O estudo da toxicidade geral do composto maioritdrio presente na espécie P.
madagascariensis, 6,7-dehidroroileanona, foi realizado recorrendo ao ensaio de letalidade em
A. salina L. Este método ¢ uma eficaz forma de avaliacdo preliminar de toxicidade, utilizando
0 pequeno crusticeo como organismo-alvo para detecdo de bioativos em extratos de plantas
(De Almeida Alves et al., 2000; do Amarante, Miiller, Povoa, & Dolabela, 2011; Ogbole,
Segun, & Adeniji, 2017).
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Grifico 3- Resultados da percentagem de mortalidade de 6, 7-dehidroroileanona (DHR) em A. salina L.

Os resultados obtidos, apresentados no Grafico 3, permitem concluir que, a
concentragdo de 100 ppm, a 6, 7-dehidroroileanona apresentou 36,48% de mortes em A. salina
L.

Comparando com Garcia et al. 2018, no qual foi testado a toxicidade geral do extrato
daplanta P. madagascariensis, foi obtida uma taxa de mortalidade de 9,67 + 0,93%. Estes dados
confirmam que a 6,7-dehidroroileanona ¢ o principio ativo, uma vez que aumenta a sua
atividade.

Em Borozan, 2018, os procedimentos executados foram os mesmo que os descritos

neste estudo, tendo sido obtido um valor de toxicidade geral igual (LC= 36,68% a 100 ppm).
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IV- CONCLUSAO
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Face ao exposto, duas espécies de plantas foram estudadas neste trabalho, P. venteri e
P. madagascariensis, ambas pertencentes a familia Lamiaceae. As espécies foram trabalhadas
em paralelo com o intuito de avaliar possiveis utilizagdes terapéuticas.

O extrato acetonico de P. venteri (10% m/v) foi preparado pelo método de ultrasons,
tendo sido determinado o rendimento de n= 1,15%, m/m. A toxicidade geral do extrato foi
determinada recorrendo ao ensaio da A. salina L. (LC= 46,78%). Como foi obtido um valor
consideravelmente elevado de toxicidade geral, o estudo continuou para avaliar a capacidade
antioxidante. Para finalizar o estudo da espécie, foi analisada a sua atividade antioxidante pelo
método de DPPH (AA= 3%) que demonstrou uma atividade antioxidante fraca.

Do extrato de P. madagascariensis, foi obtido o 6leo essencial cujo isolamento por
cromatografia a seco originou o abietano 6,7-dehidroroileanona (n= 47,28%). Recorrendo ao
ensaio da 4. salina L., o composto isolado demonstrou toxicidade geral (LC= 36,48%).

Tendo por base os resultados obtidos relativos ao oleo essencial e ao composto
maioritdrio da P. madagascariensis, a 6,7-dehidroroileanona, estudos futuros devem ser
realizados de modo a serem descobertos de novos compostos com atividade bioldgica de

interesse, culminando num possivel desenvolvimento de novos farmacos.
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