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Resumo

Os produtos naturais constituem uma fonte Gnica de compostos protétipo para o
desenvolvimento de novos farmacos. Existem varios relatos de diterpenos isolados de
Plectranthus spp. com atividade tuberculostatica interessante. P. ornatus Codd. tem sido
utilizado na Medicina Tradicional por exemplo como anti-infecioso em determinadas regides
do Brasil. Em trabalhos anteriores, foi possivel isolar em grande quantidade um diterpeno
com esqueleto de halimano e outro de esqueleto de labdano de P. ornatus Codd. Neste
trabalho, avaliou-se a atividade anti-micobacteriana destes compostos com uma estirpe ndo
virulenta de Mycobacterium smegmatis, a sua citotoxicidade e a concentracdo inibitéria
minima. Pelo método de ultrassons, foi possivel obter um extrato acetdnico da planta
medicinal P. ornatus com um rendimento de 7,08% (m/m). O composto diterpénico de
esqueleto de halimano foi isolado a partir desse extrato, obtendo-se 5,3 mg de composto puro.
O produto foi novamente recristalizado, sendo possivel determinar a sua estrutura através de
dados de difragdo de raios-X em monocristal (SCXRD). A caraterizagdo estrutural foi
complementada com espectroscopia de infravermelhos com transformada de Fourier (FTIR) e
a estabilidade térmica do composto foi aferida através de microscopia de placa quente
(HSM).

Palavras-chave: produtos naturais, Plectranthus spp., P. ornatus Codd, labdano, halimano
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Abstract

Natural products are a unique source of lead compounds for the development of new drugs.
There are several reports of isolated diterpenes from Plectranthus spp. with interesting
tuberculostatic activity. P. ornatus Codd. has been used in traditional medicine as an anti-
infective in certain regions of Brazil. In previous works, it was possible to isolate a large
quantity of halimane and labdane skeletons from P. ornatus Codd. In this work, the anti-
mycobacterial activity of these compounds was evaluated with a non-virulent strain
Mycobacterium smegmatis, its cytotoxicity and its minimum inhibitory concentration. Using
the ultrasound method, it was possible to obtain an acetonic extract of the entire medicinal
plant P. ornatus with a yield of 7.082% (w/w). The prototype haliman compound was
isolated from this extract, obtaining 5.3 mg of pure compound. The product was
recrystallized again, being possible to determine its structure through single crystal X-ray
diffraction data (SCXRD). The structural characterization was complemented with Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and the thermal stability of the compound was

measured using hot stage microscopy (HSM).

Key words: natural products, Plectranthus spp., P. ornatus Codd, labdane, halimane
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1. Introducéao

1.1. Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca infeciosa causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) que se transmite principalmente através de goticulas provenientes da
tosse. Esta doenca € uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo.
(Faustino, Andrade, Ferreira, Almeida, & Rijo, 2020)

O Mtb classifica-se como uma bactéria Gram-positivo fraca, tendo sido identificada

pela primeira vez em 1882 por Robert Koch. (Faustino et al., 2020)

Apo0s contacto com o bacilo, o sistema imunitario pode eliminar a infecdo (o que
ocorre em 50 a 75% dos pacientes) e assim que a resposta imune mediada por células é
ativada, a replicacdo bacteriana consegue ser geralmente controlada em 90 a 95% dos casos,
apresentando sinais ndo evidentes ou com sintomas correspondentes a TB latente. (Faustino
et al., 2020)

O Mtb conseguiu desenvolver elaborados mecanismos de sobrevivéncia em humanos,
permitindo assim a sua permanéncia num estado de infecdo latente, envolvendo
constantemente o sistema imunitario e com possibilidade de progredir para doenca ativa (5 a
10% dos pacientes). Todavia, a probabilidade de desenvolver TB é superior quando o
paciente ja apresenta outras patologias, como € o caso do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) ou diabetes. E ainda importante referir que o aumento de probabilidade de desenvolver
esta doenca infeciosa também se encontra relacionado com outros fatores, como € o caso do

tabagismo, abuso de alcool e desnutri¢do. (Faustino et al., 2020)

Embora ainda ndo seja completamente possivel compreender 0s mecanismos
utilizados pelo Mtb para se relacionar com a célula hospedeira e controlar as defesas do
hospedeiro, o0 que permite espalhar os macrofagos alveolares para outros tecidos e érgaos, ja
foram realizados alguns estudos com a estirpe patogénica H37Rv que revelaram que para
ocorrer uma infecdo bem-sucedida, o agente patogénico deve utilizar os macrofagos para

realizar a sua replicacéo e que estes se devem manter viaveis. (Faustino et al., 2020)
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Consoante a literatura, 0 Mtb possui Vérias estratégias de sobrevivéncia, entre as
quais: inibicdo da fusdo fagossoma-lisossoma; inibicdo da acidificacdo do fagossoma;
recrutamento e retencdo da proteina de revestimento, contendo triptofano-aspartato, em
fagossomas para impedir a sua entrega aos lisossomas; e expressdo de membros da familia de

proteinas repetitivas ricas em glicina e induzidas pelo hospedeiro. (Faustino et al., 2020)

1.2. Farmacos em uso clinico no tratamento da TB

Segundo o Relatério Global de Tuberculose da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) de 2018, a taxa de mortalidade por TB diminuiu cerca de 29% desde 2000 mas esta
patologia continua a ser uma preocupacdo global de salde publica pois existem ainda 10
milhdes de novos casos anuais de TB ativa com cerca de 1,3 milhdes de mortes. Para além
destes valores, estima-se que cerca de 1,7 mil milhdes de pessoas (aproximadamente 23% da

populacdo mundial) possuam uma infecdo latente por TB. (Faustino et al., 2020)

O tratamento desta patologia é complexo e envolve varios farmacos de forma a
prevenir recaidas assim como o desenvolvimento de estirpes resistentes. (Faustino et al.,
2020)

O regime padrdo para a TB suscetivel a farmacos inclui uma fase intensiva e uma fase
de consolidagao da “esterilizagdo”. A primeira tem uma duragdo de 2 meses para que se dé
uma reducéo da carga bacteriana, exigindo 4 medicamentos orais anti-TB de primeira linha:
rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (Figura 1). A segunda dura 4 meses e

utiliza apenas a rifampicina e a isoniazida. (Faustino et al., 2020)

Considerada anteriormente como um farmaco de primeira linha, a estreptomicina ja
ndo é usada de forma rotineira devido ao aparecimento de estirpes resistentes a este farmaco.
(Faustino et al., 2020)
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Figura 1. Medicamentos padrdo de primeira linha usados no tratamento da TB.

(Adaptado de (Faustino et al., 2020))

Relativamente ao tratamento da TB resistente, este € mais demorado pois requer
farmacos de segunda linha que além de serem mais caros, possuem um periodo de tratamento
geralmente superior a 20 meses e sdo ainda caraterizados por possuirem menor eficacia e uma
maior taxa de efeitos adversos tdxicos. Nestes farmacos incluem-se agentes bactericidas
injetaveis (ex. amicacina), fluoroguinolonas com atividade bactericida e esterilizante (ex.

levofloxacina) e ainda farmacos bacteriostaticos orais (ex. cicloserina). (Faustino et al., 2020)

Em muitos dos casos, existe uma baixa adesdo a terapéutica por parte do paciente,
associada a falha do tratamento e ao desenvolvimento de resisténcia da TB aos farmacos
utilizados. De acordo com a OMS e o Centro de Controlo e Prevencdo de Doencas (CDC),
existem diferentes categorias de resisténcia: TB resistente causada pela resisténcia do Mtb a
pelo menos um farmaco anti-TB de primeira linha; TB multirresistente (MDR-TB) que
ocorre quando o Mtb se torna resistente a isoniazida e rifampicina; e TB excessivamente
resistente a medicamentos (XDR-TB). Esta ultima categoria diz respeito a um tipo raro de
MDR-TB que demonstra resisténcia adicional a qualquer fluoroquinolona e a pelo menos um
dos farmacos injetaveis de segunda linha (ex. amicacina). A nivel mundial, apenas cerca de
50% dos pacientes com MDR-TB foram tratados com sucesso ja que existe uma elevada taxa

de mortalidade e ainda perda de seguimento clinico nestes casos. (Faustino et al., 2020)

Com o aumento da prevaléncia global de TB resistente a farmacos nos altimos anos,
tornou-se necessario proceder a uma reavaliagdo de varios antibidticos e antiparasitarios.

