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RESUMO

A humanidade sempre utilizou plantas medicinais como fonte priméria no
tratamento de algumas doencas. Em Africa, as plantas do género Psydrax sdo popularmente
usadas na medicina tradicional para o tratamento de vérias doencas e sintomas, incluindo
malaria, febre, dores de cabeca, edema, reumatismo, diarreia, conjuntivites, micoses e
outras doencas inoficiosas. Existem estudos sobre os compostos presentes em algumas das
plantas do género mencionado e responsaveis pela sua bioatividade, mas pouco se sabe
sobre o perfil quimico de Psydrax locuples (K. Schum.) Bridson. Assim, com o objetivo de
contribuir para a descoberta de novos constituintes e avaliacdo de propriedades bioativas
dessa espécie, foram realizados estudos com as folhas, muito utilizadas na medicina
tradicional no sul de Mogambique.

Os extratos foram preparados por maceracdo das folhas secas e moidas,
sequencialmente, com solventes de polaridade progressiva. Os compostos sollveis em
acetato de etilo, na maioria dos casos ap0s acetilacao, foram purificados por cromatografia
em coluna e preparativa em camada fina. A elucidacéo estrutural destes compostos foi feita
através da espetroscopia de RMN e espetrometria de massa (HRMS).

Foram isolados derivados acetilados de dois triterpenos (&cido ursélico e 11p-
hidroxiursélico) que, posteriormente, foram esterificados com trimetilsilildiazometano de
forma a converter o grupo carboxilico em éster metilico. Quer o composto 11pB-
hidroxiursélico, quer os seus derivados eram desconhecidos. Também foram identificados
nove dissacaridos acetilados dos quais cinco sdo cianogénicos. Previamente, ja haviam sido
descobertos numa planta de outra espécie, dois dissacaridos cianogénicos relacionados com
0s isolados.

O potencial antioxidante dos extratos/fracdes foi determinado pela atividade
captadora de radicais 2,2-difenil-picril-hidrazilo (DPPH), poder redutor (PR) e inibicdo da
descoloracdo do [-caroteno. Todos 0s extratos/fragbes, apresentaram resultados
satisfatorios, principalmente os extratos de metanol e agua (ECscDPPH = 0,29 e 0,32
mg/mL, respetivamente; EC5,PR = 0,31 e 0,30 mg/mL, respetivamente; ECsop-caroteno =

0,52 e 0,31 mg/mL, respetivamente).



O potencial antitumoral foi avaliado in vitro, em quatro linhas celulares tumorais
humanos (HeLa, HepG2, MCF7 e NCI-H460), pelo método da sulforodamina B. Todos 0s
extratos e compostos isolados (sobretudo triperpenos e dissacaridos) revelaram atividade
inibitéria do crescimento celular. O extrato de acetato de etilo acetilado foi o que
apresentou maior atividade em todas as linhas celulares testadas (80 pg/mL<Gls5,<219
pMg/mL). A auséncia de toxicidade dos extratos foi confirmada e ensaiada em culturas
primarias de células de figado de porco (PLP2). Os resultados dos ensaios de bioatividade
vém realcar o potencial medicinal das folhas de P. locuples tdo utilizadas na medicina

tradicional em Mogambique.
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ABSTRACT

Since ancient times, mankind has used medicinal plants as primary source to treat
some diseases. In Africa, plants belonging to the genus of Psydrax are popularly used in the
traditional medicine to treat several symptoms and diseases, such as fevers, malaria, edema,
headache, rheumatic pains, diarrhea, conjunctivitis, mycoses and other infectious diseases.
There are available studies on the compounds present in some of the plants of the
mentioned genus and responsible for their bioactivity, but the chemical profile of Psydrax
locuples (K. Schum.) Bridson is still unknown. Therefore, in order to contribute to the
discovery of new compounds and evaluation of bioactive properties of this species, studies
with its leaves, highly used in the traditional medicine in south of Mozambique, were
carried out.

The extracts were obtained by sequential maceration of the powder of the dried
leaves of P. locuples using different solvents and increasing polarity.

The soluble compounds in ethyl acetate, most of the cases after their acetylation,
were purified by column and thin-layer preparative chromatographies. Their structural
elucidation was done by NMR spectroscopy and mass spectrometry (HRMS).

We have isolated acetylated derivative of two triterpenes (ursolic and 11pB-
hydroxyursolic acids) that were subsequently esterified with trimetysilyldiazomethane to
convert the carboxylic to an ester group. 11B-Hydroxyursolic acid and its derivatives were
unknown compounds. Furthermore, nine diglycoside compounds, which five are
cyanogenic compounds, were also identified. Two cyanogenic diglycosides related with the
ones isolated in the present work were previously identified in other species.

Bioassays were conducted in order to know the biological potential of extracts and
isolated compounds. The antioxidant activity of all the extracts/fractions was evaluated
through DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) free radical scavenging activity, reducing
power (RP) and p-carotene bleaching inhibition. All the extracts/fractions showed
satisfactory results, especially the methanolic and water extracts (ECs,DPPH = 0.29 and
0.32 mg/mL, respectively; EC5,RP = 0.31 and 0.30 mg/mL, respectively; ECsop3-carotene =
0.52 and 0.31 mg/mL, respectively).
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The in vitro antitumor potential of all the extracts and isolated compounds was evaluated in
four human tumor cell lines (HeLa, HepG2, MCF7 and NCI-H460) by Sulforhodamine B
assay. All the extracts and isolated compounds (especially triterpenes and diglycosides)
showed results against tumor cell lines. The acetylated ethyl acetate extract expressed better
inhibition of the cell growth in all the lines tested (80 pg/mL<Gl5,<219 pg/mL). The
absence of toxicity of the extracts was confirmed in a primary culture of porcine liver cells
(PLP2). The results obtained in the bioassays validate the medicinal potential of P.

locuples leaves, commonly used in the traditional medicine of Mozambique.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de matrizes vegetais para fins terapéuticos € tdo antiga quanto a

civilizagdo humana e, por muito tempo, produtos minerais, vegetais e animais foram
fundamentais para a area da salde. Historicamente, as plantas medicinais sdo importantes
como fitoterdpicos e na descoberta de novos farmacos, estando no reino vegetal a maior
contribuicdo para a formulacdo de medicamentos (Rodrigues & Amaral, 2012).
As plantas superiores sdo fontes de milhares de produtos naturais, com uma variedade
quase infinita de estruturas diferentes. As suas moléculas tém, frequentemente, funcoes
especificas e muitas delas apresentam atividades bioldgicas que podem ser Uteis para 0s
seres humanos (Hostettmann et al., 2008). Rodrigues & Amaral (2012) estimam que 5 mil
espécies foram ja estudadas com fins medicinais. De facto, as plantas superiores formam
um pequeno grupo de cerca de 250 000 espécies, das quais apenas 6 % foram investigadas
farmacologicamente e 15 % fitoquimicamente (Heinrich et al., 2004; Rodrigues & Amaral,
2012).

As plantas dos trépicos e subtrdpicos sdo bastante abundantes mas tém sido pouco
estudadas; inclusivamente, muitas delas ainda nunca foram estudadas e outras estdo a
desaparecer antes de terem sido catalogadas botanicamente (del Fresno et al., 1999;
Hostettmann et al., 2008). Estas representam um enorme reservatorio de novas moléculas
com potenciais atividades terapéuticas a espera de serem descobertas (Hostettmann et al.,
2008).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), considerando as plantas medicinais como
importantes instrumentos de assisténcia farmacéutica, tem expressado, por meio de varios
comunicados e resolugdes, a sua posicdo a respeito da necessidade de valorizar a sua
utilizacdo no ambito sanitario, sobretudo, ao observar que 70 % a 90 % da populagdo nos
paises em vias de desenvolvimento depende delas no que se refere aos cuidados primarios
de Saude (Rodrigues & Amaral, 2012). Segundo informacGes da OMS, descritas pelos
mesmos autores, 60 % da populagdo mundial utiliza medicamentos tradicionais, baseados

numa historia de utilizacdo prolongada, com frequéncia milenar.



Segundo Lobo & Lourenco (2007), os principios ativos sdo geralmente metabolitos
secundarios cuja funcdo ainda ndo é bem conhecida; alguns parecem nao ser essenciais a
vida do organismo que 0s biossintetiza, outros sdo essenciais na comunicacao da espécie,
outros ainda podem constituir defesas em caso de ataque. Heinrich et al. (2004) estimam
que cerca de 139 000 metabolitos secundarios foram ja isolados, sendo 16 833 alcaloides e
30 000 terpenos. Exemplos classicos de drogas de origem vegetal, incluem o agente
antimalarico quinina, extraido a partir da casca de Cinchona officinales L. (Rubiaceae), o
analgéesico morfina e 0 bem conhecido antitissico codeina, ambos extraidos de Papaver
somniferum L. [(opium) poppy] (Papaveraceae), a atropina extraida de Atropa belladonna
L. (atropa) com propriedades anticolinérgicas e outras espécies das Solanaceae, e a
digoxina extraida de Digitalis spp. (Scrophulariaceae), utilizada para o tratamento de

insuficiéncia cardiaca (Heinrich et al., 2004; Hostettmann et al., 2008).

Mocambique € um repositério importante de diversidade biologica. Esta diversidade
¢ usada por cerca de 90 % da populacdo do pais, maioritariamente das zonas rurais, para
satisfazer as suas necessidades habitacionais, energéticas, alimentares e de salde. Em
Mogcambique, cerca de 15 % do total dos recursos genéticos vegetais (estimado em cerca de
5500 espécies de plantas) é utilizado pelas comunidades rurais para fins medicinais e
desempenham um papel fundamental nos cuidados basicos de satde (Senkoro et al., 2012).
Na regido sul de Mocambique (provincias de Inhambane, Gaza e Maputo), usam-se as
folhas de Psydrax locuples (K. Schum.) Bridson para tratar e prevenir a "doenca da lua",
doenca caracterizada por febre, vomitos, diarreia, dor de cabeca, célicas abdominais, e por

produzir sintomas e sinais idénticos aos da epilepsia, em recém-nascidos e criangas.

E neste ambito, que o presente trabalho pretende caracterizar quimicamente e
avaliar as propriedades bioativas de folhas de Psydrax locuples (K. Schum.) Bridson.
Alguns dos compostos identificados serdo isolados de forma a confirmar as moléculas
bioativas e responsaveis pelas propriedades observadas. Até entdo, desconhece-se a
composi¢do quimica das folhas e ainda ndo foram confirmadas as propriedades bioativas

que suportam a sua utilizacdo pelas populac6es do sul de Mogambique.



1. ESTADO DA ARTE

1.1. Familia Rubiaceae

Segundo Coelho et al. (2006), a familia Rubiaceae é a maior da ordem Gentianales,
com cerca de 650 géneros e 13 000 espécies, que corresponde a 66 % do total das
Gentianales. Entretanto, a subdivisdo da familia tem variado de acordo com o autor.
Estudos filogenéticos mais recentes propdem a divisdo de Rubiaceae em trés subfamilias:
Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae. Esta familia estd distribuida por todo o mundo
essencialmente nos tropicos e em regides quentes (Heinrich et al., 2004). Coelho et al.
(2006), referem ainda que esta familia possui espécies de grande importancia econémica,
que sdo exploradas como alimentares (Coffea arabica L. e Genipa americana L.),
ornamentais (Ixora spp., Mussaenda spp., Gardenia spp., etc.), e também na inddstria
farmacéutica, como por exemplo Cinchona pubescens Vahl, produtora de quinina, utilizada

no tratamento da malaria.

1.2. Género Psydrax

A Plant List (2010), um projeto internacional que visa montar um soélido banco de
dados de plantas, contando com a participacdo de institutos como Royal Botanic Gardens e
0 Missouri Botanical Garden, incluem 80 espécies do género Psydrax. Segundo Hyde et al.
(2007), a Flora de Mogambique comporta 9 espécies de Psydrax, uma delas representada

com duas subespécies (Tabela 1).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Royal_Botanic_Gardens
http://pt.wikipedia.org/wiki/Missouri_Botanical_Garden

Tabela 1. Espécie do género Psydrax existentes em Mogambique.

Psydrax
fragrantissima (K.Schum.) Bridson;

kaessneri (S. Moore) Bridson;

kraussioides (Hiern) Bridson;

livida (Hiern) Bridson;

locuples (K. Schum.) Bridson;

micans (Bullock) Bridson;

moggii Bridson;

obovata (Eckl. &Zeyh.) Bridson subsp.elliptica Bridson;

obovata (Klotzsch ex Eckl. &Zeyh.) Bridson subsp.obovata;

parviflora (Afzel.) Bridson subsp.chapmanii Bridson.
~ Adaptado de Hyde et al., (2013)

A Preliminary Checklist of the Vascular Plants of Mozambique, descrita por Da
Silva et al. (2004), refere a existéncia de apenas 7 espécies, ndo validando a presenca em

Mocambique das seguintes espécies de Psydrax (Tabela 2).

Tabela 2. Espécie do género Psydrax inexistentes na preliminary checklist of vascular plants of Mozambique.

Psydrax

kaessneri (S. Moore) Bridson;
parviflora (Afzel.) Bridson subsp.chapmanii Bridson;

obovata (Eckl. &Zeyh.) Bridson subsp. Elliptica Bridson.

1.3. Psydrax locuples (K. Schum.) Bridson
1.3.1. Classificacdo cientifica

Seguindo o sistema de classificacdo das plantas com flor (angiospérmicas) proposto
por Chase & Reveal (2009), a espécie em estudo (Figura 1) classifica-se do seguinte modo:
Classe: Equisetopsida

Subclasse: Magnoliidae


http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=172150
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=172160
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=155980
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=155990
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=156000
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=172180
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=172170
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=156020
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=172140
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=156030
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=172160
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=156030
http://www.mozambiqueflora.com/speciesdata/species.php?species_id=156020

Ordem: Gentianales
Superordem: Asteranae
Familia: Rubiaceae
Género: Psydrax

P. locuples (K. Schum.) Bridson

Figura 1. Psydrax locuples (K. Schum.)
Bridson.

1.3.2. Sinonimias

Canthium locuples (K.Schum.) Codd;
Plectronia locuples K.Schum (Germishuizen & Meyer, 2003).

1.3.3. Nomes vernaculares em Mo¢ambique

Bandissa-lhoko, Shihlobongo (Da Silva et al., 2004).

1.3.4. Descricao

E uma arvore/arbusto perene com uma altura que varia entre 2-6 m, com um
padréo impressionante de ramificacdo; 0s ramos crescem em pares opostos exatamente em
angulo reto com o ramo principal. As folhas sdo pequenas e brilhantes, com margens

onduladas. As flores sdo muito pequenas e brancas. Os frutos sdo bagas assimétricas,



brilhantes e negros. A sua propagacao é feita através da semente (David & Nichols, 2002;
Germishuizen & Meyer, 2003).

1.3.5. Distribuicéo geografica e habitat

Encontra-se em regides quentes. Desenvolve-se em planicies costeiras ou dunas,
florestas, geralmente em solo arenoso ou sobre afloramentos de arenito e em declives de
montanhas rochosas. A taxa de crescimento é de cerca de 40 cm por ano. Tolera um pouco
o frio, mas cresce melhor em ambiente acolhedor, com chuvas moderadas (GBIF, 2000;
David & Nichols, 2002).

Em Africa, a espécie encontra-se distribuida em Mogambique, Africa do Sul,
Suazilandia e Zimbabwe (GBIF, s.d). Em Mocambique, a espécie encontra-se nas

provincias de Inhambane, Gaza e Maputo (Da Silva et al., 2004).

1.3.6. Usos em Mogambique

As folhas frescas de P. locuples sdo utilizadas no alivio de dores de cabeca. As
folhas sdo esmagadas, e posteriormente, colocadas sobre a testa, amarradas com um lenco
de cabeca (Turner, 2002). Além deste uso, as folhas sdo também utilizadas para tratar e
prevenir a "doenca da lua”. Usam-se normalmente folhas dissecadas, maceradas em agua
numa concha de caracol durante horas. A tisana resultante é administrada fria por via oral

nas primeiras horas da manh@ e a noite a recém-nascidos e criancas até aos 5 anos de idade.

1.4. Composigdo quimica e propriedades bioativas de P. locuples

Apds extensa pesquisa bibliografica, ndo foram encontrados estudos sobre a
composi¢do quimica e atividade farmacologica/propriedades bioativas desta espécie. Para a
revisao bibliogréfica partiu-se, entdo, do seguinte pressuposto de Hostettmann et al. (2008):
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"os componentes sdo muitas vezes especificos para uma familia, género ou espécie. Se um
produto natural possui atualmente propriedades curativas interessantes, pode ser possivel
encontrar espécies analogas num mesmo género ou na mesma familia”. Assim, optou-se
por fazer uma revisdo bibliografica sobre outras espécies ja estudadas e pertencentes a

familia Rubiaceae.