Além disso, houve um aumento na procura de novos farmacos anti-TB que possuissem novos
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mecanismos de acdo. Assim, a clofazimina (farmaco antileproso), a linezolida (antibiético) e
0s antibidticos carbapenémicos foram recentemente designados como medicamentos de

segunda linha para o tratamento da MDR-TB. (Faustino et al., 2020)

Atualmente, o medicamento Sirturo®, comercializado desde dezembro de 2012, é o
novo farmaco indicado para o tratamento da MDR-TB. O seu principio ativo ¢é a bedaquilina,
uma diarilquinolina, que possui um novo mecanismo de acdo descoberto 40 anos depois da

ultima aprovacdo de um medicamento para a TB. (Faustino et al., 2020)

Apdbs a aprovacdo deste farmaco pela Food and Drug Administration (FDA), foi
introduzido no mercado um outro novo medicamento anti-TB. O Deltyba possui como
principio ativo o delamanid, um nitroimidazol aprovado em 2014 pela Agéncia Europeia do
Medicamento (EMA) para o tratamento da MDR-TB. Este medicamento foi introduzido na
india em 2017 e na China em 2018. (Faustino et al., 2020)

Contudo, estes novos agentes terapéuticos tém sido associados a graves efeitos

secundarios como € o caso da disfuncdo cardiaca e hepatica. (Faustino et al., 2020)

Em 2016, a classificagdo da OMS relativamente aos farmacos indicados contra a
MDR-TB sofreu uma revisdo e de acordo com novas diretrizes (Tabela 1), o regime de
combinacdo padrdo para pacientes infetados com estirpes resistentes de Mtb deve incluir pelo
menos cinco farmacos anti-TB eficazes, sendo eles a pirazinamida e quatro farmacos
essenciais de segunda linha (um do grupo A, um do grupo B e pelo menos dois do grupo C).
Adicionalmente, a pirazinamida pode ainda ser substituida por um farmaco do grupo C ou D,
sendo preferencial um do grupo D2. Assim, os medicamentos de primeira linha anti-TB
pertencentes ao grupo 1 na classificacdo anterior, perdem prioridade nesta nova classificacao

e passam a estar incluidos no grupo D1. (Faustino et al., 2020)

17
Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias | Escola de Ciéncias e Tecnologias da Salde



Joana Sofia Ferreira de Almeida

Atividade anti-micobacteriana e estudo estrutural de diterpenos de halimano e labdano obtidos a partir de

Plectranthus ornatus Codd

Tabela 1. Classificacdo dos farmacos anti-TB recomendados para o tratamento da TB
resistente a rifampicina e da MDR-TB, de acordo com as novas diretrizes da OMS.

(Adaptado de (Faustino et al., 2020); Estruturas quimicas reproduzidas do ChemDraw)

Farmaco (Abreviatura)

| Classificagio

| Mecanismo de ago

Grupo A. Fluoroquinolonas

Levofloxacina (Lfx)

Fluoroquinolona

HO .
O O
Moxifloxacina (Mfx)
O O
Fo o U
\J// \\s.\/ .|, OH
H . A =l ]
,_'__\/ \ll\l) \T/ N~
<,. : - ,J /O /J\‘
N H /\
Gatifloxacina (Gfx)
O O
F

| OH

'SP S

Inibicéo da replicagéo do
DNA pela ligacéo as
topoisomerases Il (DNA
girase) e IV (ausentes nas
micobactérias).

Grupo B. Agentes injetaveis de segunda linha

Capreomicina (Cm)

LYo L

PR ) 'thj. g - AI:E

CU & S & Sl Y Y'Y
Y Xz

Polipeptideo

Inibicdo da sintese proteica
com ligacdo na interface
entre as subunidades
ribossomicas 30S e 50S.

Amicacina (Arh)
OH

‘[” “KOH

Aminoglicosideos

Canamicina (Km)

\{ r NHQ

HO\_,
] H2 H> 1 OH
"OH

Inibicdo da sintese de
proteinas pela ligacéo a
subunidade ribossomica
30S.
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Estreptomicina (S)

Grupo C. Outros agentes principais de segunda linha

Etionamida (Eto)

Tiocarbamidas

Inibicéo da sintese de acido

S micdlico através da ligacdo a
proteina transportadora
AN NH enoil-acil redutase (InhA)
| 2 apos ativacao prévia por
N_. = monooxigenase (EthA).
Protionamida (Pto)
S
~ NH,
N =
Cicloserina (Cs) Aminoacidos Inibicdo da sintese de
H (anélogos da D- peptidoglicano que compete
N @) alanina) com D-alanina por racemase
/ de L-alanina e D-alanina:D-
O alanina ligase.
‘NH,
Trazodona (Trd)
H O‘\A——-'NH
e /’Ll“: ,-j\/O
It
o 7T T
HN=%, H
Linezolida (Lzd) Oxazolidinona Inibig&o da sintese de
0 F proteinas pela ligacdo a
Ho O N/ — subunidade ribossomica
\H,,N ~ \_, **‘N\g__ 0 50S.
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Clofazimina (Cfz)

Cl
YNy
T A
R N N =N~ o cl
[\ /’J\ .,;,L\ //L\ ../L\ -1?J
o N - N 7
H

Fenazina

Deplecéo de energia na
membrana; geragéo de
especies reativas de oxigénio
(ROS).

Grupo D. Agentes complementares (componentes ndo principais do regime MDR-TB)

D1.

Pirazinamida (2)

O

Pirazina

Requer ativacao da
pirazinamidase (PncA) no
acido pirazindico que se
acumula dentro dos bacilos a
pH acido, interrompendo o
potencial da membrana e o
transporte da membrana;
inibe a traducao pela ligacao
a proteina ribossémica S1, a
sintese de acidos gordos pela
ligacdo a sintase de acidos
gordos (FAS) I e a sintese de
pantotenato e co-enzima A
pela ligacdo a aspartato
descarboxilase (PanD).

Etambutol (E)

-

Etilenodiamina

Inibicéo da sintese de
arabinogalactano pela
ligacdo a arabinosil
transferases.

Isoniazida em altas doses
(H)
O

| NH:
| H

Hidrazida

Inibicéo da sintese de &cido
micélico pela ligagdo a
proteina transportadora InhA
apos ativagdo por uma
catalase / peroxidase (KatG).
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Bedaquilina (Bdq) Diarilquinolina Inibicdo da producdo de
ATP por ligagdo a ATP
sintase.

Delamanid (DIm) Nitroimidazol Inibicéo da sintese de &cido
- fo'\:f'o"“ﬂﬂ: T micc’)licq e deplegéq c_jo
RS v :IT e e E metal?ollsmo ene~rget|co

g N © através da geracdo de
espécies reativas de
nitrogénio apos ativacao por
uma nitroredutase (Ddn).

D3.

Acido para-aminosalicilico (PAS) | Salicilato Inibicéo da sintese de folato

@) pela ligacdo da di-
hidrofolato redutase (DHFR)
OH que requer ativacao da di-

hidropteroato-sintase

(DHPS) e da di-hidrofolato-
I'|2N OH sintase (DHFS); inibicdo da
absorcéo de ferro.

Imipenem (Imp) Inibidor da Inibicéo da sintese de

o carbapenem / peptidoglicano pela ligacédo
/N OH dipeptidase as proteinas de ligacéo a
SO N M, penicilina (PBPs); os

) antibidticos b-lactamicos
requerem um inibidor das b-

Cilastatina (Cln) lactamases bacterianas
(clavulanato) e os
’ J e carbapenémicos podem
p exigir um inibidor das

] dipeptidases renais para
J’ evitar a inativacéo.

Meropenem (Mpm) Carbapenem
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HO
|
_N
N
o H
Amoxicilina (Amx) Inibidor da
HO P aminopenicilina / b-
- N P lactamase
4 J_( o
H,N
Clavulanato (Clv)
HO—/°
- O
M=
HO O~ -
H
Tioacetazona (T) Tiosemicarbazona Inibicéo da sintese de acido
H N micolico pela ligacdo ao
i 1 \‘*\l S é_cido ciclopropano micélif:o
O N '““"‘r:f'N \N/L.NH2 sintase apés ativacao prévia
H H por uma EthA.

1.3. Produtos naturais no tratamento da TB

Devido ao aparecimento e disseminacdo da TB resistente e a demora e complexidade
do seu tratamento, tornou-se essencial usar novos agentes terapéuticos com novos
mecanismos de acdo ou 0 uso de agentes terapéuticos combinados, garantindo assim uma

maior eficacia e um melhor perfil de seguranca. (Faustino et al., 2020)

Os produtos naturais continuam a ser uma Otima fonte de agentes quimicos (ex.
antibidticos) que possuem uma ampla gama de bioatividade, contribuindo para vérias areas
terapéuticas como € o caso do cancro e doencgas infeciosas, onde se inclui a TB. (Faustino et
al., 2020)

Tal como referido anteriormente, os produtos naturais apresentam uma fonte Gnica de

compostos prototipo essenciais ao desenvolvimento de farmacos. Assim, a diversidade
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quimica oferecida pela natureza inclui metabolitos secundarios isolados de plantas, bactérias,
fungos, organismos marinhos e algas, como é o caso dos terpenos, esterois, alcaldides,
aromaticos, policetideos e polipeptideos. Grande parte destes metabolitos apresentam
atividade antimicrobiana e tém por isso sido muito utilizados no tratamento de vérias

patologias como é o caso das infe¢fes bacterianas. (Faustino et al., 2020)

Com a disseminacdo da TB e o aparecimento de resisténcias, continua a ser
importante identificar novos agentes terapéuticos que permitam controlar a infecdo por Mtb e
reduzir as mortes devido a esta patologia. Assim, tem havido um interesse renovado em
compostos de origem natural que permitam o desenvolvimento de compostos prototipo para
que conduzam ao desenvolvimento de farmacos anti-TB. Estes compostos apresentam
estruturas quimicas complexas e podem ser importantes em interacfes especificas como é o
caso do reconhecimento de potenciais alvos macromoleculares nos microrganismos

patogénicos. (Andrade et al., 2018)

M. smegmatis € uma micobactéria ndo patogénica frequentemente utilizada como
primeira abordagem nos estudos anti-tuberculares uma vez que é mais facil de semear e
funciona como um bom organismo modelo de Mtb. Embora assim nédo seja possivel chegar a
uma conclusao sobre o tratamento da TB ja que ndo se procede ao estudo da sua estirpe, 0 M.
smegmatis € bastante Util na compreensdo dos processos celulares que sdo importantes as

micobactérias patogénicas. (Andrade et al., 2018)

1.4. Plectranthus spp.

As plantas do género Plectranthus pertencem a familia Lamiaceae e encontram-se
amplamente distribuidas na Africa tropical, Asia e Australia. Este género apresenta um
grande interesse medicinal pelo seu uso etnofarmacologico onde se incluem patologias
cuténeas, respiratrias e gastrointestinais e ainda dor, infecGes e febre. Devido ao seu uso
popular, tornou-se importante validar o mesmo através do isolamento dos metabolitos
bioativos de Plectranthus spp. Os principais constituintes destas plantas séo diterpenos com
esqueleto de halimano, abietano, kaurano, clerodano e labdano, mas existem também
triterpendides de esqueleto de ursano, oleanano e triterpendides de lupano, fitosterois,
flavondides e ainda outros compostos polifendlicos. (Andrade et al., 2018)
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Vérias espécies de Plectranthus possuem atividade antimicrobiana carateristica em
extratos e compostos. Este trabalho focou-se em P.ornatus, uma planta medicinal pertencente
a esta especie e cujas folhas sdo usadas no tratamento de doencas digestivas devido a sua
acdo antibidtica. (Andrade et al., 2018)

Em trabalhos anteriores foi relatada a atividade antimicrobiana do diterpeno halimano,
um composto de P. ornatus obtido a partir do extrato acetonico. Este composto apresenta
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivo, como é o caso de M. smegmatis.
(Andrade et al., 2018)

Devido a etnofarmacologia promissora de P. ornatus, o objetivo principal passou pela
realizacdo de uma avaliagcdo preliminar anti-tubercular de um composto halimano e de dois
compostos labdano, previamente isolados a partir desta planta medicinal. Assim, a atividade
anti-tubercular destes compostos foi avaliada pela determinacdo da concentracdo minima
inibitéria (CMI) responsavel por inibir o crescimento das micobactérias em > 99% (CMI99)
apos avaliagdo citotdxica em células de macrdfagos isoladas de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC). (Andrade et al., 2018)
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2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivos a andlise da atividade anti-micobacteriana assim
como o estudo estrutural de compostos do género Plectranthus, nomeadamente do tipo

halimano e labdano.

Inicialmente procedeu-se & andlise da atividade do extrato de P. ornatus, o que
permitiu proceder ao isolamento de compostos com carateristicas promissoras no tratamento
da TB.

Para a analise da atividade anti-micobacteriana dos compostos de halimano e labdano
previamente isolados, foram utilizadas técnicas como o isolamento de células mononucleares
de sangue periférico, 0 ensaio do lactato desidrogenase e o método de microdiluicdo para

avaliacdo anti-microbiana.

Uma vez que o diterpeno halimano apresentou carateristicas mais favoraveis para o

seu uso no tratamento da TB, procedeu-se ao estudo estrutural do mesmo.

Assim, foram utilizadas as técnicas de resolucdo de estrutura por difracdo de raios-X
em monocristal (SCXRD), caraterizacdo por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e analise de microscopia de placa quente (HSM). Estas

técnicas serdo posteriormente descritas de forma mais pormenorizada.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes, materiais e equipamentos

Na analise da atividade anti-micobacteriana, os reagentes Rifampicina, Triton X-100,
Tween 80 e solucdo tamponada de fosfatos (PBS) foram adquiridos a Sigma-Aldrich. O &cido
fosférico e o dimetil sulfoxido (DMSO) foram adquiridos a Merck. As microbeads
magnéticas conjugadas anti-CD14 foram fornecidas por Miltenyi. O Lymphoprep foi obtido
em Cedarlane. O kit de andlise de citotoxicidade nao-radioativa CytoTox® 96 (G1780) foi
fornecido pela Promega. (Andrade et al., 2018)

Na extracdo e isolamento, a cromatografia liquida em coluna foi realizada com silica
gel (Merck 9385) e utilizou-se como solventes o n-hexano, acetato de etilo e metanol, e a
cromatografia em coluna flash seca foi realizada com silica gel (Merck 7734 e 9385). A
cromatografia em camada fina (TLC) foi realizada com placas de silica gel comerciais
(Merck 60 F254). A visualizacdo dos cromatogramas desenvolvidos foi realizada por
fluorescéncia (lampada de 254 nm) e quando necessario, por coloracdo com solucéo

metanolico de &cido sulfdrico (Iampada de 366 nm).
Sempre que necessario, 0s solventes foram purificados por destilacdo.