Para a recolha da informacdo referente a composicdo quimica e atividades
farmacolodgicas/propriedades bioativas de Psydrax, procedeu-se em outubro de 2013, a uma
pesquisa na ISI Web of knowledge [v5.13], onde se usou a seguinte estratégia (Tabela 3).

Tabela 3. Historial da pesquisa de informacao refente a Psydrax.

Conjunto  Estratégia de pesquisa Resultados
1 Topico: (Psydrax) 18
2 Topico: (Whipstickquar) 0
3 Topico: (Canthium) 68
4 Topico: (Plectronia ou Afrocanthium ou Cyclophyllum ou Keetia) 35
Total 102

Foram encontrados 102 artigos, que por sua vez, foram refinados através da leitura

dos titulos e resumos, tendo sido incluidos nesta seccdo do documento 45 artigos.

1.4.1. Composi¢ao quimica

Segundo Kouam et al.(2013), a familia Rubiaceae é reconhecida como uma fonte
rica em compostos bioativos, incluindo iridoides, alcaloides e triterpenos. Os mesmos
autores referem ainda, que a maioria dos iridoides isolados nesta familia foram descritos
como tendo um esqueleto ciclopentapirano, com o grupo funcional de éster metilico ou de

acido carboxilico.



Estudos de investigacdo nas espécies do género Canthium, mostram que estas
contém caracteristicamente compostos como iridoides, terpenoides, glucosidos

cianogénicos, glucosidos fendlicos e alcaloides (Kouam et al., 2013).

De acordo com os estudos iniciados por Herath et al. (1979) e complementados por
Gunasegaran et al.(2001), nas folhas e cascas do caule de C. dicoccum, foram isolados
diferentes compostos bioativos nomeadamente,-sitosterol (1), acidos quinovaico (2) e

acetil quinovaico, rutina (3) e escopolatina (4) (Figura 2).

HO
1

Figura 2. Compostos isolados das folhas e cascas do caule C. dicoccum.

Segundo Rockenbach et al. (1992) e Schwarz et al. (1996), o estudo das folhas e
frutos de C. huillense e C. shimperianum, culminou com o isolamento da prunasina (5),

seus derivados e outro novo glucdésido cianogénico (6) (Figura 3).
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Figura 3. Glucosidos cianogénicos isolados das folhas e frutos de C. huillense e C. shimperiam.




Outro estudo das partes aéreas de C. berberidifolium, realizados por Kanchanapoom

et al. (2002), também permitiu o isolamento do &cido geniposido (7), outro derivado

iridoico (10), piceina (8), e de varios glucésidos fendlicos (9, 11, 12, 13 e 14) (Figura 4).
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Figura 4. Glucésidos e iridoides isolados da partes aéreas de C. berberidifolium.

O estudo da composicdo fitoquimica das folhas C. parviflorum Lam., efetuado por

Jose et al. (2008) e por Pasumarthi et al. (2011), permitiu isolar compostos bioativos como

B-sitosterol (1), taraxerol (15), D-manitol (16), petunidina (17) e glucésidos cardiacos (18),

incluindo ésteres, acidos e alcoois de cadeia longa (Figura 5).
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Figura 5. Compostos extraidos das folhas de C. parviflorum Lam.

Os estudos das raizes e folhas de C.multiflorum (Thonn.) Hier, indicaram presenca
de derivados do é&cido-28-ursélico hidroxilado (18), cumarinas metoxiladas (19):
escopolatina (4), escoparona e outros e derivado iriddico (20) (Traoré et al., 2008;

Coulibaly et al., 2009; Akomo et al., 2009) (Figura 6).
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Figura 6. Compostos extraidos das folhas de C. multiflorum (Thonn.) Hier

(20)

"»,I:I

(18)

Kouam et al. (2013), vieram complementar o estudo da planta C.multiflorum
(Thonn.) Hier, com o isolamento a partir da casca do caule, de varios metabolitos
secundarios, incluindo 4&cido quinovéico (2), manitol (15), 6-oxoginipina (21),
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macrofilésido (22), garjasmine (23), gardenine (24), gardenamida (25), galiésido (26),
aitchisonido B (27), 6a-hidroxigenipdsido (28), acido diacetilasperuldsido (29), acido
vanilico 4-O-f-D-(6-O-benzoilglucopirandsido (30), &cido oleandlico (31) e um &cido
vanilico (32) (Figura 7).
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Figura 7. Compostos extraidos da casca do caule de C. multiflorum (Thonn.) Hier.

Numa outra especie de C. glaucum Hiern., Musila et al. (2013), para além dos
alcaloides e flavonoides, puderam também isolar lactonas sesquiterpénicas. Num outro
estudo com folhas e galhos de C. henriquesianum, efetuado por Ilboudo et al. (2013),
foram identificadas nos extratos aquosos, misturas de flavonoides, taninos hidrolisaveis e

saponinas.

Estudos biomonitorados com extratos da casca do caule C. horridum BI.,
conduziram ao isolamento de dez compostos: B-sitosterol (1), manitol (16), cumarina

metoxilada (19), escopoletina (4) e escoparona, 4&cido vanilico 4-O-B-D-
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glucopirandsido(30), (+)-siringaresinol (33), 3'-metoxi-4'-hidroxi-trans-cinamaldeido (34),
aldeido sinapico (35) , acido siringico (36), e B-daucosterol (37) (Yang et al., 2010)
(Figura 8).

\\\@ocm
Hl/
— COOH
H,CO 8 H 0 H,CO H
o
HO / H HO 7o
HO H,CO OCH,

OCH, H;CO H,CO OH
(33) (34) (35) (36)

HO

- OH
OH (37)
Figura 8. Compostos extraidos da casca do caule de C. horridum BI.

1.4.2. Propriedades bioativas

Foram realizados varios estudos fitoquimicos em espécies do género Canthium, que
comprovaram a presenca de varios metabolitos secundarios. Segundo Musila et al. (2013),
estes metabolitos secundarios, sdo responsaveis pelas atividades bioldgicas destas espécies.
De acordo com Bero et al. (2009) e Ilboudo et al. (2013), estas espécies sdo popularmente

usadas na medicina tradicional para o tratamento de varias doencas (Tabela 4).
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Tabela 4. Algumas espécies do género canthium popularmente utilizadas na medicina tradicional.

Nome boténico Parte usada  Indicacgdes Referéncia
Keetia leucantha (K. Folhas Maléria e doencas respiratorias Koné et al.
Kruse) Bridson (syn. (2004) e
Plectronia leucantha Bero et al.
Krause) (2009)
Canthium multiflorum Folhas Vaérias doencas, incluido febre, malaria, dores Akomo et al.
(Thonn.) Hier de cabeca, edema, reumatismo, diarreia, (2009)
conjuntivites, micoses e outras doencas
inoficiosas
Raizes Hipertenséao Traoré et al.
(2008)
Canthium mannii Hier Cascas do Helmintiase Pone et al.
caule (2009)
Canthium parviflorum Folhas Anti-veneno e cicatrizante de feridas Pasumarthi
Lam. etal. (2011)
Canthium sucordatum Raiz Maléria, febre, inflamacdo, doencas Awah et al.
(D.C) cardiovasculares (2012)
Canthium Parte aérea Malaria, tosse, diabetes e hipertensdo llboudo et al.
henriquesianum (K. (2013)

Schum)

Kouam et al. (2013),

incluindo actividades citotoxica, antiplasmaédica, antifingia e antibacteriana.

1.4.2.1.

1.42.1.1.

Propriedades antiparasitarias

Atividade antiplasmddica

atribuem aos iridoides varias activividades bioldgicas,

Segundo Bero et al. (2009), estudos in vitro de extratos de diclorometano,

metandlicos e aquosos de folhas e galhos de Keetia leucantha (K. Krause) Bridson (syn.

Plectronia eucantha Krause), mostraram que os extratos de diclorometano foram mais

ativos frente aos parasitas Plasmodium falciparum; resultados similares foram verificados
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nos extratos de diclorometano obtidos a partir de raizes de C. multiflorum (llboudo et al.,
2013).

Estudos in vivo com extratos organicos de C. glaucum, realizados por Musila et al.
(2013), mostraram queestesconseguiam inibir o crescimento de parasitas de Plasmodium
berghei, comprovando deste modo que esta espécie era possuidora de atividade
antiplasmaddica. Um outro estudo envolvendo o mesmo tipo de parasitas realizado por Bero
et al. (2013), comprovou que extratos organicos e aquosos de galhos de Keetia leucantha
eram significativamente ativos na inibicdo do crescimento desses parasitas. Os mesmos
autores ainda referem que os extratos eram constituidos por uma mistura de ésteres de
triterpenos que sdo possuidoras de atividade antiplasmodica. A presenca de maior
quantidade destes ésteres triterpénicos, acidos ursolico e oleandlico nos extratos de
diclorometano de Keetia leucantha pode justificar, em parte, a atividade antiplasmddica dos
extratos brutos. Estudos efetuados por outros autores revelaram que a atividade
antiplasmadica dos dois acidos foi observada em duas experiéncias, uma vez que inibiram o
parasita Plasmodium falciparum com ECsp = 9,3 € 4,9 pg/mL e ECsp = 15,2 e 3,1ug/ml
para o &cido ursolico e oleandlico, respetivamente (Bero et al., 2011).

1.42.1.2. Atividade antitripanossomial e antileishmanial

Bero et al. (2011), realizaram testes in vitro para a avalicdo da atividade
antitripanossomial e antileishmanial. Segundo os autores, foram preparados extratos de
diclorometano, metandlicos e aquosos de galhos de Keetia leucantha, as actividades foram
observadas nos extratos de diclorometano, pela inibicdo do crescimento do parasita
Tripanossoma brucei. Os mesmos autores referem que o extrato de diclorometano foi,
posteriormente fracionado, o que permetiu a identificagdo dosacidos ursolico e oleandlico
como componentes maioritarios.Estes acidos também foram testados relativamente as suas
atividades antitripanossomial e os resultados foram: ECso = 1,0 £ 0,2 pg/mL e ECsp = 2,8+
0,5 png/mL para os acidos ursélico e oleandlico, respetivamente. Um outro estudo in vitro
de avaliacdo da atividade antitripanossomial envolvendo extratos de diclorometano de
folhas de Keetia leucantha e 6leo essencial extraido de folhas da mesma planta, provou
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mais uma vez que os acidos betulinico, ursélico e oleantlico eram os maiores constituintes
no extrato e possuiam elevada atividade antitripanossomial; 0s compostos que tiveram

maior atividade no 6leo essencial foram: geranilacetona, fitol, a-ionona e -ionona (Bero et

al.,2013).

1.4.21.3. Atividade nematicidal

A atividade nematicidal de extratos etandlicos de cascas do caule de Canthium
mannii foram avaliadas in vivo usando parasitas Heligmosomoides polygyrus, obtidos a
partir de fezes e duodeno de ratos adultos, tendo o extrato reduzido significativamente os
parasitas das fezes e do duodeno (75,0 % e 83,6 %, respectivamente), 7 dias apds o
tratamento. A atividade do extrato pode ser atribuida a concentracdo de alcool e principios
ativos anti-helminticos soltveis que influenciam a vida do parasita. A atividade nematicidal
observada pode ser devida ao facto da casca do caule de C. mannii conter metabolitos

secundarios tais como alcaloides, flavonoides, polifendis e saponinas (Pone et al., 2009).

1.4.2.2. Propriedades antibacterianas

Foram realizados estudos in vitro para avaliar as propriedades antimicrobianas de
extratos de espécies do género Canthium, utilizando o método de difusdo de disco em agar.
De acordo com Akomo et al. (2009), foram preparados extratos metanélicos e aquosos de
folhas de C. multiflorum e submetidos a um teste in vitro usando varios microrganismos.
Apos cerca de 11 horas de exposicéo, os resultados mostraram que todas as bactérias eram
suscetiveis a todos os extratos. No entanto, a suscetibilidade foi maior para o extrato
metanolico. O extrato revelou-se bactericida para Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Staphulococcus camorum, Staphulococcus aureus e Staphulococcus entérica, e

bacteriostatico para Bacillus cereus.

Num outro estudo efetuado por Lagnika et al. (2011) com extratos metanolicos

obtidos a partir de partes aéreas de C. setosum (Keetia leucantha), demonstrou-se a sua
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atividade antibacteriana pela inibicdo do crescimento de S. aureus, Pseudomonas
aeruginosa, E. faecalis e E. coli ap6s 18 horas de incubacdo. Akomo et al. (2009) referem
que outros autores demonstraram nos seus estudos que a atividade antibacteriana é devida a

presenca de compostos fendlicos nomeadamente, flavonoides, cumarinas e taninos.

1.4.2.3. Atividade antioxidante e citotéxica

Foi avaliada in vivo a atividade antioxidante de extratos metandlicos obtidos a partir
de partes aéreas de C. setosum, utilizando o ensaio de captacdo de radicais DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazilo). Os resultados provaram que estes extratos eram possuidoras de
propriedades antioxidantes, cujo valor de ECs foi de 3,47 pg/mL (Lagnika et al., 2011).
Segundo 0s mesmos autores, 0s extratos metanolicos eram maioritamente constituidos por
flavonoides. He et al. (2008), referem que a atividade antioxidante de vegetais esta

principalmente relacionada coma presenca de flavonoides.

Para o0 ensaio da atividade citotoxica, foram preparados extratos aquosos e
metanolicos de folhas de C. parviflorum e testados quanto ao seu efeito citotoxico na linha
celular de adenocarcinoma de colon (Caco-2). O extrato metan6lico mostrou ser um agente
citotoxico potente com uma ECs, de 52 pg/mL; o extrato aquoso revelou uma ECsy de 71
pug/mL. Nestes extratos, foram identificados varios metabolitos nomeadamente, saponinas,
taninos, flavonoides e glucdsidos cardiotonicos (Pasumarthi et al., 2011). As saponinas
com um nucleo triterpénico, geralmente possuem atividade antitumoral, como € o caso do

a-fitol e do &cido betulinico (De Araujo et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi caracterizar quimicamente as folhas de

Psydrax locuples (k. Schum.) Bridson, e avaliar a sua bioatividade.
Como objetivos especificos foram considerados a:

- Preparacdo de extratos de hexano, diclorometano, acetato de etilo, metanol e
agua e correspondentes fragcdes obtidos a partir de folhas de P. locuples;

- Conhecimento da composicao, isolamento e purificagdo dos compostos sollveis
em acetato de etilo utilizando métodos cromatograficos (CC e PTLC) e GC/MS;

- Elucidacdo das estruturas dos compostos presentes utilizando técnicas
espectroscopicas: 1D e 2D RMN, HRMS e IV.

- Avaliagcdo da bioatividade dos diferentes extratos/fracbes/compostos obtidos
nomeadamente, atividade antioxidante e citotoxicidade em quatro linhas
celulares tumorais humanas e hepatotoxicidade usando uma cultura celular

obtida a partir de figado de porco.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material Vegetal

As folhas de Psydrax locuples (K. Schum.) Bridson foram colhidas em agosto de
2013, em Mocambique, na provincia de Maputo, no distrito de Marracuene pelo Prof.
Doutor Francois Munyemana. Apoés a sua colheita, procedeu-se a secagem, ao abrigo da luz
(Figura 9), durante 30 dias, no Laboratorio de Produtos Naturais, Departamento de
Quimica, Faculdade de Ciéncias, Universidade Eduardo Mondlane (UEM) /Maputo. Este
local possui condi¢Bes adequadas para a secagem e armazenamento de 6rgdos de plantas
medicinais: condicGes de higiene, ventilacdo e protecdo contra ataques de insetos e outros
animais. Para completar o processo de secagem as folhas foram colocadas na estufa a uma

temperatura entre 35 a 40 °C (Figura 10), durante duas horas.

Figura 9. Processo de secagem das folhas de P. Figura 10. Processo de secagem répida das folhas
locuples, ao abrigo do sol. de P. locuples utilizando estufa.

Apo0s a secagem, estas folhas foram trituradas em moinho elétrico de facas (figura
11) até a forma fina (figura 12), fornecendo cerca de 1,137 kg de material. Este material foi
identificado e devidamente guardado. Posteriormente foi enviado para a Universidade de
Salamanca (USAL), onde foi conservada até ao més de fevereiro de 2014, periodo em que
se iniciaram os estudos num dos laboratérios do Departamento de Quimica Farmacéutica,
Faculdade de Farmacia, Salamanca (Espanha).
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Figura 11. Moinho elétrico de facas utilizado para

! Figura 12. Folhas de P. locuples na forma fina.
triturar as folhas de P. locuples.

3.2. Equipamentos e reagentes

» Extracdo, fracionamento, isolamento e identificacdo de compostos

Todos os reagentes utilizados no processo de extracdo foram de grau analitico P.A,
com a excecdo do hexano que foi purificado no laboratério. Para obtencdo dos extratos,
assim como no processo de fracionamento, utilizou-se hexano, acetato de etilo, acetona,
metanol e n-butanol (Carlo Erba Reagents Group). A agua destilada foi tratada num
sistema de purificacdo de 4gua Millipore Direct-Q do Departamento de Quimica Analitica,
Nutricdo e Bromatologia da USAL

Os extratos e fragcdes foram concentrados sob pressdo reduzida a temperatura de 40
°C, em evaporador rotativo (Buchi R-210) acoplado a um banho de aquecimento (modelo
B-491) da mesma marca. No extrato aquoso, a agua foi removida usando-se um liofilizador
(modelo Lyoquest) de marca Telstar.