Na preparacdo dos cristais de halimano para proceder a difracdo de raios-X em
monocristal (SCXRD) foi utilizado Fomblin, adquirido a Sigma-Aldrich.

Os dados de SCXRD foram recolhidos a temperatura ambiente num difractémetro
AXS-KAPPA APEX II, utilizando radiagdo monocromatica (Mo-ka). A resolucdo da
estrutura foi obtida através do programa SHELXT 2014/4. (Sheldrick, 2015) Os refinamentos
das estruturas foram efetuados com recurso ao SHELXL 2014/7 (Sheldrick, 2015) incluido
no programa WINGX-versdo 2014.1. (Farrugia, 1999) Todos os atomos, exceto 0s
hidrogénios, foram refinados anisotropicamente pelo método dos minimos quadrados de
matriz inteira. Os &tomos de hidrogénio foram adicionados em posi¢cdes calculadas e
refinados juntamente com o atomo correspondente. As figuras foram geradas no programa
MERCURY 2020.2.0. (Macrae et al., 2008)
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Os dados de FTIR foram adquiridos num espectroscopio Nexus-Thermo Nicolet,
realizando uma média de 64 scans com uma resolucdo maxima de 4 cm™, registando o

espectro no intervalo 4000-400 cm™. As amostras foram diluidas em KBr (1:100).

Os dados de HSM foram obtidos usando um controlador conectado a uma placa de
platina Linkam LTS350. As imagens foram recolhidas através do software de imagem Cell,
com uma lupa Olympus SZX10. Os cristais foram colocados sob uma gota de 6leo Fomblin,
para uma melhor visualizagdo de libertacdo de bolhas de solvente ou de produtos de

decomposicdo, caso se verificassem.

3.2. Material vegetal

A planta medicinal Plectranthus ornatus Codd. originaria da Africa do Sul, foi
cultivado no campus do Instituto Superior de Agronomia (Lisboa). O voucher do espécime da
planta foi identificado por Eurico S. Martins, e depositados no Herbario do Instituto de
Investigacdo Cientifica Tropical, em Lisboa (ref. C. Marques S/N° LISC). (Andrade et al.,
2018)

3.3. Estirpe microbiana

O Mycobacterium smegmatis (ATCC 607) foi cultivado a 37 °C, com agitacdo, em
meio Middlebrook 7H9 (Difco) e suplementado com 10% de albumina-dextrosecatalase
(ADC), 0,2% de glicerol e 0,05% de Tween 80. (Andrade et al., 2018)

3.4. Isolamento dos compostos halimano e labdano

O é4cido (11R*13E)-11-acetoxihalima-5,13-dien-15-6ico (Composto 1), o0s
diterpenos de labdano Plectrornatina C (Composto 2) e os compostos semelhantes a
forscolinas, mistura 1:1 de 1,6-di-O-acetilforscolina e 1,6-di-O-acetil-9-desoxiforscolina
(Composto 3), foram previamente isolados de Plectranthus ornatus Codd (Figura 2). (Rijo
etal., 2007; Rijo et al. 2012)
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Tal como referido anteriormente, os compostos foram obtidos através de um estudo
fitoquimico previamente realizado nesta planta, por estudos bioguiados. A elucidacdo
estrutural dos metabolitos bioativos baseou-se em dados fisico-quimicos (como ponto de
fusdo e rotagdo especifica), principalmente espectroscopicos UV, IR, 1D e espectros 2D1 H e
13C-RMN, espectros de massa, analise elementar e em comparagdo com dados
bibliogréaficos. (Rijo et al., 2007; Rijo et al. 2012)

1,6-di-O-acetiforscoling:
1,6-di-O-acetil-9-decziforscolina: R =0H Q

R' = COCH,, R? = COOH

Figura 2. Diterpenos de halimano (1) e labdano (2-3) isolados de Plectranthus ornatus, em
estudo.

(Rijo et al., 2007; Rijo et al. 2012; Reproduzido de (Andrade et al., 2018))

3.5. Avaliacgao citotoxica dos compostos halimano e labdano

3.5.1. Isolamento de células mononucleares de sangue periférico
(PBMC)

Tal como referido anteriormente, este trabalho foi realizado em colaboracdo do

projecto de doutoramento da Joana Andrade.

Para a realizacdo desta técnica, as PBMC foram isoladas a partir de doadores de
sangue, sendo estes individuos saudaveis e voluntarios. Estas células foram obtidas por
centrifugacdo com gradiente de densidade de Ficoll usando Lymphoprep. (Andrade et al.,
2018)

Posteriormente, os mondcitos foram purificados por triagem positiva utilizando

microbeads anti-CD14 magnéticas conjugadas. As células recuperadas foram >99 % CD14",
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0 que foi possivel determinar por citometria de fluxo com anticorpo anti-CD14. (Andrade et
al., 2018)

Finalmente, os mondécitos foram cultivados em placas de 48 pocos a 5,0 x 10°
celulas/mL em meio X-VIVO suplementado com 2 % de soro humano, e foram incubadas
durante 5 dias a 37 °C numa atmosfera de CO, humidificada a 5%. As culturas em anélise

ndo foram adicionados quaisquer antibiéticos. (Andrade et al., 2018)

3.5.2. Ensaio do lactato desidrogenase (LDH)

Tal como referido anteriormente, este trabalho foi realizado em colaboracdo do

projecto de doutoramento da Joana Andrade.

Este ensaio permitiu avaliar a citotoxicidade dos compostos 1 e 2 expostos aos
macrofagos humanos. Para tal, foi utilizado o kit de ensaio de citotoxicidade ndo radioativa
CytoTox 96 (Promega G1780). (Andrade et al., 2018)

Apo6s 48 horas de adesdo celular, as células foram incubadas com os compostos em
analise possuindo concentracdes proximas da concentracdo minima inibitoria. Este valor foi

testado contra M. smegmatis (25 pg/mL) em trabalhos anteriores. (Andrade et al., 2018)

Foram utilizados dois controlos positivos: a solucdo de lise proveniente do kit e a
estaurosporina (2 pM), sendo a primeira constituida por 9% (v/v) de Triton X-100 em &gua
(correspondente a libertacdo de 100% de LDH). Os sobrenadantes foram preparados em duas
diluicdes (1:10 e 1:100). (Andrade et al., 2018)

Assim, a libertacdo de LDH foi medida através do fornecimento de lactato, NAD" e
iodonitrotetrazélio (INT) violeta como substratos na presenca de diaforase. A mistura de
substrato foi preparada com o tampéo de ensaio (PBS contendo 0,2 g/L KCI, 8,0 g/L NaCl,
0,2 g/L KH2PQy, 1,15 g/L Na;HPO,4 e 1% (m/v) de albumina de soro bovino) de acordo com
as instrucdes do fabricante, tendo sido posteriormente adicionados 50 pL a cada pogo e
incubados durante 30 minutos no escuro. Apds a incubacéo, foi adicionado 50 pL de solucdo
stop (&cido acético 1 M) e procedeu-se a quantificacdo do produto formazano vermelho
atraves de medicdes de absorvéncia a 490 nm, num leitor de microplacas. (Andrade et al.,
2018)
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Realizou-se ainda um controlo de libertacdo méxima de LDH através da congelacéo

das placas a —80 °C ¢ reaquecendo-as posteriormente a 50 °C. (Andrade et al., 2018)

3.5.3. Método de microdiluicho para avaliagdo anti-
micobacteriana

Tal como referido anteriormente, este trabalho foi realizado em colaboracdo do

projecto de doutoramento da Joana Andrade.