A silica gel 60 de granulacdo 0,063-0,200 mm (70-230 mesh ASTM) e silica gel
P60 de granulacdo 40-63 pm (230-400 mesh) foram utilizadas para 0 empacotamento das
colunas (ambas da Merck).

Para a cromatografia em camada fina (TLC), foram utilizadas placas DC-
Fotigfolien ALUGRAM®Sil G/UV,s4, com 0,20 mm de espessura da Macherey-Nagel.

As revelacOes das placas foram realizadas sob luz ultravioleta no Duo-UV-Source
for thin-layer and column cromatography de marca Desaga, a 254, 366 nm e ou por meio
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de reacdo com uma mistura de acido sulfurico/etanol 96% (1:3), seguido de aquecimento da

placa na estufa a 100 °C.

As cromatografias preparativas em camada fina (PTLC) foram desenvolvidas em

placas de vidro de silica gel 60 Fzs4 (20x 20 cm, 1 mm de espessura) de procedéncia Merck.

Para a elucidagdo estrutural das substancias isoladas foram utilizados os seguintes

equipamentos:

Espectrometro de infravermelho: Nicolect Impact 410, utilizando pastilhas de KBr a
1% (m/m) ou em filme. Os valores de nimero de onda de maxima vibragao (Vmax)
expressam-se em cm'™.

Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Varian modelo Mercury Vx 400
MHz (400 MHz para *H e 100 MHz para **C), usado para a obtencéo dos espetros
de RMN de 'H, *C e DEPT. Os espetros de COSY, HMQC, HMBC e ROESY,
foram obtidos em um espectrémetro Brucker (400 MHz para *H e 100 MHz para
3C). As amostras foram solubilizadas em cloroférmio (CDCl3) e metanol(CD;0D)
deuterados, CAMBRIDGE (Cambridge Isotope Laboratories). Nestas analises, foi
utilizado como referencial interno, o sinal do tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos () foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J), em Hertz (Hz).

Cromatografo de Gases Hewlett Packard 5890 Series Il acoplado a um
espectrometro de massas MSD Hewlett Packard 5972. A coluna cromatografica é
uma HP-5MS (5 % de fenil) metilsilicona de 30 m, 0,25 mm de didmetro interno e
0,25 micrometros de espessura de pelicula. Utiliza o He como gas inerte.

Os espetros de massas de alta resolucdo (HRMS): quadrupolo-tempo, modelo
Applied Biosystems QSTR XL, utilizando o elestrospray como modo de ionizagéo a
5500 V e um detetor ESI-Q-TOF; os iGes observados expressam-se em m/z.

A determinacéo do valor da atividade Otica [a] foi realizada num polarimetro Perkin

Elmer, modelo 241.

Os pontos de fusdo dos compostos foram obtidos em graus Celsius em aparelho

Gallankamp de marca Sanyo.
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> Ensaios de bioatividade

Para a avaliagéo da atividade antioxidade foram usados os seguintes padrdes: O 2,2-
difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill, MA) e o trolox
(&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromato-2-carboxilico) foi adquirido a Sigma (St. Louis,
MO). O &cido tricloroacético (TCA) foi também adquirido a Sigma (St. Louis, MO).

Para a avaliacdo da atividade antitumoral e citotdxica foram usados as seguintes
solugdes: o soro fetal bovino (SFB), a L-glutamina, a solu¢do salina de Hank’s (HBSS), a
tripsina-EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético), os aminoacidos ndo essenciais (2 mM),
a penicilina/estreptomicina (100 U/mL e 100 mg/mL, respetivamente), e 0s meios de
cultura RPMI-1640 e DMEM, que foram adquiridos a Hyclone (Logan).

O é&cido acético, a elipticina, a sulforadamina B (SRB), o azul tripano e o Tris [2-
amino-2- (hidroximetil) propano-1,3-diol)], foram adquiridos a Sigma (St. Louis, MO).

A &gua destilada foi tratada num sistema de purificacdo de dgua Milli-Q (TGI Pure
water Systems) do Laboratério de Quimica e Bioquimica Aplicada do Instituto Politécnico

de Braganca- IPB.

3.3. Obtencéo de extratos de P. locuples

Os extratos foram obtidos por maceracdo (Figura 13) das folhas trituradas (sec¢éo

3.1.) utilizando diferentes solventes, tendo sido feitas duas extracées:

I Cerca de 100 g da amostra foram sucessivamente extraidas com hexano,
diclorometano, metanol e agua (300 mL de cada solvente), a temperatura
ambiente e sob agitacdo constante. Os extratos foram filtrados a vacuo em funil
de Buchner (Figura 14) e posteriormente concentrados no evaporador rotativo
(Figura 15) a 40 °C, fornecendo cerca de 2,457 g de extrato de hexano, 3,500 g
de extrato de diclorometano, 32,536 g de extrato metanolico e 15,011 g de
extrato aquoso (Figura 16). A agua do extrato aquoso foi removida no

liofilizador.
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. Cerca de 200 g da amostra foram extraidas com hexano, duas vezes com
diclorometano e finalmente, com acetato de etilo (600 mL de cada solvente).
Esta extracao forneceu cerca de 3,950 g de extrato de hexano, 5,571 g de extrato
de diclorometano I, 2,199 g de extrato de diclorometano Il e 17,521 g de extrato

de acetato de etilo (Figura 17).

Figura 14. Filtragdo a vacuo dos extratos de
Figura 13. Extracdo por maceracdo dos extratos folhas de P. locuples.

de folhas de P. locuples.

Figura 15. Remogdo dos solventes nos extratos de folhas de P. locuples.
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Folhas moidas de
Psydrax locuples
(100,0 g)

Hexano (70 horas)

‘ Y
[Extrato de Hexano] Residuo i

(2,457 g)

Diclorometano (48 horas)

, v
Extrato de Diclorometano Residuo ii
(3,500 g)

Metanol (45 horas)

Extrato de Metanol Residuo iii
32,536 ¢g

Agua (69 horas)

Extrato de Agua Residuo iv
(15,011 g) @

Figura 16. Sequéncia I de obtencéo de extratos das folhas de P. locuples.

Folhas moidas de

Psydrax locuples
(200,0 g)

Hexano (44 horas)

Extrato de Hexano Residuo i
3,950 g)
Diclorometano (67 horas)
[Extrato de Diclorometano l] Residuo ii

(5,571 g)

Diclorometano (22 horas)

Extrato de Diclorometano I Residuo iii
2,199 ¢

Acetato de etilo (70 horas)

Y

\
Extrato de Acetato de etilo Residuo iv
17,521 g)

Figura 17. Sequencia Il de obtengdo de extratos das folhas de P. locuples.
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3.3.1. Particdo do extrato metandlico

Cerca de 5,1 g do extrato metandlico (Figura 16), foi particionada com agua
destilada e acetato de etilo num funil de separacdo (Figura 18). Posteriormente, procedeu-

se a parti¢do da fase aquosa remanescente com n-butanol.

Figura 18. Processo de particdo do extrato metanélico.

As fases de acetato de etilo e n-butanol foram lavadas até pH neutro com solucéo
aquosa saturada de NaCl, secos com Na,SO, anidro, filtrados e concentrados no evaporador
rotativo a 40 °C, obtendo-se assim o extrato metandlico solGvel em acetato de etilo
(Ext.MeOHsol.AcOEt), extrato metandlico soltvel n-butanol (Ext.MeOHsol.But) e extrato
metanolico sollvel em &gua (Ext.MeOHsol.H,0) (Figura 19), a agua desta fase foi

removida no liofilizador (Figura 20)

—» | F.MeOHsol. AcOEt
(1,913 g)

Extrato metandlico 3 | F.MeOHsol.But
5,1g)

» | F-MeOHsol.H,O
(2,135 g)

Figura 19. Fra¢des produzidas na particdo do extrato MeOH.
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Figura 20. Remocdo de &4gua no extrato aquoso de P. locuples.

3.3.2. Extracdo &cido-base da fracdo metanodlica sollvel em acetato de etilo
(F.MeOHsol.AcOEt)

Cerca de 1,017 g da F.MeOHsol.AcOEt foi colocado num funil de separacéo e foi
particionado com AcOEt e NaOH (5 4% e (80:20, v/v). A fase aquosa remanescente foi
adicionada HCI (oq) 2 N (30 mL) até ao pH acido e depois particionada trés vezes com e
AcOEt (70 mL). Finalmente, as duas fases foram lavadas com a solucédo aquosa saturada de
NaCl até ao pH neutro e secos (fase neutra com Na,COs3 anidro e fase acida com Na,SO,
anidro), filtrados e concentrados no evaporador rotativo a 40 °C, resultando desta forma, a
fracdo neutra da fragdo metandlica soltivel em acetato de etilo (F.N.F.MeOHsol.AcOEt) e a
fracdo acida da fracdo metandlica solivel em acetato de etilo (F.A.F.MeOHsol.AcOEt)
(Figura 21).

— 3 | F.N.F.MeOHsol.AcOEt
(281,0 mg)

F.MeOHsol. AcOEt
(1,017 )

llustragdo 21. Fragdes produzidas na extracéo acido-base de F.MeOHsol.AcOEt.

» | F.A.F.MeOHsol.AcOEt
(300,0 mg)
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Durante a remogdo do solvente para se obter o F.A.F.MeOHsol.AcOEt, observou-se
a formagdo duma substancia incolor em forma de agulhas nas paredes do baldo. Apos a
remocao total do solvente e posterior pesagem, notou-se a perda demasiada do peso da
fracéo.

A substancia formada nas paredes foi recolhida num outro baldo e dissolvida em
DCM. Apos concentracdo no evaporador rotativo, obteve-se 5 mg desta substancia

(composto 1). Ao analisar-se por RMN *H, comprovou tratar-se de uma substancia pura.

3.3.3. Fracionamento e isolamento

3.3.3.1.  Fracdo neutra do extrato metandlico solivel em acetato de etilo
(F.N.F.MeOHsol.AcOEt)

A F.N.F.MeOHsol.AcOEt (281,0 mg) foi eluida numa coluna empacotada com
silica gel 60. A coluna cromatografica (Figura 22) foi preparada utilizando-se uma
proporcao entre silica e amostra de 1:50 (m/m) (Hostettmann et al., 2008). Num bal&o de
fundo redondo de 100 mL, colocou-se o extrato que foi dissolvido a quente numa mistura
de AcOEt e Me,CO, em seguida, adicionou-se 200 mg de silica e levou-se ao evaporador
rotativo, ficando o extrato impregnado na silica. O empacotamento da coluna com silica gel
foi feito com hexano e, de seguida, aplicou-se a amostra que foi eluida primeiramente com
AcOEt e depois com a mistura de Me,CO e AcOEt, numa proporgéo de (2:8) e finalmente

com acetona, resultando 30 fragdes de 20 mL cada.
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Figura 22. Realiza¢do da cromatografia em coluna de F.N.F.MeOHsol.AcOEt.

Apds verificagdo sob luz ultravioleta e posterior revelagdo com a mistura
H,SO./EtOH, foram reunidas de acordo com a semelhanca de seus perfis cromatogréaficos,
somente as fragcdes 7-8 (48,0 mg) e 13-30 (182,0 mg); entretanto, as outras fragdes ndo

foram estudadas porque apresentavam massas desprezaveis.

Nas fracGes 7-8, estava presente uma substancia solida amorfa. Analisada por TLC,
esta sO foi visivel a 366 nm e ao ser revelada com a mistura de H,SO4/EtOH e posterior
aquecimento, desenvolveu-se uma mancha cor rosa. Analisada por RMN de *H e HRMS,

provou tratar-se duma mistura de compostos 2 e 3.
Dados espetroscépicos da mistura de compostos 2 e 3.

Mistura de compostos 2 e 3: P.f. 219-240 °C; IR (v, cm™): 2927, 1735, 1701, 1458, 1369,
1246, 1028. HRMS (ESI-TOF): calculado para CsHs0Os Na [M+Na]*: 521,3601;
encontrado: 521,3613 m/z.

) Acetilacéo das fracoes 13-30

Num baldo de fundo redondo de 100 mL, colocou-se 182,0 mg das fracbes 13-30
(a) e dissolvidas em 1 mL de piridina, seguida de adi¢do de 1 mL anidrido acético (b). Esta
reacdo ocorreu durante 12 h, ao abrigo da luz e sob agitacdo a temperatura ambiente e
monitorada através da TLC (Bhan et al., 1988). Apos este periodo, adicionando-se gelo

picado para hidrolisar o0 excesso do anidrido acético. Apds 1h, procedeu-se a particdo da
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mistura reacional com AcOEt e lavou-se sucessivamente a fase organica com uma solucao
aquosa de HCI 2 N e solugdes aquosas saturadas de NaHCO3; e NaCl resultante até pH
neutro. A fase organica foi seca com Na,SO, anidro, evaporou-se o0 solvente, obtendo-se
deste modo 183,0 mg da fracdo 13-30 acetilada (c) (Figura 23), que foi confirmada atraves
de RMN *H.

o L
1O Piridina, t
R—OH +H;C—C”~ “C-CH, amb R-O
Escuro, 12 h
(a) (b) (c)

Figura 23. Esquema da reacdo de acetilacdo das fragcdes 13-30.

As fracOes acetiladas (183,0 mg) foram submetidas a uma segunda cromatografia
em coluna e eluidas numa coluna empacotada com silica gel flash P60. Para este caso,
dissolveram-se as fragdes em DCM e colocaram-se na coluna de separagdo. Foram
utilizadas os seguintes eluentes: DCM, DCM:ACOEt (9:1), (7:3), (1:1) e (2:8) e finalmente
AcOEt, resultando em 45 subfracdes (recolhidas em tubos de ensaio 20 mL). A analise sob
luz ultravioleta e posterior revelacdo com a mistura H,SO4/EtOH, permitiu que se
juntassem, de acordo com os seus perfis cromatograficos, as fracdes 21-24 (67,0 mg) e 41-
49 (23,0 mg). As subfracbes 21-24 eram compostas de composto 4 e seu epimero
(composto 5). Nas subfracbes 41-49, estava presente 0 compostos 6 e seu epimero

(composto 7).
Dados espetroscopicos das misturas de estereoisomeros isolados

Mistura de compostos 4 e 5: HRMS (ESI-TOF): calculado para CzsHs3N2016 [M+NH4]":
759,2607; encontrado: 759,2618 m/z. RMN para 4 (R): H-7 Mn (5,55; s); C-8 Mn (117,1) e
RMN para 5 (S): H-7 Mn (5,74; s); C-8 Mn (116,7).

Mistura de compostos 6 e 7: HRMS (ESI-TOF): calculado para Ca7Hs1N2O16 [M+NH4]":
779,3233; encontrado: 779,3230 m/z. RMN para 6 (R): H-7 Mn (5,48; s); C-8 Mn (117,1) e
RMN para 7 (S): H-7 Mn (5,70; s); C-8 Mn (116,6).
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A Figura 24 ilustra o procedimento utilizado para a obtencdo das fracdes e isolamento

dos compostos na F.N.F.MeOHsol.AcOEt, mencionados previamente.

Ext.MeOH
51¢g

Extracao por particao
(AcOEt/n-But/H,0)

\i ¢

Y

[F.MeOHsol.AcOEt] (F.MeOHSsoLBut) (F.MeOHSsoL.H,0)
1,0g
Extracao acido/base
(AcOEt/NaOH/HCI])
Y ¢
[F.N.F.MeOl—lsol.AcOEtj [F.A.F.MeOHsol.AcOEtj
CC Silica Gel Remocio do solvente no
evaporador rotativo (40 °C)
F.7-8 F.13-30 1
l Acetilacao

F.13-30
Mis. 2 e3 Acetilada

CC Silica Gel

Y ¢

F.21-24 F.41-49

Mis. 4 e 5 (Epi. 4) Mis. 6 ¢ 7 (Epi. 6)

Figura 24. Esquema de obtencdo de compostos 1 a 7 a partir da F.MeOHsol.AcOEt.

3.3.3.2.  Extrato de acetato de etilo (Ext.AcOEt)

Comegou por se proceder a acetilagdo de 2,0 g do Ext. AcOEt do mesmo modo
descrito na seccdo 3.3.3.1.i; para a sua dissolucdo, foram necessarios 8 mL de piridina e 8
mL do anidrido acético. Apés a particao obteve-se 2,282 g de Ext.AcOEt acetilado.

Cerca de 2,242 g de Ext.AcOEt acetilado, foi eluido numa coluna empacotada com

silica gel 60 (98,0 g). A proporcdo entre silica e amostra utilizada foi de 1:44 (m/m). Num
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baldo de fundo redondo de 100 mL colocou-se o extrato e foi dissolvido com hexano; de
seguida, adicionou-se 2 g de silica e levou-se ao evaporador rotativo, permitindo deste
modo a impregnacdo do extrato na silica. Eluiu-se utilizando-se hexano e AcOEt (9:1),
(8:2), (1:1) e (2:8), depois com o AcOEt e finalmente com a mistura de AcOEt e Me,CO
(8:2). Recolheram-se, portanto, 61 baldes de fundo redondo de 100 mL, cada com 25 mL.
As fracGes foram reunidas em treze grupos de acordo com a semelhanca do perfil

cromatografico observado atraves de TLC (Tabela 5).

Tabela 5. FracBes obtidas do fracionamento de Ext.AcOEt.

Grupos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Fragdes 26-27 28-34 35-39 40 41 42 43 44 45 46 47 48-50 51-54

Massa (mg) 65 144 86 91 129 302 344 381 237 121 60 142 146

Destes, foram estudados somente:
a) Grupo 1 (26-27) e 2 (28-34)

Estas fracOes destes grupos apresentaram-se como um sélido branco amorfo. Pela
andlise por TLC, ap6s revelacdo com a mistura de H,SO4/EtOH e posterior aquecimento,
observaram-se duas manchas rosas na placa. As duas fragdes foram misturadas e
dissolvidas em DCM. Foram submetidas a uma segunda CC e eluidas numa coluna
empacotada com silica gel flash P60 (8,0 g). Procedeu-se a eluicdo com uma mistura de
Hex/AcOEt (9:1), (8,5:1,5), (8,3:1,7) e (7:3), resultando 16 subfragcOes de balbes de fundo
redondo de 100 mL, cada com 25 mL. De acordo com o perfil observado na placa de TLC,
foram agrupados as subfragdes: 1,2-3 (56,0 mg), 5-10 (34,0 mg) e 11-14 (17,0 mg).

As subfracbes 1 e 2-3, apos revelacdo com a mistura de H,SO4/EtOH e posterior
aquecimento, desenvolveu-se uma mancha rosa (composto 8). No entanto, o composto 8 da
subfraccdo 1 estava mais purificado em relagéo ao das subfracdes 2-3.

As subfragdes 5-10 e 11-14, apos revelagdo com a mistura de H,SO,/EtOH e

posterior aquecimento, desenvolveu-se uma outra mancha rosa (composto 9). O composto
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9 das subfracdes 5-10, também se apresentou mais purificado em relagdo ao das subfracdes
11-14.

Dados espetroscépicos e propriedades fisicas dos compostos isolados:

Composto 8 (4cido acetilursélico): [a]p? +0,450 (c 0,9; CHCI3). IR (v, em™): 2927, 1735,
1701, 1458, 1369, 1246, 1028. HRMS (ESI-TOF): calculado para C3;Hs0O4 Na [M+Na]':
521,3601; encontrado: 521,3613 m/z. RMN *H e RMN **C (Tabela 7).

Composto 9 (4acido 11B-hidroxiacetilursélico): P.f. 225-235 °C; [a]po®® +0,050 (c 0,5;
CHCI3). IR (v, cm™): 2927, 1734, 1690,1458,1375, 1249 (Anexo 1). HRMS (ESI-TOF):
calculado para CsHagOs [M+H]*: 497,3625; encontrado: 497,3624 m/z. RMN *H e RMN
B3¢ (Tabela 7).

i) Esterificacdo dos compostos 8 e 9

Em dois balBes de fundo redondo de 100 mL foram colocados, num 22,0 mg do composto
8 e noutro 20,0 mg do composto 9. Ambos foram dissolvidos numa mistura de
tolueno/MeOH (10 mL, 3:2), seqguida de adicdo de 2 mL de trimetilsilildiazometano
(TMSCHN,) 2 M como agente alquilante (Hashimoto et al., 1981). Esta reacdo ocorreu
durante 12 h a temperatura ambiente e monitorada por TLC (t=0et=12 h) (Figura 25).

Tolueno/CH;0H, T, p- 0

R-COOH > R-C—0—CH,
TMSCHN,, 12h
(@

Onde: R-COOH =8 ou 9

Figura 25. Esquema de reacgdo de esterificagdo dos compostos 8 e 9.

Passados 12 h, evaporou-se 0 solvente, obtendo-se deste modo 26,0 mg do

composto 8a (d) e 22,0 mg do composto 9a (d).
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Dados espetroscépicos dos compostos esterificados:

Composto 8a (éster metilico do acido acetilursélico): IR (v, cm™): HRMS (ESI-TOF):
calculado para CasHs304 [M+H]": 513,3938; encontrado: 513,3943 m/z. RMN *H: 5,17 (H,
t): 4,42 (H, dd); 3,53 (3H, s); 1,98 (3H, s) ppm. RMN *3C: 178,1; 171,0, 138,2; 125,4; 81,0
e 51,6 ppm.

Composto 9a (éster metilico do acido 11p-hidroxiacetilursélico): IR (v, cm™): HRMS
(ESI-TOF): calculado para CasHs;04 [M+H]": 511,3782; encontrado: 511,3788 m/z. RMN
'H: 5,42 (H; d; 3,2 Hz); 4,44 (2H, m); 3,54 (3H, s); 1,98 (3H, s) ppm. RMN *3C: 177,8;
170,9; 144,8; 125,4, 81,6; 80,6 e 51,5 ppm.

b) Grupo 3 (fracdes 35-39)

Este grupo de fragbes foi submetido a cromatografia preparativa em capa fina
(PTLC), utilizando como sistema eluente a mistura Hex/AcOEt/Me,CO (8:1:1). Foram
efetuadas quatro eluicdes sucessivas que permitiram o isolamento de quatro compostos
nomeadamente: composto 10 (11,0 mg), 11 (11,0 mg), 4 (6,0 mg) e 8 (8,0 mg). Entretanto
0s compostos 8, 4 e 11 estavam impuros. O composto 10 foi caracterizado por RMN e
confirmado por CG/MS.

Composto 10 (penta-O-acetil-1-O-metil-D-glucitol): HRMS (ESI-TOF): calculado para
Ci7H3oNOy; [M+NH,4]": 424,1813; encontrado: 424,1822 m/z. RMN 'H e RMN *3C
(Tabela 13).

¢) Grupos 4 (fracéo 40) e 5 (fragéo 42)

Estes grupos (91,0 mg da fracdo 40 e 85,0 mg da fragdo 42) foram submetidos a
PTLC utilizando como sistema de eluente a mistura Hex/AcOEt/Me,O (6,5:1:2,5).
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Efetuaram-se seis elui¢des sucessivas tendo, na terceira eluicdo, comegado a formar-se um
precipitado branco (composto 4) na placa, que se ia concentrando em cada eluigé&o.

Da PTLC da fragdo 40 foi possivel isolar quantidade adicional do composto 10 (6,0
mg), perfazendo, portanto 17,0 mg desse composto. Além deste composto, foram isolados
destes grupos, outras quantidades adicionais dos compostos 4 (37,0 mg) e 11 (34,0 mg) e
uma mistura dos compostos 4 e 11 (64,0 mg). Nesta mistura, foi possivel purificar o
composto 4, por meio de sua precipitacdo (gotas do eluente em uso e adicdo 2,0 mL de

hexano); assim, obteve-se 50,0 mg de precipitado branco (composto 4).

Dados espetroscépicos dos compostos isolados:

Composto 4 ((2R)-2,2’,3,3’,4-Penta-O-acetil-5’-O-benzoil-p-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-
glucopiranosilmandelonitrilo): IR (v, cm™): 2937, 1754, 1602, 1452, 1372, 1220, 1112,
1066, 906, 714, 600. HRMS (ESI-TOF): calculado para CssHasN2O16 [M+NH,4]": 759,2607;
encontrado: 759,2618 m/z. RMN *H e RMN *3C (Tabela 9).

Composto 11 (2,2°,3,3’,4-Penta-O-acetil-1,5’-di-O-benzoil-p-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-
glucopiranosa): IR (v, cm™): 2926, 1752, 1636, 1452, 1373, 1241, 1064, 713. HRMS (ESI-
TOF): calculado para CssHsoNO37 [M+NH,4]": 748,2447; encontrado: 748,2456 m/z. RMN
'H e RMN 3C (Tabela 11).

d) Grupos 10 (fragdo 46) e 11 (fracéo 47)

Estas duas fracOes foram reunidas (181,0 mg) e foram submetidas a uma PTLC
utilizando como sistema de eluente a mistura de Hex/AcOEt/Me,CO (6:2:2), onde foram
feitas quatro eluicdes sucessivas. Desta cromatografia foi possivel isolar o composto 12
(31,0 mg), duas subfragdes do composto 13 (30,0 e 13,0 mg) e duas subfragdes do
composto 14 (11,0 e 12 mg). Entretanto, as subfracbes do composto 13 assim como as do

composto 14 ndo foram reunidas porque havia diferencas de pureza entre elas.

33



Dados espetroscdpicos dos compostos isolados:

Composto 12 (2,2’,3,3’,4-Penta-O-acetil-1-O-benzoil-5-O-[(E)-6-hidroxi-2,6-dimetilocta-
2,7-dienoil]-B-D-apiofuranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosa): IR (v, cm™): 3519, 2930, 2110,
1747, 1647, 1452, 1371, 1241, 1065, 926, 714. HRMS (ESI-TOF): calculado para
CsgHs:NO1s [M+NH,4]": 810,3179; encontrado: 810,3172 m/z. RMN 'H e RMN *3C
(Tabela 12).

Composto 13 ((2R)-2,2’,3,3’,4-Penta-O-acetil-5-O-[(E)-6-hidroxi-2,6-dimetilocta-2,7-
dienoil]-p-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosilmandelonitrilo): IR (v, cm™): 3488,
2929, 1754, 1455, 1371, 1220, 1065, 925, 700. HRMS (ESI-TOF): calculado para
CaoHs3N2017 [M+NH,4]*: 821,3339; encontrado: 821,3342 m/z. RMN 'H e RMN C
(Tabela 10).

Composto 14 ((2R)-2,2’,3,4-Tetra-O-acetil-5’-O-benzoil-p-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-
glucopiranosilmandelonitrilo): IR (v, cm™): 3488, 2926, 1754, 1700, 1380, 1223, 1064,
1036, 717, 601. HRMS (ESI-TOF): calculado para CszsHsiN2O15 [M+NH4]™: 717,2501,
encontrado: 717,2500 m/z. RMN *H e RMN *3C (Tabela 9).

e) Grupos 12 (fracbes 48-50) e 13 (fracdes 51-54)

As fragdes (48-50) do grupo 12 foram submetidas a uma PTLC utilizando como
sistema de eluente a mistura de Hex/AcOEt/Me,O (6:1,75:2.25), onde foram feitas seis
eluicdes sucessivas. Desta cromatografia foi possivel isolar uma quantidade adicional de
composto 12 (4,0 mg) e composto 14 (4,0 mg) que estavam mais puros em relacdo aos
obtidos nas fracGes anteriores. Alem destes compostos, foram isoladas outras subfracdes de
impuras de compostos 6 (18 mg), que foram adicionadas as fragdes 51-54 para serem

purificadas.
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O eluente utilizado para eluir as fragdes 48-50, foi utilizado na mesma proporcéo
para eluir dez vezes a PTLC das fra¢bes (51-54) do grupo 13, tendo-se isolado o composto
6 (32,0 mg), e outros novos: composto 15 (30,0 mg), composto 16 (14,0 mg) e uma mistura
(14,0 mg) de compostos 16 e 17 (derivado de 15), 6, 15 e dois compostos com P.M de 782

e 793 u.m.a, respectivamente, que nao foi possivel o seu isolamento.

Dados espetroscopicos dos compostos isolados:

Composto 6 ((2R)-2,2’,4-Tetra-O-acetil-5-O-[(E)-6-hidroxi-2,6-dimetilocta-2,7-dienoil]-p-
D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosilmandelonitrilo): HRMS (ESI-TOF): calculado
para Cs7Hs:N2016 [M+NH,4]™: 779,3233; encontrado: 779,3230 m/z. RMN 'H e RMN *C
(Tabela 10).

Composto 15  (2,2’,3,4,5’-Penta-O-acetil-1-O-benzoil-p-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-
glucopiranosa): HRMS (ESI-TOF): calculado para CysHagNOis [M+NH4]": 644,2185;
encontrado: 644,2176 m/z. RMN *H e RMN **C (Tabela 13).

Composto 16 (2,2’,4-Tetra-O-acetil-1-O-benzoil-5-O-[(E)-6-hidroxi-2,6-dimetilocta-2,7-
dienoil]-p-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosa): HRMS (ESI-TOF): calculado para
CasHsoNO17 [M+NH,]": 768,30732; encontrado: 768,3067 m/z. RMN 'H e RMN C
(Tabela 12).

Composto 17 ((2R)-2,2°,3,4,5’-Penta-O-acetil-p-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-

glucopiranosilmandelonitrilo): HRMS (ESI-TOF): calculado para CagH3gN2O15 [M+NH4]™:
655,2354; encontrado: 655,2345 m/z.
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A Figura 26 ilustra o procedimento utilizado para a obtencdo das fracdes e isolamento

dos compostos no Ext. AcOEt acetilado, mencionados previamente.

Ext.AcOEt
20¢g

Acetilagdo

‘ Ext.AcOEt Acetilado
2242 ¢

CC Silica Gel

| !
[F.z§-z7 ] [F.28-34 ] F.46 ¢ 47) F.51-54
PTLC, 4 EL.

| l PTLC, 4 EL. PTLC, 10 EL.
1 llz 13
j l l 14 I CRT:
Mis
F.40 e 42 F.48-50 6,15,16,17)

SF.1 SF.2-3 SF.5-10 SF.11-14
PTLC, 6 EL. PTLC. 6 EL.

[ O e

-

CC Silica Gel i .
8 10

l 12 14 6
8 9

l Esterificaciio l Esterificacdo

8a

9a

* Composto caraterizado por RMN !3C e 'H e confirmado por GC/MS

Figura 26. Esquema de Obtenc¢do dos compostos 4,8-17 no Ext.AcOEt.

3.4. Obtencéo de geninas do Ext.AcOEt
i) Reacéo 1

Num baldo esmerilado de fundo redondo de 100 mL foi colocado 1,0 g do extrato

de acetato de etilo, dissolvido numa mistura de dioxano e &gua (14 mL, 1:1), seguida de
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adicdo de 14,0 mL de acido acético. A reacdo ocorreu sob refluxo num banho de silicone

sob agitacdo e a uma temperatura de 82 °C.

Figura 27. Reacdo de hidrolise do Ext.AcOEt.

A reacdo foi monitorizada por TLC nos tempos t = 0, 6, 20, 30 e 45 h da reacéo.
Passados 45 h, interrompeu-se a reacdo e deixou-se arrefecer, tendo a solucéo adquirido cor
alaranjada. Os produtos de hidrolise (geninas e os acucares) foram obtidos por particdo com
AcOEt/H,0, resultando duas fases, a organica e aquosa. A fase organica foi novamente
extraida com agua. A fase orgénica foi lavada sucessivamente com solugdo saturada de
NaCl até ao pH neutro, seca em Na,SO, anidro, filtrada e levada ao evaporador rotativo,
obtendo-se deste modo as geninas (479 mg). Evaporou-se a &gua da fase aquosa no
evaporador rotativo a 70 °C, obtendo-se deste modo os agtcares (491 mg). Apés analise por

RMN *H, notou-se que a reag&o de hidrélise foi incompleta.

i) Reacéo 2

Para a hidrélise completa destes, seguiu-se o procedimento realizado por Iwagawa
& Hase (1983), estes produtos foram novamente reunidos e colocados num baldo do
mesmo tipo, dissolvidos em 7,0 mL de MeOH e seguiu-se com adicdo de 28,0 mL de HCI 2
N. A reacdo de refluxo ocorreu em 2,5 h a 137 °C, tendo-se novamente monitorizado esta
reacdo por TLC nos t = 0 e 2,5 h. Passado esse tempo, interrompeu-se a reacdo. Apos o
arrefecimento, a solucdo permaneceu com a cor laranja e com um precipitado de cor creme
no fundo do baldo. Depois, evaporou-se 0 MeOH e procedeu-se a particdo de produtos de
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hidrélise da mesma forma que se extraiu os produtos de hidrolise da reacéo 1, tendo se
obtido 329,0 mg de geninas (Figura 28).

As geninas foram caracterizadas por apenas CG/MS, para tal, 1 mg destas foram
dissolvidas em 1 mL de DCM e de seguida pipetou-se 1 pL da solucéo stock e injetou-se no

CG/MS, tendo se identificado dois compostos, 0 composto 1 e 0 composto 18.

Ext. AcOEt
1,0¢g

(1) Hidroélise acida
(2) Extracao AcOEt/H,0

Geninas Agucares

329,0 mg

.