As CMI responsaveis por inibir o crescimento das micobactérias em >99% foram

determinadas através do ensaio de dilui¢do seriada 1:2. (Andrade et al., 2018)

Os compostos em estudo foram dissolvidos em DMSO e diluidos em concentragdes
variaveis entre 100 a 0,097 pg/mL, em meio Mueller-Hinton. Foi ainda avaliada a atividade
antimicrobiana do solvente DMSO e da rifampicina, usada como controlo. (Andrade et al.,
2018)

Os valores de CMI considerados dizem respeito a menor concentra¢do do composto
que permitiu inibir em >99% o crescimento dos microrganismos apos 24 horas de incubacéo

a 37 °C. Estes valores encontram-se apresentados em pg/mL. (Andrade et al., 2018)

Foi possivel medir o crescimento microbiano com o auxilio de um leitor de
microplacas de absorcdo ajustado para 620 nm (Termo Scientific Multiskan FC) e os ensaios

foram realizados em triplicado. (Andrade et al., 2018)

3.5.4. Analise estatistica

Tal como referido anteriormente, este trabalho foi realizado em colaboracdo do

projecto de doutoramento da Joana Andrade.

A comparagdo de dados foi realizada por andlise da variancia unidirecional
(ANOVA), seguida pelo teste pos-hoc de diferenca significativa honesta Tukey para
comparagOes em pares, utilizando o software GraphPad Prism verséo 5 (GraphPad Software,
Inc., San Diego, California, EUA). (Andrade et al., 2018)
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Os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todos 0s
ensaios foram realizados pelo menos em triplicado e os resultados encontram-se apresentados

como mediana + desvio padrdo (SD). (Andrade et al., 2018)

3.6. Extracdo do composto halimano

O processo de extracdo do diterpeno halimano foi realizado através de procedimentos
adaptados de um estudo realizado anteriormente com outra planta da espécie Plectranthus.
(Rijo et al., 2007)

Tal como ja foi referido, este trabalho foi realizado em colaboragcdo do projecto de

doutoramento da Joana Andrade.

Inicialmente procedeu-se a secagem ao ar e pulverizacdo de toda a planta medicinal P.
ornatus (1,261 kg). A extracao foi realizada com acetona, trés vezes, utilizando o aparelho de
ultrassons durante aproximadamente meia hora, a temperatura ambiente. O volume total de

solvente gasto correspondeu a aproximadamente 13 L.

Seguidamente, procedeu-se a filtracdo e evaporacdo do solvente. Este processo
realizou-se no evaporador rotativo e permitiu obter um extrato seco de 89,30 g. O processo de

extragdo apresentou assim um rendimento de extracgéo de 7,082% (m/m).

3.7. Isolamento do composto halimano

O processo de isolamento do diterpeno halimano foi realizado atraves de
procedimentos adaptados de um estudo realizado anteriormente com outra planta da espécie
Plectranthus. (Rijo et al., 2007)

Este processo teve como objetivo a obtencdo de fragcbes que possuissem este

composto. Para tal, o extrato bruto foi submetido a vérias separa¢cdes cromatogréficas.

Assim, foram realizadas as colunas cromatograficas Al, A2, A3, B1, B2 e C, tal como
ilustrado no Esquema 1. As fragcdes obtidas em cada separacdo cromatogréfica assim como
os eluentes utilizados podem ser consultados nas Tabelas 2 a 6.
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Em primeiro lugar, realizou-se uma coluna liquida sequencial (Coluna A1) com 65,80
g de extrato, tendo sido possivel obter 14 fracGes (Tabela 2). A eluicdo ocorreu em gradiente
de polaridade, iniciando com n-hexano (CeHis) a 100% e aumentando (de 1 em 1%) a
concentracdo de acetato de etilo (C4HgO,) utilizado, até este atingir os 100%. No fim,
utilizou-se como eluente uma mistura de acetato de etilo e metanol (CH3;OH).

Esta coluna inicial permitiu analisar as diferencas de composicdo das fracdes obtidas,
indicadas por TLC, ao longo do processo de extracdo. Deste modo, além de permitir a
identificacdo do composto halimano, foi ainda possivel estruturar melhor a realizagdo das

colunas seguintes.

Tabela 2. Coluna cromatografica Al do extrato de P. ornatus.

Fracio Quantidade (g) Eluente (%0) Eluente (%)
CeHi4: C4H50; C4HgO, : CH30OH

1 3,1645 100:0 -

2 1,7171 99:1 -

3 0,5489 98:2 -

4 0,1564 97:3 -

5 0,0950 96:4 -

6 0,1286 95:5 -

7 0,2692 94:6 -

8 0,1980 90:10 -

9 1,2371 87:13 -

10 2,1518 85:15 -

11 0,1498 80:20 -

12 18,4075 70:30 -

13 18,3218 0:100 -

14 5,1491 - 90:10
Total 51,6948
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Tendo em conta os resultados obtidos na primeira coluna realizada, foi explorada uma
estratégia alternativa para as separacfes cromatograficas seguintes, utilizando como método a

cromatografia em coluna flash seca.

Assim, de seguida realizaram-se duas colunas flash (Colunas A2 e A3) com silica gel
com 4 e 10 g de extrato, respetivamente. Em ambos os casos, foi possivel obter 4 fracdes
(Tabela 3).

Tabela 3. Colunas cromatograficas A2 e A3 do extrato de P. ornatus.

Eluente (%0)
B ) Eluente (%0)
Coluna Fracdo Quantidade () C4HgO, :
CeH14 1 C4HgO2
CH3;0OH
1 2,0992 80:20 -
2 0,6590 80:20 -
A2 3 0,2557 80:20 -
4 0,1289 - 90:10
Total 3,1428
1 8,3387 80:20 -
2 0,8637 80:20 -
A3 3 0,2037 80:20 -
4 0,0762 - 90:10
Total 9,4823

As fragdes resultantes das trés colunas cromatogréaficas anteriores foram semelhantes
entre si e foram agrupadas de acordo com a polaridade das misturas observadas no TLC de
fase movel correspondente a diclorometano:acetona (95:5).

Assim sendo, procedeu-se a juncao das fracdes F13 e F14 provenientes da coluna Al
com a fracdo 1 da coluna A2 (massa total aplicada de aproximadamente 26 g) e realizou-se

uma nova coluna seca (Coluna B1) da qual se obtiveram 4 fracOes (Tabela 4).
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Tabela 4. Coluna cromatografica B1 do extrato de P. ornatus.

Eluente (%0)
Fracdo Quantidade () Eluente (%) C4HgO, :
CeHis: C4H50;
CH3;OH
1 18,1846 80:20 -
2 0,8432 80:20 -
3 0,8289 0:100 -
4 1,8284 - 90:10
Total 21,6851

A partir da fracdo 12 da coluna Al realizou-se uma nova coluna seca (Coluna B2),

tendo sido possivel obter 5 fracdes (Tabela 5).