GC/MS

[ A—

lel8

Figura 28 . Obtencéo das geninas a partir do Ext.AcOEt.

3.5. Reacdo de identificacdo do grupo ciano (CN) no extrato de acetato de etilo
(Ext.AcOEt)

Seguindo o procedimento efetuado por Brimer et al. (1983), na reacdo de hidrolise
(seccdo 3.4.), sob a boca do condensador, colocou-se um papel de filtro, previamente
preparado com duas solugdes distintas, primeiramente mergulhado numa solucdo aquosa
saturada de acido picrico, tendo este tomado a cor da solucdo (amarela) e ap6s secagem
rapida no secador, este foi mergulhado novamente numa outra solucéo aquosa de Na,CO3 2
M. Terminada a reacdo de hidrolise, notou-se no papel de filtro, a existéncia de uma cor

vermelho-tijolo (Figura 29).
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Figura 29. Papel de filtro previamente preparado, antes e depois da reacdo de hidrélise do Ext.AcOEt.

3.6. Ensaios de bioatividade

Os extratos (seccdo 3.3.), fragdes (seccdo 3.3.1.) assim como as geninas (sec¢éo
3.4.) obtidos, foram avaliados quanto a sua bioatividade (atividades antioxidante e
antitumoral) no Laboratorio de Quimica e Bioquimica Aplicada do Centro de Investigacéo
de Montanha (CIMO) do Instituto Politécnico de Braganca (IPB), Portugal.

3.6.1. Avaliacdo da atividade antioxidante

Para este ensaio utilizou-se 10,0 mg de cada extrato/fracdo que foram dissolvidas
em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO). Posteriormente, realizaram-se dilui¢des sucessivas
da solucdo mae (10,0 mg/mL), utilizando-se o mesmo solvente para as seguintes
concentragfes: 5,0; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625; 0,078; 0,039 e 0,019 mg/mL. Neste
ensaio, o Trolox (antioxidante comercial) foi utilizado como controlo positivo. Foram
avaliadas todas as amostras em triplicado com a excecdo do poder redutor que foi em
duplicado. Os resultados foram expressos em valores de ECso (concentracdo da amostra
responsavel por 50% de atividade antioxidante ou 0,5 de absorvéncia no ensaio do poder

redutor, expressos em pg/mL).
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3.6.1.1.  Atividade captadora de radicais livres DPPH

Misturaram-se as solucdes das amostras nas varias concentracdes (0,30 mL) com
uma solucdo de metanol (0,27 mL) contendo radicais de DPPH (6x10™ mol/L). Ap6s um
intervalo de 60 min de incubacdo & temperatura ambiente, ao abrigo da luz, mediu-se a
reducdo do radical livre DPPH através da leitura da absorvancia a 515 nm no leitor de

microplacas ELX800 (equipamento Bio-Tek, Inc.) (Guimaraes et al., 2013).

A atividade captadora de radicais (RSA) foi calculada em funcéo da percentagem da
descoloracdo da solucdo de DPPH, conforme a seguinte equagdo: %RSA= [(ADPPH-
AS)/ADPPH]x100, sendo AS a absorvancia da solugdo na presenca das varias
concentracdes de amostra e ADPPH a absorvancia da solucdo de DPPH. A concentracédo de
extracao/fracdo capaz de inibir 50% de radicais DPPH (ECsp) foi calculada a partir do

gréfico de percentagem RSA em fun¢éo da concentracdo de amostra.

3.6.1.2. Poder redutor

As solucdes das amostras nas varias concentrag@es (0,5 mL) foram misturadas com
tampdo fosfato de so6dio (200 mmol/L, pH 6,6, 0,5mL) e ferricianeto de potéssio (1%, 0,5
mL). As amostras foram incubadas a 50° C durante 20 min e adicionou-se posteriormente
acido tricloroacético (10%, 0,5 mL). O sobrenadante (0,8 mL) foi colocado numa
microplaca de 48 pocos juntamente com agua destilada e cloreto de ferro (0,1%, 0,16 mL)
(Guimardaes et al., 2013). A absorvancia foi medida a 690 nm, no leitor de microplacas,
referido anteriormente. A concentragdo de amostra que fornece 0,5 de absorvancia foi

calculada a partir do grafico de absorvancia 690 nm em funcdo da concentra¢do da amostra.

3.6.1.3. Inibicao da descolora¢ao do p-caroteno

Preparou se uma solucdo de B-caroteno (2 mg) em cloroférmio, transferindo se 2

mL desta solucdo para um baldo de fundo redondo para remocéao do cloroférmio a 40° C,
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sob vacuo. Adicionaram-se o &cido linoleico (40 mg), o emulsionante Tween 80 (400 mg) e
agua destilada, agitando-se vigorosamente. Transferiram se 4,8 mL desta solugdo para cada
tubo de ensaio contendo as solugdes das amostras nas varias concentragdes (0,2 mL)
(Guimaraes et al., 2013). Agitaram-se 0s tubos homogeneizando a mistura e mediu-se,
imediatamente, a absorvancia a 470 nm_(equipamento Analytik jena, modelo SPECORD
200) no tempo zero. Para a medicdo do tempo 1 colocaram se os tubos em banho (50° C,
2h) com agitacdo (50 rpm). A inibicdo da descoloracdo do B-caroteno foi calculada em
funcdo da equacdo: B-caroteno (tempo 1)/B-caroteno (tempo 0)x100. A concentracdo de
amostra capaz de inibir 50% da oxidacdo do B-caroteno (ECsp) foi calculada a partir do
grafico de percentagem de inibicdo da descoloragdo do pB-caroteno em funcdo da

concentracdo da amostra.

3.6.2. Avaliagéo do potencial antitumoral e citotoxicidade

Para o screening de atividade antiproliferativa in vitro foram selecionadas quatro
linhas celulares tumorais humanas, assim designadas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama),
NCI-H460 (cancro de pulmédo), HelLa (carcinoma cervical) e HepG2 (carcinoma
hepatocelular) e uma cultura priméria de células de figado de porco: PLP2 (porcine liver

primary cell culture estabelecida no laboratério onde decorreram os estudos).

As amostras preparadas na seccdo 3.6.1. foram dissolvidas em dimetilsulfoxido
(DMSO)/agua (1:1) de forma a obter a concentragdo final de 5,0 mg/mL. Apoés diluicdes
sucessivas da solucdo stock (5,0 mg/mL), preparam-se 5 novas concentracdes. Estas
solugdes foram adicionadas na placa de 96 pocos de forma a obter as seguintes
concentragdes: 250; 62,5; 15,625; 3,906, 0,977ug/mL. De forma anéloga, foram também
preparadas amostras de compostos e misturas isolados da F.MeOHsol.AcOEt (seccéo
3.3.3.1.) e do Ext.AcOEt acetilado (seccdo 3.3.3.2.). Foram feitos pelo menos trés ensaios
em duplicado para cada amostra. Os resultados foram expressos em valores de GI50
(concentracdo da amostra responsavel por 50% de inibicdo do crescimento celular;

expressos em pg/mL. Neste ensaio, a elipticina foi usada como controlo positivo.
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3.6.2.1. Atividade antiproliferativa em linhas celulares tumorais

humanas

As ceélulas foram mantidas em cultura de celulas aderentes em meio RPMI-1640
contendo 10% de Soro Fetal de Bovino (SFB) inativado pelo calor e 2 mM de glutamina
(MCF-7, NCI-H460, HeLa e HepG2, a 37 °C, em incubadora com temperatura
humidificada contendo 5% de CO, (HF 151, Heal Force) (Guimarées et al., 2013). Todas as
experiéncias foram realizadas em ambiente asseptico numa camara de fluxo laminar
vertical (TLStar, AV-30/70). Retirou-se 0 meio de cultura de cada caixa de cultura com as
respetivas linhas celulares. Adicionou-se 0 meio de lavagem (HBSS, 2mL) e apds a sua
remocao adicionou-se tripsina (1,0mL). A caixa de cultura foi colocada na incubadora
durante 3 min para desagregacdo das células. Adicionou-se rapidamente meio de cultura (3
mL) para inativar a tripsina. A suspensédo celular foi transferida para um tubo de falcon
estéril e posteriormente centrifugada (1200 rpm, 5 min.). O sobrenadante foi rejeitado e as
células foram ressuspensas em meio de cultura. Retiraram-se 50 pL de suspensdo e
adicionaram-se 50 pL de solucdo de azul tripano para contagem do numero de células
numa camara de Neubauer.

Cada linha celular foi plaqueada numa densidade apropriada (7,5x10° células/poco
para MCF-7, NCI-H460 e HCT-15 ou 1,0x10* células/poco for HeLa e HepG2) numa placa
de 96 pogos. Adicionaram 10 pL de cada concentracdo das amostras em cada poco e 190
ML da suspensdo celular anteriormente preparada. As microplacas foram incubadas durante
48h até ao teste da sulforodamina B (SRB). Neste teste, adicionou-se a cada po¢o acido
tricloroacético frio (TCA, 10%; 100 pL), incubando-se de seguida durante 60 min a 4° C.
As microplacas foram lavadas com agua destilada e secas. A solucdo de SRB (0,1% em 1%
acido acetico; 100 L) foi adicionada a cada pogo. A placa foi incubada durante 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, lavou-se a placa com acido acético (1%) para
remover o excesso de SRB e secou-se. A SRB foi solubilizada com 10 mM de Tris (200
uL, pH 7,4) num agitador de microplacas (Stat Fax-2100). A absorvancia foi medida a 540

nm num leitor de microplacas (referido anteriormente).
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3.6.2.2.  Hepatotoxicidade em células ndo tumorais

Preparou-se uma cultura de células primarias a partir de figado fresco de porco,
obtido num matadouro local, designada por PLP2. O procedimento foi descrito
anteriormente pelo grupo de investigacdo em que se insere este trabalho (Abreu et al.,
2011). Os tecidos foram lavados em solugdo salina de Hank contendo 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e dividido em explantes de 1x1 mm?®. Os
explantes foram colocados em caixas de cultura com meio DMEM suplementado com SFB
(10%), 2 mM de aminoacidos ndo essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, e colocou-se na incubadora. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias,
monitorizando-se utilizando um microscépio de invertido (Nikon Eclipse Ts 100). As
células foram transferidas para uma placa de 96 pocos com uma densidade de 1x10*
células/pogo, e cultivadas em meio DMEM com 10% de SFB, 100 U/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina. As células foram tratadas com diferentes concentracfes de

amostra e efetuou-se o teste SRB anteriormente descrito.

43



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Extratos obtidos de folhas P. locuples e seus rendimentos

O processo de extracdo de folhas trituradas de P. locuples apresentou os rendimentos

conforme a Tabela 6.

Tabela 6. Rendimento de extratos obtidos por maceracéo

Extracéo 1 (100 g) Extracéo 11 (200 g)
Extratos Tempo (h) Rendimento* Tempo (h)  Rendimento**
Hexano 70 2,457 g (2,56%) 44 3,950 g (1,98%)
Diclorometano (i) 48 3,500 g (3,50%) 67 5,571 g (2,79%)
Diclorometano (ii) - - 22 2,199 g (1,01%)
Acetato de etilo - - 70 17,521 g (8,76%)
Metandlico 45 32,536 g (32,54%) - -
Aguoso 69 15,011 g (15,01%) - -

* Extragdo em 300 mL de cada solvente
** Extracdo em 600 mL de cada solvente

O elevado rendimento do extrato metandlico (32,54%) condicionou a existéncia
duma etapa intermediaria de extracdo entre os solventes diclorometano e metanol, para tal,
utilizou-se o acetato de etilo, permitindo deste modo a obtencdo do extrato de acetato de

etilo (8,76%) que foi 0 nosso objeto de estudo.

4.2. Compostos isolados das folhas de P. locuples

Os procedimentos descritos na metodologia possibilitaram o fracionamento e

isolamento de dois triterpenos, nove dissacaridos e um glicitol.

Na extracdo acido-base da fracdo metanolica soldvel em acetato de etilo
(F.MeOHsol.AcOEt), foram produzidas duas fragdes:
a) Fracdo neutra da fracdo metanolica solavel em acetato de etilo
(F.N.F.MeOHsol.AcOEt), donde foram isoladas:

» Uma mistura de triterpenos e;
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Duas misturas de dissacaridos.

Presume-se que a extracdo acido-base efetuada na fracdo metanodlica solGvel em

acetato de etilo, tenha criado as seguintes inconveniéncias:

o=

b)

A néo obtencdo de compostos puros;

A obtencao de mistura dos triterpenos na fracdo neutra;

A perda demasiada do peso na fracdo acida da fracdo metandlica solivel em acetato
de etilo (F.A.F.MeOHsol.AcOEt) durante a sua concentracdo no rotavapor, devido a
utilizacdo do HClg).,, que provavelmente pode ter hidrolisado os dissacaridos
cianogénicos, desprendendo o HCN (detetado por reacdo com o &cido picrico
descrita na sec¢do 3.5.), e 0 benzaldeido (composto 18).

A epimerizacdo dos dissacaridos cianogénicos 4 e 6 produzindo seus respetivos
epimeros (artefactos). A utilizacdo do NaOH,g), para alem de ter epimerizado os
dissacaridos cianogénicos também hidrolisou as funcGes ésteres, desprendendo o
acido benzoico (composto 1) e o monoterpeno (ndo detetado nas geninas
hidrolisadas por GC/MS).

A fracdo 4cida da fracdo metandlica soldvel em acetato de etilo
(F.A.F.MeOHsol.AcOEt), donde foi obtido o composto 1 (Figura 30). Este
composto foi obtido durante a concentracdo desta fracdo no evaporador rotativo a
40 °C e foi obtido como um cristal sélido branco e soltvel em diclorometano. Foi
analisada por RMN 'H e, de acordo com as caracteristicas do seu espetro
comprovou-se tratar-se de uma substancia pura e portanto, foi comparada com uma

amostra auténtica em TLC, tendo-se constatado se tratar do 4cido benzdico.

HO o

Figura 30. Estrutura do acido benzéico.

45



Com a acetilacdo do extrato de acetato de etilo (Ext.AcOEt acetilado) permitiu o

isolamento dos triterpenos e dissacaridos na forma pura.

As estruturas de todos os compostos/misturas foram elucidadas com base nas
analises dos dados espectroscopicos 1V, HRMS, RMN *H e 3C (DEPT 90° e 135°), COSY,
HMQC, HMBC, ROESY e GC/MS e por comparacdo com o0s dados disponiveis na
literatura. Com base nos espetros de RMN dos compostos isolados, fez-se as Tabelas 9 a 15
(dados espetrais de RMN) que permitiram a melhor visualizagdo dos deslocamentos

quimicos dos sinais de cada composto.

4.2.1. Triterpenos pentaciclicos

Os triterpenos foram isolados da fracdo neutra da fracdo metandlica solGvel em
acetato de etilo (F.N.F.MeOHsol.AcOEt) e do extrato de acetato de etilo acetilado
(Ext.AcOEt acetilado) (Figura 31).

(2)R=R;=H (3)R=R;=H
(8 R=Ac,R;=H (99R=Ac,R;=H
(8a) R=Ac, Ry =Me (9a) R=Ac, Ry =Me

Figura 31. Triterpenos isolados de folhas de P. locuples.

A mistura de compostos 2 e 3 foi isolada duma das fragdes proveniente da CC de
silica gel da F.N.F.MeOHsol. AcOEt. Uma das particularidades destes triterpenos é de
serem visiveis (cor rosa) na placa de TLC, quando revelados com a mistura de
H.SO4/EtOH seguido de aquecimento na placa.
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Os compostos 8 e 9 foram isolados duma das fracGes proveniente CC de silica gel
do Ext.AcOEt acetilado, estas fracbes sofreram uma segunda CC de silica gel dando origem
a estes compostos.

Os compostos 8a e 9a foram obtidos da esterificagdo dos compostos 8 e 9,

respetivamente.

4.2.1.1.  Elucidacéo estrutural

Composto 8 (Figura 32), solido branco amorfo, soltvel em acetato de etilo. A sua
formula molecular C3;HsoO4 foi deduzida a partir do pico de ifo [M+Na] * a m/z = 521,3601
no seu espetro de HRMS. Este composto exibiu duas bandas (1735 e 1701 cm™) no espetro
de IV na regido de grupos carbonilos, correspondentes a um grupo éster e um grupo &cido
carboxilico, respetivamente. O seu espetro DEPT revelou presenca de oito carbonos
metilicos, nove carbonos metilénicos e seis carbonos monoprotonados. Pelo espectro de
RMN *3C (Tabela 7) observam-se sinais a 184,3 e a 171,1 ppm onde o primeiro é referente
ao grupo carboxilico e o segundo a éster. A existéncia de um sinal de C-3 a 80,9 ppm,
sugere que C-3 esta ligado a um acetato, sinais a 125,7 e 137,9 ppm relativos a ligacéo
dupla entre C-12 e C-13. Estes ultimos sinais, relacionando-os com o sinal de hidrogénio
olefinico presente no espetro de RMN *H a 5,16 (t; 3,4; H-12), permitem definir um
triterpeno do tipo ursano. Estes dados foram comparados com dados de RMN de um
triterpeno caraterizado por Taketa, et al. (2004) e séo totalmente iguais, portanto chegou-se

a conclusao de que o composto em anélise € um &cido acetilursolico.