Tabela 5. Coluna cromatografica B2 do extrato de P. ornatus.

Eluente (%0)
Fracao Quantidade () Eluente (%) C4HgO, :
CeH1s 1 C4HO2
CH3;0H
1 39,1994 80:20 -
2 25,6246 80:20 -
3 0,1940 80:20 -
4 0,2230 0:100 -
5 0,2070 - 90:10
Total 65,448

Finalmente, as fracGes 5, 6, 9, 10 e 11 da coluna Al foram combinadas (massa total
aplicada de 3,7623 g) e o residuo obtido foi aplicado numa nova coluna seca (Coluna C)

onde se obtiveram 5 fragdes (Tabela 6).
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Tabela 6. Coluna cromatografica C do extrato de P. ornatus.

Eluente (%0)
Fracdo Quantidade () Eluente (%) C4HgO, :
CeHisa: C4H50,
CH3;OH
1 2,3469 80:20 -
2 0,2997 80:20 -
3 0,2029 80:20 -
4 0,1429 0:100 -
5 0,0788 - 90:10
Total 3,0712

No Esquema 1, encontra-se resumido o processo de separacdo cromatografica. As

fracbes que se suspeitava conterem halimano ou que revelaram alguns residuos deste

diterpeno estdo apresentadas por caixas amarelas. A caixa laranja representa a fracdo que

continha halimano puro.
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Esquema 1. Isolamento do diterpeno halimano a partir do extrato de P. ornatus: colunas A a
C.
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3.8. Recristalizacdo do composto halimano

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos tém envolvido maioritariamente
moléculas que possuem propriedades micromeriticas e solubilidade aquosa limitadas. E
gracas a engenharia da morfologia total das particulas farmacéuticas que se torna possivel
obter a forma, tamanho e/ou area de superficie desejavel. Este processo possui muitas
vantagens como é o caso da melhoria das propriedades fisico-quimicas dos principios ativos.
(El-Zhry El-Yafi & El-Zein, 2014)

Os materiais que se encontram no estado sélido dependem do empacotamento interno
das suas moléculas, podendo ser encontrados na forma cristalina (com uma ordem definida)
ou amorfa (sem ordem tridimensional de longo alcance). Assim sendo, cada mudanca no
empacotamento interno de um material no estado sélido provoca mudangas nas suas

propriedades (ex. massa, propriedades fisico-quimicas). (El-Zhry El-Yafi & El-Zein, 2014)

A cristalizacdo tornou-se 0 método mais comum na producdo de particulas sélidas,
tornando-se assim um método essencial uma vez que a forma cristalina da maioria das
substancias ativas dos farmacos permite melhorar as suas propriedades fisico-quimicas assim
como a sua pureza. (EI-Zhry El-Yafi & El-Zein, 2014)

A recristalizacdo diz respeito a um conjunto de processos que conduz ao relaxamento
da tensdo em extensdes variadas de um material, provocando a libertacdo de energia
armazenada quando tratado termicamente com uma temperatura apropriada. Este método de
transformacéo é essencial para projetar microestruturas eficientes nas substancias a analisar.
(Alaneme & Okotete, 2019)

Assim, este processo € fundamental na purificacdo de compostos. Além disso, a
formacéo de cristais permite uma melhor determinacgéo da estrutura molecular da substancia
em estudo através de estudos de difracdo de raios-X em monocristal. (Javadzadeh,
Hamedeyazdan, & Asnaashari, 2012)

A recristalizacdo do composto halimano que permitiu obter 5,3 mg do composto puro

foi realizada em n-pentano e acetato de etilo através da lavagem da fracdo 4 obtida a partir da
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coluna C, tal como descrito na literatura. (Rijo, Gaspar-Marques, Simdes, Jimeno, &
Rodriguez, 2007)

3.9. Estudos estruturais do composto halimano

3.9.1. Analise microscopica e recristalizacio

O método de microscopia € normalmente utilizado no estudo de polimorfismos, uma
vez que as substancias polimdrficas geralmente diferem na sua morfologia. Assim, este é um
método importante na andlise preliminar da monitorizacdo de cristalizacGes. (Rodriguez-

Spong, Price, Jayasankar, Matzger, & Rodriguez-Hornedo, 2004)

Tendo em conta a analise microscépica do composto halimano obtido e a necessidade
de cristais com propriedades especificas para as técnicas seguintes, procedeu-se a uma nova
recristalizacdo deste diterpeno. Como solvente utilizou-se uma mistura de dgua e metanol
(1:2).

3.9.2. Difracéo de raios-X em monocristal (SCXRD)

Quando € possivel obter cristais com qualidade e dimensdes apropriadas, a
determinacdo da estrutura cristalina de um composto é usualmente realizada através da
difracdo de raios-X em monocristal (SCXRD). (Datta & Grant, 2004)

A SCXRD ¢ importante para a determinacdo estrutural de materiais cristalinos,
permitindo compreender a relagdo entre as suas estruturas e propriedades. Permite ainda obter
coordenadas atdmicas precisas, comprimentos e angulos de ligagéo, deslocamentos térmicos

atémicos e ocupagdes. (Zhang, Liao, Zhou, Lin, & Chen, 2014)

Assim, esta € uma técnica analitica ndo destrutiva que fornece dados abrangentes

sobre a estrutura cristalina interna de uma substancia. (Bhatia et al., 2018)

Como vantagens, este método apresenta a sua maior resolucdo, permitindo uma
visualizacdo mais precisa dos locais de ligagdo que por sua vez pode conduzir a uma melhor
percecdo do mecanismo de acdo das substancias em estudo. Como desvantagens, esta técnica

requer qualidade dos cristais e apresenta uma estrutura estatica com pouca informagdo em
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termos de dindmica que pode ndo ser representativa do estado ativo da substancia em estudo.
(Egli, 2015)

Figura 3. Equipamento de SCXRD.

(Centro de Quimica Estrutural - Instituto Superior Técnico)

3.9.3. Espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho (IV) tem sido um dos métodos espectroscépicos
vibracionais mais utilizado para a caraterizacdo de compostos no estado solido. Assim, esta
técnica consiste na observacdo dos modos vibracionais associados a absorcdo de um

determinado composto na regido infravermelha do espectro. (Rodriguez-Spong et al., 2004)

Este tipo de técnicas baseia-se na medicdo da ligagdo molecular dos compostos em
vibragdo, excitados por radiagdo a uma frequéncia adequada. (Duygu, Baykal, Acikgdz, &
Yildiz, 2009)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier analisa as

propriedades vibracionais de aminoacidos e cofatores, sensiveis a mudancas estruturais
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minimas. E assim possivel utilizar esta técnica para selecionar vibragdes correspondentes a

grupos quimicos envolvidos numa reacao especifica. (Berthomieu & Hienerwadel, 2009)

Atualmente, o FTIR tornou-se um método bastante usado pois possui aplicagdes
alimentares, farmacéuticas e ainda medicinais. Esta técnica apresenta vantagens
relativamente a outras como é o caso da facilidade de preparacdo da amostra, rapidez e
facilidade das medicdes, necessidade de apenas uma pequena quantidade de amostra e ainda
o facto de ndo necessitar de solventes, tornando-se assim um método bastante mais
economico. (Hafizah, Noh, Fadhillah, Azmin, & Amid, 2017)

Figura 4. Equipamento de FTIR.