AcO

23

,,//H
24

Figura 32. Estrutura do composto 8.
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Os espetros de RMN 2 D (HMQC, HMBC, COSY e ROESY) concordaram com a

estrutura deste composto.

Composto 8a solido branco amorfo, soltvel em acetato de etilo. Este composto é
produto da reacdo do composto 8 com o trimetilsilildiazometano (Figura 33). Seu espetro
de HRMS exibiu um pico de ido [M+H] " a m/z = 513,3938, o qual deduzido, corresponde a
férmula molecular C33Hs304. Os espectros de RMN deste composto, se diferenciam com os
do composto 8 (Tabela 7) pela presenca neste em andlise de deslocamento do sinal
correspondente ao carbonilo do acido carboxilico de 184,3 a 178,1 ppm e pela presenca de
um novo grupo metoxilo (3,53 s, 51,6 ppm), confirmando a estrutura de éster metilico do

acido acetilursolico.

Tolueno/CH3;0H T,

COOH
TMSCHN,, 12 h

Figura 33. Esquema de obtencéo do composto 8a.

Composto 9 (Figura 34) sélido incolor, solivel em acetato de etilo. O espetro de
HRMS exibiu o pico de ido [M+H] " a m/z = 497,3624 correspondente a formula molecular
C32H4904, que corresponderia com um composto semelhante a 8 mas com uma insaturagédo
a mais. Da mesma forma que o composto 8, 0 seu espetro de IV exibiu também duas
bandas (1734 e 1690 cm™) na regido de grupos carbonilos, correspondentes a um grupo
éster e um grupo acido carboxilico, respetivamente. Os seus espetros de RMN 1D e 2 D séo
muitos parecidos ao do composto 8 (acido acetilursolico), no entanto, ha algumas

diferencas. No Espetro de RMN ‘H (Tabela 7) o sinal de hidrogénio olefinico H-12 em
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lugar de ser um tripleto, no composto 9 € um doblete, o qual indicaria a presenca de um
substituinte sobre o C-11. Além disso o valor do integral do sinal que aparece a 4,38 ppm
corresponderia a dois hidrogénios o qual sugeriria a existéncia de um segundo hidrogénio
geminal a atomo de oxigénio adicional a H-3. Espetro de RMN de **C deste composto
exibiu dois sinais de carbono metilico (CH) unido a oxigénio (80,7 e 81,1 ppm) que
corresponderiam com C-3 e C-11, respetivamente. Segundo o0 que se descreve na
bibliografia, o sinal do C-11 de 11-hidroxitriterpenos insaturados na posicdo 12 aparecem
aproximadamente a 81 ppm se tratar-se uma configuragdo 11pB-hidroxi, e a
aproximadamente 68 ppm se for uma configuracdo 11a-hidroxi (Lima, et al., 2005). Desta
forma o ido observado no experimento HRMS n&o corresponderia ao ido [M+H]" mas sim
seu produto de desidratagdo [M-H,O+H]". Sendo assim, a formula molecular deste
triterpeno seria C3;HsoOs (acido 11B-hidroxiacetilursolico). O grupo OH da posigdo 11P se
encontraria estericamente impedido para a sua acetilacdo. Este composto e 0 composto sem
acetilar 3 (acido 11p-hidroxiursélico) sdo dois triterpenos ndo descritos até ao momento.

Figura 34. Estrutura do composto 9.

Composto 9a solido incolor, solivel em acetato de etilo. Este composto é produto
da reacdo do composto 9 com o trimetilsilildiazometano (Figura 35). Seu espetro de
HRMS exibiu um pico de ido [M+H] * a m/z = 511,3782, o qual deduzido, corresponde a
formula molecular C33Hs104, Este férmula ndo corresponderia com a estrutura de 9a mas
sim, com 0 seu produto de desidratagdo. Os espectros de RMN deste composto se
diferenciam as do composto 9 (Tabela 7) pela presenca no composto em anélise do sinal do

grupo carbonilo do &cido carboxilico deslocado de 180,1 & 177,8 ppm e pela presenga de
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um novo grupo metoxilo (3,54 s, 51,5 ppm), confirmando a estrutura de éster metilico do
acido 11B-hidroxiacetilursélico.

Tolueno/CH;0H T,

TMSCHN,, 12 h

Figura 35. Esquema de obtencdo do composto 9a.

Mistura de compostos 2 e 3 (Figura 36) solido branco amorfo, sollvel em acetato
de etilo em proporcdo 2:1. Segundo a discussdo realizada para 0os compostos 8 e 9 e 0s
dados espetroscopicos que aparecem na bibliografia se pode concluir que o composto 2 é
acido ursélico, um triterpeno muito abundante no reino vegetal e 0 composto 3, é o acido

11B-hidroxiursélico, um triterpeno que ainda era desconhecido até a0 momento.

HO” >
- 3)

Figura 36. Mistura de compostos 2 e 3.
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Tabela 7. Dados de RMN de **C e *H dos compostos 8 (CDCls) e 9 (CDCl; + CD;0D)

Composto 8 Composto 9
Carbono 13Ca lHa,b 13Ca lHa,b
1 38,2 38,5
2 23,6 23,3
3 80,9 4,43 (H; dd; 8,4; 7,6) 80,7 4,38 (H, m)
4 37,9 - 37,5 -
5 55,2 54,9
6 18,1 18,0
7 32,8 33,0
8 39,4 - 41,7 -
9 47,4 1,46 (2H; t) 49,4 1,69 (H; d; 10,1)
10 36,7 36,3
11 23,3 1,83 (2H; m) 81,1 4,38 (H, m)
12 125,7 5,16 (H;t, 3,4) 1255 5,41 (H; d; 3,6)
13 137,9 - 1431 -
14 41,8 - 42,6 -
15 28,1 29,3
16 24,0 23,7
17 47,9 - 47,0 -
18 52,4 2,16 (H, d; 11,6) 51,7 2,18 (H; d; 10,9)
19 38,8 38,6
20 39,0 38,7
21 30,6 30,2
22 37,7 37,4
23 27,9 27,8
24 16,7 16,2
25 15,5 16,2
26 17,0 16,5
27 23,5 22,0
28 184,3 - 180,1 -
29 17,1 17,8
30 21,3 20,6
OCOCH; 21,2 2,03 (3H,s) 20,8 1,98 (3H, s)
OCOCH; 171,1 - 171,6
2 Deslocamento quimico,8, em ppm. ° (NGmero de H, multiplicidade, constante de acoplamento
J, em Hz).

Valores de 'H mais significativos.



4.2.2. Dissacéaridos

Os dissacéridos foram isolados da fracdo neutra da fragdo metandlica solivel em
acetato de etilo (F.N.F.MeOHsol.AcOEt) e do extrato de acetato de etilo acetilado
(Ext.AcOEt acetilado) (Figura 37)
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Figura 37. Dissacaridos isolados de folhas de P. locuples.

As duas misturas contendo os compostos 4 e 6 com seus epimeros 6 e 7 foram
isoladas duma das fracGes proveniente da fracdo acetilada que foi submetida a uma segunda
CC. Esta fracéo acetilada é proveniente da CC de silica gel da F.N.F.MeOHsol.AcOEt.

Os compostos 4, 6, 11, 12, 13, 14, 15 e mistura de compostos 16 e 17 foram

isolados de fragdes provenientes da cromatografia em coluna de silica gel de Ext.AcOEt
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acetilado, para o seu isolamento, as fracGes foram submetidas a sucessivas cromatografias

preparativas em camada fina (PTLC).

4.2.2.1. Elucidacéo estrutural

Composto 4 (Figura 38) é solido branco em forma de precipitado, solivel em

diclorometano. Seu espetro de HRMS exibiu um pico de i&o [M+NH4] © a m/z = 759,2618,
0 qual deduzido, corresponde a formula molecular C3sH3sNOg6. Esta formula molecular
sugere a existéncia de dezoito insaturacdes. Pelo espetro de *C verificam-se sinais
repetidos de deslocamento quimico nas regiGes entre 127,4-133,3 ppm que determinam
presenca de dois benzenos monosubstituido, pelo espetro de HMBC sdo observados
correlacdes entre o grupo carbonilo (166,0 ppm) e hidrogénios de um dos benzenos (8,08
ppm), sugerindo portanto a presenga de um benzoilo (cinco insaturagdes). A existéncia de
sinais de d de *C entre 166,0 - 169,8 ppm e *H entre 20,4 - 21,1 ppm, determinam presenca
de 5 grupos acetatos (cinco insaturacfes). Sdo também observados sinais de deslocamento
quimico de **C a 117,1 ppm de um carbono quarternario, muito caracteristico a carbono de
nitrilos (CN) e um outro sinal em torno de 70 ppm de carbono alfa (CH oxigenado). Pelo
experimento HMBC (duas ou trés ligacfes) nota-se correlagfes entre CN (117,1)/ H-alfa
(5,55) e pelo outro experimento HMQC nota-se correlacdes entre C-alfa (68,2)/ H-alfa
(5,55) confirmando a ligacdo -CH-CN, finalmente, pelo experimento HMBC visualiza-se
correlagdes entre o C-alfa (68,2) com hidrogénios do outro benzeno (7,45) em sobra,
confirmando entdo a presenca do residuo mandelonitrilo (seis insaturacdes).
Entre 106,5 e 98,7 ppm temos dois sinais de carbonos anomeéricos (CH hemiacetalicos) que
indicam presenca de duas unidades monosacéridas ciclicas (duas insaturacdes em falta), e
pelo experimento HMQC s&o visiveis correlagdes entre C-1 (106,5) Api /H-1(5,19) Api, e
C-1 (98,7) Glc/ H-1(4,52) Glc. O sinal de deslocamento de C-3 (83,7) Api € um valor
caracteristico de um carbono quaternario de uma apiosa. Entretanto os sinais de C-3 (83,7)
Api e C-1 (106,5) Api confirmam a presenca da estrutura de uma apiosa. O sinal de C-1
(98,7) justifica a presenca da glucosa na estrutura.
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Estes residuos (Tabela 9) foram encontrados num composto (oxyanthin 5"-
benzoate), sem acetilar, descrito por Rockenbach et al. (1992), os seus espetros de RMN *H

e de *C foram obtidos utilizando-se CD;OD como solvente.

Os valores de deslocamento quimico de RMN *H e de **C da glucose, apiosa e acetatos do
composto em anélise, foram comparados com valores do residuo6-O-D-apiofuranosil-S-
(1—>6)-D-glucopiranosa peracetilada obtidos num composto isoflavénico por Mathias et

al.(1998), e estes valores sdo concordantes por se utilizar o mesmo solvente (CDCl3).

A ordem de unido dos quatro fragmentos do composto, as posi¢cdes e as estruturas de
piranosa em glucose (glucopiranose) e de furanosa em apiosa (apiofuranosa) foram

confirmadas através do experimento HMBC (Tabela 8).

Tabela 8. Experimento HMBC do composto 4

Fragmento Bc 'H
Glucose C-1(98,7) H-7 (5,55) Mn
Glucose C-1(98,7) H-5 (3,65) Glc
Apiosa C-1(106,5) H-6 (3,65) Glc
Apiosa C-1(106,5) H-4(4,22; 4,36) Api
Benzoilo C-7(166,0)  H-5(4,92) Api

A constante de acoplamento J= 7,6 de H-1Glc indica que é um doblete trans-diaxial
com H-2 Glc o que supde uma configuracdo axial e a ligacdo glicosidica com o

mandenotrilo é S.

Figura 38. Estrutura do composto 4.
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O composto 4 (desacetilado) ja foi descritos por Rockenbach et al. (1992) e foi
isolado de diferentes 6rgdos (flores, frutos e caule) de P. livida.

Mistura de compostos 4 e 5 (Figura 39), sélido branco em forma de precipitado,
soltvel em diclorometano. Compostos 4 e 5 sdo esterioisomeros (5 epimero de 4) e foram
confirmados a partir do seu espetro de RMN *3C. Neste espectro verifica-se duplicacdo de
sinais de deslocamento quimico, com maior evidéncia para C-8 do mandelonitrilo.
Presume-se que o composto 4 possui uma configuracdo R em C-7 por estar deslocada para
frequéncias mais baixas (5,55 ppm), em meio béasico se produz a epimerizacdo desta
posicdo, passando para a configuracdo S, fendmeno este observado no seu epimero 5, tendo
o sinal de H-7 Mn, se deslocado para 5,74 ppm. Segundo Rockenbach et al. (1992),
Nakamura et al. (2009) e Yang et al. (2012), este seria 0 método mais adequado para a

identificacdo da configuracdo de H-7 dos glicosil-(R)-mandelonitrilos.

: M/ Axoo o R/[ j D/ Axoo 0 0. S/[ j
C C
OAc ©OAc OAc = OAc ©OAc OAc Ay

Figura 39. Estrutura e configuracfes do composto 4 e seu epimero (composto 5).

O composto 6 (Figura 40) foi obtido como um solido incolor, sollvel em
diclorometano. A sua formula molecular C3;H47NO3; foi deduzida a partir do pico de ido
[M+NH4] * a m/z = 779,3230 no seu espetro de HRMS. Esta férmula molecular sugere a
presenca de quinze insaturacOes na sua estrutura. Os dados espectrais de RMN BceH
deste composto (Tabela 10) sdo muito parecidos aos do composto 4 (Tabela 9) nos
residuos de Mandelonitrilo, glucose e apiosa (com insaturacdes de quatro acetatos,
perfazem doze insaturacGes). O acetato em falta, deve-se ao facto do C-3 de apiosa aparecer
a 78,7 ppm, valor este que sugere que C-3 de apiosa esta ligado ao grupo OH (Mathias et
al.,1998).

Portanto, fazendo o somatério de todos oxigénios dos acetatos e das unidades
monosacaridas e do grupo OH unido a C-3 da apiosa, perfazem catorze oxigénios, faltando
portanto dois oxigénios e trés insaturacbes. Este composto carece do segundo residuo de
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benzoilo e em seu lugar aparecem 10 novos sinais em espetro de RMN *3C: 168,1; 144,5;
144,0; 127,0; 112,2; 73,0; 40,4; 28,1; 23,6 e 12,3 ppm. Aparecem também novos sinais de
RMN de 'H a 6,81 t; 5,81 dd; 5,18 dd; 5,14 dd; 2,19 m; 1,79 s; 1,57 m e 1,24 s. Pelo espetro
DEPT nota-se que a 12,3 e 28,1 ppm localizam-se dois carbonos metilicos (-CHs), a 112,2,
40,4 e 23,6 ppm localizam-se trés carbonos metilénicos (-CHy-), a 144,5 e 144,0 ppm
localizam-se dois carbonos monoprotonados oleofinicos (=CH-) e a 168,1; 127,0 e 73,0
ppm localizam-se trés carbonos quarternarios: carbonilo, oleofinico e ligado ao grupo OH
respetivamente (alcool terciario). Portanto as trés insaturacfes deste residuo correspondem
a um grupo carbonilo e duas ligagdes duplas. Analisados estes sinais (HMQC, HMBC e
NOESY), permitiram a construcdo do residuo (E)-6-hidroxi-2,6-dimetil-2,7-octadienoilo
(Monoterpeno) (Tabela 10). Pelo experimento HMBC observam-se correlacdes entre o C-1
(168,1) do monoterpeno com H-5 (4,38; 4,25) da apiosa, confirmando entdo que o
composto em estudo estd ligado a apiosa. Os sinais deste residuo monoterpeno foram
comparados com sinais dum residuo presente num composto (5"-O-menthiafolate de
seguiside), descrito por Zhong et al. (1999), sendo o unico composto descrito na

bibliografia onde este monoterpeno esta unido a apiosa.

0 /o O 6 2 2 4
4 5 1 4 s o
Sy ACOO 107} 5
OH ©Ac AcO— OAc - ©
8CN

Figura 40. Estrutura do composto 6.

Mistura de compostos 6 e 7 (Figura 41) sélido incolor, solivel em diclorometano.
Compostos 6 e 7 sdo estereoisémeros (7 epimero de 6) e foram confirmados a partir do seu
espetro de RMN **C. A configuracdo destes compostos é o mesmo descrito para 0s
estereoisomeros 4 e 5 (Figura 39) . O composto 6 possue a configuracdo R (H-7 Mn; 5,48

ppm) e composto 7 com a configuragdo S (H-7 Mn: 5,70 ppm).
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Figura 41. Estrutura e configuracdo do composto 6 e seu epimero (composto 7).