(Centro de Quimica Estrutural - Instituto Superior Técnico)

3.9.4. Analise de microscopia de placa quente (HSM)

A microscopia térmica consiste na combinacdo da microscopia e da analise térmica
para permitir o estudo e a caraterizacdo fisica dos materiais em funcdo da temperatura e do

tempo. (Stieger, Aucamp, Zhang, & Villiers, 2012)

A microscopia de placa quente é uma tecnica bastante usada para estudar a transicdo

de fase em cristais. Consiste na visualizacdo de uma determinada substancia ao microscépio
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enquanto se varia a temperatura, oferecendo assim uma grande variedade de informacéo
sobre o comportamento de fusdo/recristalizacdo da substancia e ainda sobre as suas

transformacdes no estado solido. (Rodriguez-Spong et al., 2004)

A HSM permite obter dados importantes sobre a morfologia e as propriedades de
estado sélido de ingredientes farmacéuticos ativos (APIs) assim como de outras substancias
relevantes a nivel farmacéutico. Esta técnica permite observar o processo de cristalizacao,
dessolvatagé@o, polimorfismo, transi¢cOes de fase, pontos de fusdo e ebulicdo, entre outros.
(Kumar, Singh, & Nanda, 2020)

Este método é frequentemente utilizado como uma técnica complementar a
calorimetria diferencial de varrimento (DSC), ja que esta ultima mede a quantidade de
energia absorvida ou libertada por uma amostra aquando esta é arrefecida, aquecida ou
mesmo mantida a uma temperatura constante, permitindo assim obter dados termodindmicos
sobre a substancia em estudo (ex. ponto de fusdo). Por este motivo, combinacdo destas
técnicas tem-se mostrado bastante vantajosa particularmente em estudos in situ com

resultados bastante claros. (Simek, Griinwaldova, & Kratochvil, 2014)

Figura 5. Equipamento de HSM.

(Centro de Quimica Estrutural - Instituto Superior Técnico)
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4. Resultados e Discussao

4.1. Atividade anti-micobacteriana dos compostos halimano e
labdano

A avaliacdo da atividade anti-micobacteriana dos diterpenos em estudo foi realizada
atraves da andlise quantitativa do crescimento de M. smegmatis através da determinacéo dos
valores de CMI. Embora esta micobactéria ndo seja o agente causador da TB, é ainda assim
um bom modelo preliminar que permite avaliar os possiveis novos agentes contra esta
patologia. (Andrade et al., 2018)

Foi realizada uma avaliacdo citotoxica para evitar falsos positivos resultantes da
citotoxicidade dos compostos presentes nas células. O teste de citotoxicidade permitiu medir
a libertacdo da enzima citosélica LDH ap6s tratamento dos macréfagos, derivados de PBMC,
com o0s compostos 1 e 2. Uma vez que a estaurosporina (ICsop = 250 nM) € um conhecido
inibidor de proteinas cinase responsaveis por induzir a apoptose, foi usada como controlo

positivo. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 7. (Andrade et al., 2018)

Tabela 7. Ensaio de citotoxicidade LDH para os diterpenos halimano (1) e labdanos (2)
isolados de P. ornatus, testados com os valores de MIC. Os dados s&o expressos como
mediana * desvio padrdo (n = 3); *** p <0,0001. Para a atribuicdo quimica do numero

composto, consultar a Figura 2.

(Adaptado de (Andrade et al., 2018))

Composto Citotoxicidade (%0)
STS (estaurosporina 2 uM, controlo 21,9 ***
positivo)
Controlo positivo do kit (9 % (v/v) Triton X- 82,9
100 correspondente a 100 % da libertagéo de
LDH)
Controlo negativo (células nao tratadas) 10,1
1 8,75
2 9,82
3 N&o tratado
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Tal como é possivel observar na Tabela 7, a estaurosporina (controlo positivo)
resultou numa citotoxicidade dos macréfagos de 21,86% (p <0,0001). Adicionalmente, o0s
compostos em estudo ndo apresentaram toxicidade significativa para os macrofagos (p
>0,05), j& que é possivel observar que a viabilidade celular foi semelhante aos valores obtidos

nas células ndo tratadas (controlo negativo). (Andrade et al., 2018)

Relativamente aos compostos 1-3, estes ndo revelaram atividade contra M. smegmatis
(valores de CMI > 100 pg/mL) quando comparados com o controlo positivo, a rifampicina
(CMI 3,75 ng/mL). Contudo, quando comparados os diterpenos de labdano (Compostos 2 e
3) com o diterpeno halimano (Composto 1), foi possivel observar que este Gltimo é o mais
ativo pois possui um valor de CMI de 100 pg/mL. Os resultados obtidos encontram-se
apresentados na Tabela 8. (Andrade et al., 2018)

Tabela 8. Valores de CMI dos compostos 1-3 isolados de P. ornatus, obtidos pelo método de
microdiluigdo contra M. smegmatis. A rifampicina foi usada como controlo positivo. Os
valores de CMI foram tomados como a menor concentragdo do composto que inibiu > 99%
do crescimento do microrganismo apés 24 horas de incubagdo a 37 °C e encontram-se
apresentados em pg.mL™.

(Adaptado de (Andrade et al., 2018))

M. smegmatis
Composto .
CMlgg (pgmL )
1 100
2 > 100
3 > 100
Controlo positivo 3,75 RIF

Assim, revela-se a necessidade de realizar estudos adicionais como é o caso da

formulacdo farmacéutica de novos derivados de halimano puro e testes contra o Mtb para

melhor compreender a sua atividade tuberculostatica e melhorar a sua eficacia. (Andrade et

al., 2018)
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4.2. Extracéao e isolamento do composto halimano

Para este estudo fitoquimico foi utilizada toda a planta medicinal P. ornatus. O extrato

acetonico obtido apresentou um rendimento de 7,082% (m/m).

Em estudos anteriores, o extrato acetonico proveniente da maceragdo desta planta

permitiu obter um rendimento de 5,41%. (Rijo, Rodriguez, Duarte, & Simdes, 2012)

Comparando os dois valores, € possivel concluir que o0 método de ultrassons € 0 mais

eficaz na extragdo de P. ornatus.

A aplicacdo de ondas ultra-sénicas ao solvente permite acelerar a dissolucéo e difusédo
do soluto. Além disso, a transferéncia de calor permite melhorar a eficacia da extragdo. Esta
técnica apresenta ainda como vantagem o facto de necessitar de pouco solvente e possuir um
baixo consumo de energia, com uma reducdo da temperatura e do tempo de extracao. (Zhang,
Lin, & Ye, 2018)

Atualmente estdo descritos dois solventes usados para extracdo de P. ornatus. Os
extratos obtidos com acetona apresentam resultados mais eficazes (rendimento de 5,41%
(m/m)) quando comparados com o0s extratos obtidos com n-hexano (rendimento de 1,40%
(m/m)). Tendo em conta estes dados, para este estudo foi selecionada a acetona como
solvente extrator. (Rijo et al., 2012)

O diterpeno halimano, o composto principal de P. ornatus, foi isolado por
cromatografia em coluna liquida sequencial seguida de cromatografia flash seca.

Em estudos anteriores, o processo de isolamento foi realizado utilizando dois sistemas
de eluentes: n-hexano com acetato de etilo (Oliveira et al., 2005) e petréleo com acetato de
etilo (Rijo et al., 2002).

Assim, por razdes econdmicas e pela semelhanga entre os dois sistemas de eluentes,
foi utilizada como fase estacionaria uma mistura dos solventes n-hexano e acetato de etilo

para a extracdo deste diterpeno.

Uma vez que foi possivel obter fragdes com o diterpeno halimano e em quantidades

bastante significativas, € possivel concluir que a escolha destes solventes foi uma boa opgéo.
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4.3. Recristalizacdo do composto halimano

Este processo foi realizado de acordo com a literatura, procedendo a lavagem da
fraccdo 4 obtida a partir da coluna C com os solventes n-pentano e acetato de etilo, o que

permitiu obter cristais puros de halimano (5,3 mg). (Rijo et al., 2007)

Tendo em conta a analise microscépica dos cristais obtidos inicialmente, procedeu-se
a uma nova recristalizacdo do composto utilizando agua e metanol (1:1), o que permitiu obter
cristais com carateristicas mais favoraveis as técnicas que se pretendiam realizar

posteriormente. Os cristais obtidos podem ser observados na Figura 6.

Figura 6. Cristais de halimano observados ao microscopio apds segunda recristalizagéo.

(Centro de Quimica Estrutural - Instituto Superior Técnico)

4.4, Estudos estruturais do composto halimano

A avaliacdo estrutural deste composto foi realizada com o auxilio de trés técnicas
realizadas no Centro de Quimica Estrutural - Instituto Superior Técnico: SCXRD, FTIR e
HSM.

Assim, apés a obtencdo de cristais de halimano com as carateristicas desejadas,
procedeu-se a determinacdo da estrutura deste composto através da técnica de difracdo de

raios-X em monocristal.
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Na Figura 7 é possivel observar a estrutura obtida e na Tabela 9 encontram-se

apresentados os dados obtidos por esta técnica.

Figura 7. Estrutura do halimano obtida por SCXRD (elipséides definidos a 30% de
probabilidade) (a); Representacdo do sintdo R3(8), com as respectivas pontes de hidrogénio
representadas a azul (b); Empacotamento supramolecular, visto ao longo de a (c).

(Centro de Quimica Estrutural - Instituto Superior Técnico)
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Tabela 9. Parametros cristalograficos obtidos por SCXRD e refinamento da estrutura do

composto.
Férmula empirica Ca4 Hes Ng Og
Peso molecular 724,98
Temperatura 293(2) K
Comprimento de onda 0,71073 A
Sistema cristalino Ortorrombico
Grupo espacial P212121
a=10,4736(10) A a=90°
Dimensdes da célula unitaria b =14,7302(13) A B=90°
c = 28,496(3) A y=90°
Volume 4396,4(7) A’
Z 4
Densidade calculada 1,095 mg/m®
Coeficiente de absorc¢ao 0,074 mm*
F(000) 1584
Tamanho do cristal 0,080 x 0,040 x 0,030 mm
Cor do cristal N/A

Limites de 0 recolhidos

2,386 a 34,421 °

Indices limitantes

-16<h<16,-23 <k<23,-45<1<45

Reflexdes recolhidas/Unicas

77210/ 18437 [R(int) = 0,3651]

Totalidade para 0 = 25,242 °

99,9 %

Correcao de absorcao

Nenhuma

Meétodo de refinamento

Minimos quadrados de matriz completa em F?

Dados/restri¢cdes/parametros

18437 /01469

Bondade em F?

0,941

Indices R finais [I> 2 ¢ (I)]

R1=0,1491, wR2 = 0,1886

Indices R (todos os dados)

R1=10,5277, wR2 = 0,3037

Coeficiente de extin¢do

N/A

Densid. eletronica min e max

0,173 e-0,187 e.A°
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A estrutura deste composto apresenta uma simetria ortorrébmbica, cristalizando no
grupo espacial P2,2:2;. Todas as distancias de ligacdo e angulos estdo de acordo com o
esperado para este tipo de compostos. Os grupos carboxilicos estdo envolvidos em ligacoes
por pontes de hidrogénio, dando origem a sintdes R3(8) (Figura 7b) que se repetem ao longo
do empacotamento supramolecular (Figura 7c¢). No entanto, € importante ressalvar que
embora tenha sido possivel determinar a estrutura do halimano, a qualidade dos cristais ndo
permitiu obter dados com qualidade adequada para publicacdo, pelo que novas

recristalizacfes com vista ao crescimento de mais monocristais estdo em progresso.

De seguida completou-se a andlise da estrutura molecular do halimano utilizando a

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (Figura 8).

Transmitancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de onda / cm™

Figura 8. Analise do halimano por FTIR.

(Centro de Quimica Estrutural - Instituto Superior Técnico)

A espectroscopia de infravermelho suporta a estrutura cristalina determinada por

SCXRD. Assim, as bandas carateristicas do composto halimano a 2931 e 1736 cm™
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correspondem ao grupo carboxilico (O-H) e ao ester (C=0), respetivamente. E ainda possivel

observar um stretch com duas ou mais bandas no intervalo de 1300 a 1000 cm™.

Finalmente procedeu-se a analise do comportamento do halimano ao aumento de

temperatura através da técnica de microscopia de placa quente (Figura 9).

- > 22°C 124 °C 150 °C

¢
E°T"R ET E-T
157 °C 164 °C 170°C
ST ET E T

Figura 9. Analise do halimano por HSM.

(Centro de Quimica Estrutural - Instituto Superior Técnico)

O halimano mostrou-se estavel até a sua fusdo completa, que ocorreu a

aproximadamente 170 °C.
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5. Conclusao

O aparecimento e disseminacdo da TB multirresistente e excessivamente resistente a
medicamentos levou a que se intensificassem os esforcos para descobrir novos agentes anti-

TB que possuam um novo modo de agdo contra novos alvos de Mtb. (Faustino et al., 2020)

Assim, é ainda necessario realizar pesquisas futuras sobre produtos naturais
antimicobacterianos que possuam como principal objetivo a identificacdo de possiveis
moléculas prot6tipo contra alvos novos e especificos de Mtbh com atividade contra Mtb
replicante e inativo, incluindo MDR-TB e XDR-TB. Para tal é essencial aumentar a
biodisponibilidade dos farmacos e baixar a sua toxicidade para que se possa garantir uma
maior eficacia de um regime de tratamento mais curto, o que permite 0 aumento da adesao a
terapéutica por parte do paciente e ainda evita o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos
usados. (Faustino et al., 2020)

Os diterpenos de halimano (Compostos 1) e labdano (Compostos 2 e 3) foram
avaliados num ensaio preliminar da atividade antimicobacteriana contra M. smegmatis onde
primeiramente 0s compostos foram testados quanto a sua toxicidade em macréfagos
derivados de PBMC, ndo tendo sido encontrada qualquer citotoxicidade até 25 pg/mL.
(Andrade et al., 2018)

Os valores de CMI99 dos compostos 1-3 (>100 pg/mL) ndo revelaram atividade
significativa contra M. smegmatis quando comparados com a rifampicina (controlo positivo).
No entanto, estdo a ser realizados estudos adicionais contra Mtb para confirmar os resultados
obtidos e eventualmente elucidar o mecanismo de ac¢do assim como melhorar a atividade dos

compostos derivados por hemisintese. (Andrade et al., 2018)

Utilizando o método de ultrassons, foi possivel obter um extrato acetonico de toda a
planta medicinal P. ornatus com um rendimento de 7,082% (m/m). O composto protétipo
halimano foi isolado a partir do extrato acetdnico de P. ornatus, obtendo-se 5,3 mg de

composto puro.

Foi possivel determinar a estrutura cristalina do halimano através de dados de difracdo

de raios-X em monocristal. Dados de FTIR complementaram a informagéo estrutural do
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composto. A analise de HSM mostrou que o ponto de fusdo deste composto é de

aproximadamente 170 °C.

Futuramente pretende-se proceder a quantificacdo do diterpeno halimano em todas as
fracGes obtidas utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC).
Assim, obtendo-se grandes quantidades deste composto, torna-se possivel preparar novos

derivados e estudar melhor a sua atividade bioldgica.
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