Composto 11 (Figura 42) solido incolor, soluvel em diclorometano. O seu espetro
de HRMS exibiu um pico de ifo [M+NH,] * a m/z = 748,2456, o qual foi deduzido para a
formula molecular C3sH33017. Comparando os dados de RMN 3¢ e de 'H deste composto
(Tabela 11) com os do composto 4 (Tabela 9), foram observadas vérias semelhancas,
destacando-se portanto a auséncia de sinais deslocamento quimico do residuo
mandelonitrilo. Aparecem sinais duplicados do sinal de carbonilo (CO) nas regides entre
164-165 ppm, sendo assim sugere-se a presenca de dois residuos de benzoilo, um ligado a

glucose e outro ligado a apiosa.

::: AcO 3
M/ X o 1 O 1 s
c
OAc ©OAc OAc

Figura 42. Estrutura do composto 11.

Composto 12 (Figura 43) sélido incolor, solivel em diclorometano. A formula
molecular CsgH4s01g foi deduzida do pico de ido [M+NH,] © a m/z = 810,3172 no seu
espetro de HRMS. Os dados espectrais de RMN *3C e *H deste composto (Tabela 11) sdo
totalmente iguais aos do composto 6 (Tabela 10) nos residuos de (E)-6-hidroxi-2,6-dimetil-
2,7-octadienoilo (monoterpeno), glucose e apiosa, tendo em falta o mandelonitrilo e em sua
substituicdo aparecem sinais de benzoilo. A outra diferenca estd no C-3 da apiosa que

aparece a 84,0 ppm, sugerindo que C-3 esta unido a um acetato.
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Figura 43. Estrutura do composto 12.

Composto 13 (Figura 44), obtido como um solido incolor, sollvel em
diclorometano. O seu espetro de HRMS exibiu um pico de ido [M+NH,] © a m/z =
821,3342, o qual deduzido, corresponde a férmula molecular CgzgHsoNO17. Os dados
espectrais de RMN **C e 'H deste composto (Tabela 10) sdo totalmente iguais aos do
composto 6 (Tabela 10), com excegdo no valor de deslocamento quimico de *3C do C-3 de

apiosa que observou-se a 83,8 ppm, sugerindo que este esta unido a um acetato.

@S/ \/@
OAc OAc AcO

OAc 1
HO
N

Figura 44. Estrutura do composto 13.

Composto 14 (Figura 45) é um sdélido branco, soltvel em diclorometano. O seu
espetro de HRMS exibiu um pico de ido [M+NH,] * a m/z = 717,2501, o qual deduzido,
corresponde a formula molecular CssH41N2015. Os dados espectrais de RMN **C e *H deste
composto (Tabela 9) sdo totalmente iguais aos do composto 4 (Tabela 9), com excec¢ao no
valor C-3 de apiosa que observou-se a 78,7 ppm, sugerindo que este esta unido a um grupo
OH.
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Figura 45. Estrutura do composto 14.

Composto 15 (Figura 46) solido incolor, solivel em diclorometano. A sua formula
molecular CysH34016 foi deduzida do pico de ido0 [M+NH,] © a m/z = 644,21768 no seu
espetro de HRMS. Seus dados de RMN **C e *H (Tabela 11) apresentam similaridade com
os do composto 11 (Tabela 11), destacando-se nos espetros de composto em estudo,
auséncia de um residuo benzoilo. Outra diferenga no C-3 de apiosa que aparece a 78,7 ppm,

indicando que o C-3 de apiosa esta ligado ao grupo OH.

o

- AcO 0 o
OH ©OAc AcO OAc

o

Figura 46. Estrutura do composto 15.

O composto 16 (Figura 47), solido incolor, sollivel em diclorometano. A sua
formula molecular CsgH4s017 foi deduzida a partir do pico de ido [M+NH,] *a m/z =
768,3067 no seu espetro de HRMS. Os dados espetrais de RMN de *C e de 'H deste
composto (Tabela 12) séo praticamente iguais aos do composto 12 (Tabela 12). A Unica
diferenga entre estes dois compostos estd no C-3 da apiosa do composto em analise, que

esta ligado ao grupo OH.
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Figura 47. Estrutura do composto 16.

O composto 17 (Figura 48), possuindo a férmula molecular Cy9H39015, deduzida a
partir do pico de ido0 [M+NH4] * a m/z = 655,2354 num espetro de HRMS duma mistura
contendo os compostos 6, 15, 16, 17 e outros dois desconhecidos. A partir da sua massa
exata (637 u.m.a) foi comparada com a massa exata do composto 15 (626 u.m.a), tendo se
feito uma relacdo entre estas massas e notou-se que ha diferenca de 11 unidades, esta
relacdo também existe entre os compostos 4 e 11, 12 e 13 e entre 6 e 16, e deve-se pela
substituicdo dos residuo benzoilo pelo mandelonitrilo ou vice-versa. Portanto o composto
15 (Figura 46) tem na sua estrutura o residuo benzoilo e logo, 0 composto 17 deve possuir
ha sua estrutura o residuo mandelonitrilo. Assim nos dados de RMN **C e *H do composto
15 (Tabela 11) ao substituir o residuo benzoilo pelo mandelonitrilo, chegamos a estrutura

do composto 17.

o

‘ AcO 0 op

P AcO -
OH ©Ac g
OAc cN

Figura 48. Estrutura do composto 17.

A oxyanthina (composto 17 sem acetilar), ja foi descrita por Rockenbach et al.

(1992) e foi isolado de diferentes 6rgéos (flores, frutos e caule) de P. livida.
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Tabela 9. Dados de RMN de *3C e *H dos compostos 4 e 14 (CDCls)

Composto 4 Composto 14
Posicdo do
Fragmento carbono  Bc* 2P O =
Mandelonitrilo 1 132,6 - * -
2,6 127,4 7,45 (2H; m) 1275 7,37 (2H; m)
35 128,5 7,45 (2H; m) 128,5 7,37 (2H; m)
4 130,1 7,45 (H; m) 130,2 7,37 (H; m)
7 68,2 555(H;5s) 68,4 5,46 (H;s)
8 1171 - * -
Glucose 1 98,7 4,52 (H;d; 7,6) 98,7 4,56 (H; m)
2 71,0 5,08 (H; m) 710 491 (H,m)
3 72,5 5,08 (H; m) 72,5 5,05(H, m)
4 68,6 4,92 (H; m) 68,6 5,05(H, m)
5 74,1 3,65 (H; m) 73,7 3,59 (H; m)
6 66,3 A3,65(H;m) A 3,69 (H; m)
B 3,65 (H; m) 66,5 B 3,59 (H;m)
Apiosa 1 106,5 5,19 (H;d) 107,3 5,13 (H, m)
2 76,1 548 (H;d) 78,5 5,14 (H;d)
3 83,7 - 78,7 -
4 72,8 A 4,36 (H;d; 10,8) 74,3 A4,02(H;d;9,6)
B 4,22 (H; d; 10,4) B 3,93 (H; d; 9,6)
5 63,9 A4,92(H;m) 68,0 A4,57(H;d;12,0)
B 4,92 (H; m) B 3,59 (H; m)
Benzoilo 1 1295 - * -
2,6 129,8 8,08 (2H;d; 7,2) 129,8 8,04 (2H; d; 6,4)
3,5 129,1 7,45 (2H; m) 129,1 7,45 (2H; m)
4 133,3 7,55 (H; m) 1334 7,53 (H; m)
7 166,0 - * -
OCOCH3; 170,1 - 1701 -
169,8 - * -
1695 - * -
169,3 - - -
168,99 - 168,9 -
OCOCH; 21,1 2,11 (3H;5s) 20,7 2,11 (3H;5s)
20,7 2,05 (3H;5s) 20,6 1,96 (3H;s)
20,6 2,02 (3H;5) 20,5 191 (3H;5s)
20,6 1,97 (3H;5s) 20,4 1,90 (3H;s)

20,5 1,95(3H;5s) - -

2 Deslocamento quimico, 8, em ppm. ° (NGmero de H, multiplicidade , constante de acoplamento, J, em Hz).
* Valor de sinal ndo registado (existéncia de menor quantidade de mostra).
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Tabela 10. Dados de RMN de **C e *H dos compostos 6 e 13 em CDCl;

Composto 6 Composto 13
Posicdo do
Fragmento carbono  ®c?® H2P Bca qab
Mandelonitrilo 1 1325 - 132,6 -
2,6 127,5 7,40 (2H; m) 127,0 7,44 (2H; m)
3,5 129,2 7,40 (2H; m) 129,2 7,44 (2H; m)
4 130,3 7,40 (H; m) 130,2 7,44 (H; m)
7 68,4 5,48 (H;s) 68,2 558 (H;s)
8 1171 - 117,2 -
Glucose 1 98,7 4,60 (H; d; 8,0) 98,6 4,51(H;d;8,0)
2 71,0 4,92 (H; m) 70,9 4,94 (H; m)
3 73,7 4,92 (H; m) 72,8 4,94 (H; m)
4 68,6 4,92 (H; m) 68,6 4,59 (H; m)
5 74,2 3,58 (H; m) 74,1 3,64 (H; m)
6 67,3 A3,67(H;d;96) 66,3 A3,64(H;m)
B 3,58 (H; m) B 3,64 (H; m)
Apiosa 1 107,3 5,04 (H; m) 106,4 5,15 (H;d)
2 76,7 5,09 (H; m) 76,2 5,39 (H; d)
3 787 - 83,8 -
4 725 A3,86(H;d) 68,6 A4,25(H;d)
B 3,67 (H; d; 9,6) B 4,16 (H; d; 10,0)
5 66,4 A4,38 (H;d;11,6) 634 A4,73(H;m)
B 4,25 (H; d; 12,0) B 4,73 (H; m)
Monoterpeno 1 168,1 - 169,4 -
2 1270 - 1276 -
3 1445 6,81 (1H; 1) 1454 6,82 (1H; 1)
4 236 2,19 (2H; m) 25,1 2,21 (2H; m)
5 40,4 1,57 (2H; m) 404 1,65 (2H; m)
6 730 - 730 -
7 144,0 5,81 (H; dd; 17,2; 10,8) 1445 5,85 (H; dd; 17,2; 10,8)
8 112,2 A5,18 (H; dd; 17,2; 1,4) 112,2  A5,22 (H; dd; 17,2; 1,4)
B 5,14 (H; dd; 10,8; 1,4) B 5,04 (H; dd; 10,8; 1,4)
9 12,3 1,79 (3H;s) 12,3 1,84 (3H;5s)
10 28,1 1,24 (3H;5s) 28,1 1,30 (3H;5s)
OCOCH; 1704 - 170,3 -
170,2 - 170,2 -
1694 - 169,8 -
169,0 - 169,8 -
- - 169,6 -
OCOCH; 20,8 2,11 (3H;s) 21,1 2,10(3H;5s)
20,6 1,97 (3H;s) 20,7 2,04 (3H;5s)
20,6 1,92 (3H;5s) 20,6 2,02 (3H;5s)
20,5 1,90 (3H;5s) 20,6 2,00 (3H;s)
- - 20,5 1,98 (3H;5s)

? Deslocamento quimico, &, em ppm. ° (Ndmero de H, multiplicidade , constante de acoplamento, J, em Hz).

62



Tabela 11. Dados de RMN **C e *H dos compostos 11 e 15 em CDCly

Composto 11

Composto 15

Posicéo do
Fragmento Carbono  ®C?® 'H?*P Beca lyab
Benzoilo | 1 1330 - 130,1 -
2,6 129,9 7,91 (2H; dd; 8,0;1,0) 128,6 7,97 (2H; d; 6,8)
35 129,7 7,35 (2H; m) 1285 7,42 (2H; m)
4 133,0 7,47 (H; m) 133,9 7,56 (H; m)
7 1644 - 1645 -
Glucose 1 92,3 5,82 (H; d;8,1) 92,3 5,82 (H;d; 8,0)
2 70,2 5,26 (H; d; 3,2) 70,2 5,25 (H; d; 3,6)
3 72,7 526 (H;d; 3,2) 741 525 (H;d; 3,6)
4 68,7 5,02 (H; m) 68,6 5,02 (H; m)
5 741 3,84 (H;m) 74,3 3,85 (H;m)
6 66,3 A3,69 (H;d) 66,2 A3,72(H;d;2,4)
B 3,60 (H; m) B 3,50-3,59 (H; m)
Apiosa 1 106,1 5,00 (H; d) 107,2 5,00 (H; d)
2 76,3 5,40 (H; d) 76,7 4,91 (H;d)
3 839 - 787 -
4 72,6 A4,30(H;d; 10,4) 72,7  A392(H;d)
B 4,14 (H; d; 10,4) B 3,79 (H; d; 10,0)
5 63,6 A4,95(H;d;12,0) 66,5 A4,30(H;d;11,6)
B 4,73 (H; d; 12,0) B 4,15 (H; d; 12,0)
Benzoilo 11 1 130,1 - - -
2,6 129,8 8,02 (2H; dd; 8,0; 1,3) - -
35 1285 7,31-7,40 (2H; m) - -
4 133,7 7,47 (H;m) - -
7 1659 - - -
OCOCH; 170,1 - 1712 -
169,7 - 170,1 -
1694 - 169,9 -
169,3 - 1694 -
169,0 - 169,3 -
OCOCH; 21,1 1,99 (3H;s) 2,06 (3H; 9)
20,6 1,99 (3H;5s) 20,7 2,02 (3H;5)
20,6 1,96 (3H;s) 20,6 2,00 (3H;s)
20,5 1,93 (3H;5s) 20,6 1,97 (3H; )
20,4 1,91 (3H;5) 20,6 1,93 (3H;s)

% Deslocamento quimico,d, em ppm. ° (NGmero de H, multiplicidade , constante de acoplamento, J, em Hz).
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Tabela 12. Dados de RMN de **C e *H dos compostos 12 e 16 em CDCly

Composto 12

Composto 16

Posicdo do
Fragmento carbono Beca 1yab Beca Iyab
Benzoilo 1 130,2 - 130,1 -
2,6 129,2 7,94 (2H; dd; 7,2; 1,2) 128,6 7,96 (2H; dd; 7,2; 1,2)
35 128,6 7,40 (2H; m) 128,5 7,41 (2H; m)
4 133,8 7,52 (1H; m) 133,8 7,53 (1H; m)
7 1644 - -
Glucose 1 92,3 5,81 (H;d) 92,3 581 (H;m)
2 70,2 5,26 (H; d; 4,0) 70,2 5,26 (H; m)
3 72,7 5,26 (H;d; 4,0) 72,7 526 (H;m)
4 68,7 5,04 (H; m) 68,7 5,00 (H; m)
5 74,1 3,83 (H; m) 74,1 3,92 (H; m)
6 66,2 A3,64(H;d) 67,2 A3,71(H;m)
B 3,58 (H; m) B 3,54 (H; m)
Apiosa 1 106,0 4,88 (H; d) 107,3 5,26 (H; m)
2 76,3 527 (H;d) 76,4 5,04 (H; m)
3 84,0 - 788 -
4 725 A4,21(H;d; 10,8) 72,7 A393(H;d;9,6)
B 4,08 (H; d; 10,8) B 3,83 (H; d; 10,0)
5 63,0 A4,75(H; d; 12,4) 66,3 A4,32(H;d; 12,0
B 4,49 (H; d; 12,8) B 4,22 (H; d; 12,0)
Monoterpeno 1 169,1 - 169,3 -
2 1270 - -
3 1446 6,79 (H: 1) 1445 6,79 (H; 1)
4 235 2,08 (2H; m) 235 2,17 (2H; m)
5 40,5 1,60 (2H; m) 40,5 1,63 (2H; m)
6 730 - 735 -
7 143,4 5,88 (H; dd; 17,2; 10,8) 143,8 5,86 (H; dd; 17,2; 10,8)
8 112,1 A5,17 (H; dd; 17,2; 1,4) 112,1 AK5,16 (H; dd; 17,2; 1,4)
B 5,02 (H; dd; 10,8; 1,4) B 5,02 (H; dd; 10,8; 1,4)
9 12,3 1,75 (3H;s) 12,2 1,90 (3H; s)
10 28,1 1,25(3H;s) 28,0 1,58 (3H;s)
OCOCH; 170,2 - 170,1 -
169,6 - 168,1 -
169,5 - -
169,4 - -
1694 - - .
OCOCHs3 21,1 2,00 (3H;s) 2,05 (3H; s)
20,7 1,98 (3H;s) 20,8 2,00 (3H; )
20,6 1,98 (3H;s) 20,6 1,99 (3H;s)
20,6 1,97 (3H;s) 20,5 1,92 (3H;s)
1,94 (3H; s) - -

% Deslocamento quimico,d, em ppm. ° (Ndmero de H, multiplicidade , constante de acoplamento, J, em Hz).
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4.2.3. Composto 10

O composto 10 (Figura 49) é proveniente de fracbes donde foram isolados o0s
dissacaridos. Como os dissacéridos, o seu isolamento foi por meio de cromatografia
preparativa em TLC (PTLC). Este composto foi caraterizado por duas técnicas: RMN e

cromatografia gasosa acoplada a espetroscopia de massa (GC/MS).

OAc OAc
Aco65‘.‘-3210Me
OAc OAc

Figura 49. Estrutura de D-glucitol isolado das folhas de P. locuples.

4.2.3.1.  Elucidacéo estrutural

O composto 10 foi isolado como um solido branco, soltvel em diclorometano. O
seu espetro de HRMS exibiu um pico de ido [M+NH,] © a m/z = 424,1822, o qual deduzido,
corresponde a formula molecular C17H3NO;. Pelo espectro de RMN *H deste composto
sdo observados dois sinais de deslocamento quimico (9) a 3,48 (dd; 3,6; H-6) e a 4,05 (dd;
1,6; 5,2; H-2) correspondentes a hidrogénios metilénicos e quatro sinais de ¢ a 3,33 (m; H-
1), 4,21 (d; 2,8; H-3), 506 (m; H-4) e a 545 (m; H-5) referentes a hidrogénios
monoprotonados, também observa-se um sinal a 3,30 ppm, correspondente ao grupo metoxi
(O-CHs). No espetro de RMN *3C s&o observados cinco sinais de ¢ entre 170,5-171,4 ppm
correspondentes a carbonos carbonilos (CO), sugerindo portanto a presenca de acetatos. A
presenca de cinco sinais de carbonos metilicos (-CH3) em 21,7-21,4 ppm, também
fundamentam a existéncia destes acetatos e pelo experimento HMBC observam-se
correlagdes entre CO (170,5 ppm) com os hidrogénios metilicos (2,04; s). Este composto
foi confirmado pela técnica de GC/MS como sendo o penta-O-acetil-1-O-metil-D-glucitol.
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Tabela 13. Dados de RMN de **C e *H do composto 10 em CDCls

Namero de carbono ~ C? 2P
1 71,5 4,05 (2H; dd; 1,6; 5,2)
2 60,0 3,33 (H; m)
3 68,1 4,21 (H: d: 2,8)
4 68,4 5,06 (H; m)
5 68,6 5,45 (H, m)
6 62,7 3,48 (2H: dd; 3,6)
OCHs 60,2 3,30 (3H: s)
OCOCH; 171,4 -
170,8 -
170,7 -
170,5 -
170,5 -
OCOCH; 21,7 2,07 (3H; s)
21,6 2,06 (3H; s)
21,5 2,04 (3H; s)
21,4 2,03 (3H; s)
21,4 2,02 (3H; s)

2 Deslocamento quimico,3, em ppm. ® (NGmero de H, multiplicidade , constante de acoplamento, J, em Hz).

4.2.3.2.  Analise por GC/MS

Na analise do composto 10 por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massa, foi possivel obter um cromatograma contendo um pico com o respetivo tempo de

retencdo. Este composto foi identificado por comparagédo do espetro de massas obtido com

0 espetro de massas existente na base de dados do equipamento utilizado. Portanto, foi

possivel observar no cromatograma um pico com o tempo de retencdo de 12,646 minutos

(Figura 50).
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Figura 50. Cromatograma do composto 10 analisado por GC/MS.

O espetro de massas por impacto de eletrdo (Figura 51) do composto 10 mostrou
uma razdo em m/z 406, que corresponde ao pico do ido molecular do penta-O-acetil-1-O-
metil-D-glucitol.
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Figura 51. Espetro de massa de penta-O-acetil-1-O-metil-Dglucitol.

4.2.4. Anélise de geninas por GC/MS

Na analise das geninas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa, foi possivel obter cromatogramas contendo picos com diferentes tempos de
retengdo. Os compostos presentes foram identificados por comparacdo entre os espetros de
massas obtidos com os espetros de massas existentes na base de dados do equipamento
utilizado. No entanto, foi possivel observar no cromatograma (Figura 52) trés picos com 0s
seguintes tempos de retengdo: 4,662; 7,450 e 11,720 min, entretanto s6 foram identificados

0s compostos dos primeiros dois picos.
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Figura 52. Cromatograma das geninas analisadas por GC/MS.
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O espetro de massas por impacto de eletrdo (Figura 53) do composto 18, mostrou

uma razdo em m/z 106, que corresponde ao pico do ido molecular do benzaldeido.
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Figura 53. Espetro de massa do benzaldeido.
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O espetro de massas por impacto de eletrdo (Figura 54) do composto 1, mostrou

uma razd8 em m/z 122, que corresponde ao pico do ido molecular do &cido benzdico

(composto 1).
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Figura 54. Espetro de massa do acido benzdico.

4.3. Bioatividade

4.3.1. Atividade antioxidante

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos e fracOes preparados a partir de

folhas trituradas de P. locuples sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Atividade antioxidade de extratos/fracdes de P. locuples (médiat SD)

Valores de ECs, (mg/mL)

Amostras Atividade captadora de DPPH Poder Redutor Inibicdo da descoloracédo
(PR) do B-Caroteno
Ext.Hex 7,69 £ 0,23 1,17 £ 0,01 3,40 £ 0,06
Ext.DCM 4,28+0,13 1,55 + 0,00 2,21+0,08
Ext.MeOH 0,29 £ 0,01 0,31 £ 0,00 0,52 £ 0,01
Ext.H,0O 0,32+ 0,01 0,30 £ 0,01 0,31+ 0,00
F.MeOHsol. AcOEt 0,48 + 0,01 0,48 + 0,02 0,88 + 0,02
F.MeOHsol.But >10 > 10 10,66 £ 0,41
F.MeOHsol.H,0 0,59+ 0,01 0,50 + 0,01 1,01 + 0,02
Ext.AcOEt 2,79 +£ 0,07 2,17 +£0,00 7,57+0,34
Ext.AcOEt acetilado > 20 1,81 +0,03 10,72 £ 0,12
Geninas Ext. ACOEt 3,37+ 0,06 1,59+0,01 2,21 +0,06
Controlo Positivo 42,0 pg/mL 41,0 pg/mL 18,0pg/mL
(Trolox)

De uma forma geral, os extratos obtidos com solventes de maior polaridade
(metanol e agua) revelaram maior atividade antioxidante (ECsoDPPH = 0,29 e 0,32 mg/mL,
respetivamente; ECsoPR = 0,31 e 0,30 mg/mL, respetivamente; ECsof-caroteno = 0,52 e
0,31 mg/mL, respetivamente). Os extratos obtidos a partir da particdo do extrato metandlico
com acetato de etilo e 4gua apresentaram valores intermédios de atividade antioxidante,
com excecdo do ensaio de inibicdo da descoloragao do -caroteno que originou ECso = 0,88
e 1,01 mg/mL, respetivamente, enquanto que 0s extratos obtidos com hexano,
diclorometano e acetato de etilo (normal e acetilado), bem como as geninas, apresentaram
menor potencial antioxidante. Até a concentracdo maxima testada (10 mg/mL), o extrato
metanolico particionado com n-butanol ndo apresentou nem atividade captadora de DPPH,
nem PR; 0 ECsy obtido no ensaio de descoloragdo do B-caroteno foi superior a 10 mg/mL
(ECsop-caroteno = 10,66 mg/mL).
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4.3.2. Atividade antitumoral e citotoxicidade

4.3.2.1.

Extratos/fracdes de folhas de P. locuples

Relativamente aos ensaios de citotoxicidade em linhas celulares tumorais, todos 0s

extratos revelaram atividade inibitoria do seu crescimento, exceto os extratos metanolicos

particionados em n-butanol e agua (Glsp> 400 pg/mL) na linha NCI-H460. O extrato de

acetato de etilo acetilado (Ext.AcOEtacetilado) foi o que apresentou maior atividade em

todas as linhas celulares testadas (79,61pg/mL<Glsp<218,61pg/mL). Somente a fragdo

metandlica sollvel em acetato de etilo (F.MeOHsol.AcOEt) revelou toxicidade nas células

ndo-tumorais PLP2 (Glsp= 325,58 pug/mL), mas a uma concentracdo superior a que revelou

atividade para linhas tumorais (Tabela 15).

Tabela 15. Atividade antitumoral de extratos/fracBes de folhas de P. locuples (média+SD)

Glso (Mg/mL)

Amostras HelLa HepG2 MCEF-7 NCI-H460 PLP2
Ext.Hex 223,52+19,08 357,09+5,53  273,70+5,80  331,09+20,65 >400
Ext.DCM 185,76+13,63 306.94+7.41  200,48+14,73 269.69+8.47 >400
Ext.MeOH 265,79+0,63  332,72+17,67 245,10+22,94 269,26+£11,92 >400
Ext.H,O 274,71+0,30  349,22+10,85 251,38+18,72 268,23+8,97 >400
F.MeOHsol.AcOEt  100,27+6,90 290,96+4,04  196,76+9,99  210,93+14,58 >325,58+12,36
F.MeOHsol.But 283,56+22,38 377,95+8,17  368,70£3,27  >400 >400
F.MeOHsol.H,0 304,48+4,59  372,02+5,39  269,11+8,66  >400 >400
Ext.AcOEt 203,92+11,98 245,38+15,75 186,76+4,42  276,51+10,46 >400
Ext.AcOEt acetilado  80,64+5,69 129,13+3,36  79,61+0,14 218,61+19,46  >400
GeninasExt.AcOEt 170,56+3,84  275,94+17,42 219,71+£11,35 256,05+10,41 >400
Controlo Positivo  0,91+0,11 1,10£0,09 1,21+0,02 1,03+0,09 2,29+0,18

(Elipticina)
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4.3.2.2.  Compostos isolados

No geral, todos os compostos isolados da fracdo metandlica soltvel em acetato de
etilo (F.MeOHsol.AcOEt) e do extrato de acetato de etilo acetilado (Ext.AcOEtacetilado)
revelaram atividade inibitoria do crescimento de todas as linhas celulares tumorais testadas,
mas também revelaram toxicidade nas PLP2 (Tabela 16). Todos os compostos
apresentaram bons resultados inibitérios do crescimento celular da linha de carcinoma
cervical (HelLa, 9,68ug/mL<Gl5,<67,00ug/mL) com a excecdo do composto 8 que teve um
Glso= 177,74 pg/mL. A mistura dos triterpenos 2, 3 e o triterpeno 9 foram os mais potentes
contra todas as linhas celulares (4,51ug/mL<Gl5,<32,50ug/mL), e em contrapartida foram
0s mais tdxicos (para células ndo-tumorais, PLP2) de todos os compostos com Glsg= 27,77
e 13,02 pg/mL, respetivamente. Entre os dissacaridos, o 15 apresentou bons resultados
inibitérios  do  crescimento de todas as  linhas  celulares  testadas
(9,681g/MmL<GI50<34,52ug/mL, com a excecdo da linha de carcinoma do pulmao (NCI-
H460, Glso= 102,28 pug/mL). Para além da linha celular de carcinoma cervical (HeLa), 0s
dissacaridos 12, 13 e 14, também apresentaram bons resultados inibitorios do crescimento
da linha celular de carcinoma hepatocelular ( HepG2, Glsp= 68,60; 9,95 e 28,20 ug/mL,
respetivamente); os mesmos compostos 12 e 13, voltaram a apresentar bons resultados
inibitorios do crescimento da linha celular de carcinoma de pulmédo (NCI-H460, Glso=
81,30 e 61,40 pg/mL, respetivamente). Os menos potentes contra todas as linhas celulares
testadas foram os compostos 8 e 11 (66,37ug/mL<Gls<324,4ug/mL). O dissacarido 4 foi
apenas menos potente contra as linhas celulares de carcinoma de mama e pulméo (MCF-7,
Glsp= 200,39ug/mL e NCI-H460, Glso= 244,09 pg/mL).
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Tabela 16. Atividade antitumoral de compostos isolados (média+SD)

Glso (Hg/mL)

Amostras HelLa HepG2 MCEF-7 NCI-H460 PLP2
2,3* 11,33+1,22 22,92+0,11 23,04+0,04 10,58+1,49 27,77+2,05
4 67,00£5,71 85,24+7,23 200,39+4,34  244,09+9,58  233,79+£17,99
4, 5** 63,84+3,49 167,23+4,49  97,42+7,19 199,69+8,29  237,06+8,65
6 42,21+1,05 119,35+6,97  99,60+3,15 233,43+£12,34 267,65+2,52
6, 7** 24,43+0,78 287,60+2,37  94,56+5,81 82,62+1,65 214,00+10,20
8 177,74+11.33 196,26+15.61 219,30+20.30 228,16+11.89 200,67+0,81
9 31,50+3,04 15,12+1,26 32,50+0,31 4,51+0,49 13,02+0,53
10 44,03+1,14 120,01+10,85 147,55+11,97 52,24+3,25 >225
11 66,37+5,71 322,65+1,66  274,46+1,47  324,41+12,26 343,8945,20
12 58,22+3,94 68,60+3,98 242,64+15,13 81,30+7,62 247,63+£22,10
13 34,09+1,66 91,87+7,45 110,70+£9,33  61,4046,23 126,11+3,62
14 39,50+0,24 9,95+0,04 98,00+6,47 135,53+3,63  155,48+4,09
15 9,68+0,80 28,20+0,57 34,52+3,39 102,28+5,20  131,28+2,32
Controlo Positivo  0,91+0,11 1,10+0,09 1,21+0,02 1,03+0,09 2,29+0,18

(Elipticina)

* Mistura

** Mistura de estereoisémeros

Os melhores resultados observados para a mistura dos triterpenos 2,3 e triterpeno 9
na inibicdo do crescimento de todas as linhas celulares testadas, podem estar relacionados
com a presenca do grupo OH na estrutura desses compostos. Os compostos 8 e 9 foram
acetilados nos grupos OH do C-3, mas o composto 9 possui um grupo OH no C-11 que nédo
sofreu acetilacdo. Estes resultados ndo sdo surpreendentes, ja que existem varios estudos
sobre propriedades antitumorais comprovadas de triterpenos pentaciclicos (Mazumder et
al., 2013).

Para os dissacaridos 4 e 11, nota-se que a presenca do mandelonitrilo no composto
4, potencia a atividade antitumoral deste composto, com excecdo na linha celular HeLa,
onde o composto 11 apresenta melhor resultado. O mesmo se verifica para os dissacaridos
12 e 13.

Entre a mistura dos dissacaridos 4,5 e o dissacarido 4, observa-se que a mistura
apresenta melhores resultados antitumorais, com a excecdo da linha celular HepG2, em que
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0 composto 4 apresentou bom resultado. Estes dados podem estar relacionados com a
presenca do seu epimero (composto 5) na mistura que pode estar a potenciar a atividade
antitumoral do composto 4. A mesma observacdo pode ser feita para a mistura dos

dissacaridos 6 e 7, em comparagdo com o dissacarido 7.

Segundo os resultados do dissacarido 15, pode afirmar-se que a nao acetilacdo do C-
3 da apiosa, torna 0s compostos mais potentes na inibig&o do crescimento celular das linhas
celulares tumorais. O mesmo fendmeno se observa nos compostos 4 e 14, onde 0 composto
14 foi mais potente em relacdo ao 4. Este fendmeno ndo se observa entre 0s compostos 6 e
13; o composto 6 ndo estd acetilado no C-3 da apiosa, e entretanto apresenta maus

resultados quando comparado com o 13 que esta acetilado no C-3 da apiosa.
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5. CONCLUSOES

Foram preparados diferentes extratos e fracbes de folhas moidas de Psydrax
locuples nomeadamente, extratos de hexano, diclorometano, acetato de etilo, metanol e

agua, e fracbes metandlicas sollveis em acetato de etilo, n-butanol e agua.

Por extragdo 4cido-base da fragdo metandlica solivel em acetato de etilo foi obtida
a fracdo neutra e, numa das suas fracdes acetiladas, foram isoladas uma mistura de dois
triterpenos e duas misturas de dissacaridos cianogénicos com seus respetivos epimeros

(artefactos).

No extrato de acetato de etilo acetilado foram isolados dois triterpenos acetilados
que foram posteriormente esterificados com trimetilsilildiazometano produzindo, portanto,
0S seus respetivos esteres. Para além dos triterpenos, foram também isolados nove

dissacaridos dos quais cinco sdo cianogeénicos.

Ate entdo, o acido 11B-hidroxiursdlico e os seus dois derivados eram compostos
triterpénicos desconhecidos. Em relacdo aos dissacaridos, apenas dois compostos

relacionados com os identificados, tinham sido descritos anteriormente.

Os extratos, fraces e compostos isolados foram submetidos aos ensaios de
bioatividade. Todos os extratos revelaram atividade antioxidante, no entanto, os extratos
metanolico e aquoso apresentaram melhores atividades. O extrato de acetato de etilo
acetilado apresentou melhor atividade antitumoral e ndo apresentou toxicidade nas PLP2

(células ndo-tumorais).

Os compostos isolados apresentaram bons resultados de atividade antitumoral, mas
apresentaram também toxicidade para as PLP2. Os melhores resultados foram obtidos com
0s triterpenos pentaciclicos 2,3 (mistura) e 9. Os dissacaridos 12, 13, 14 e 15 mostraram

também serem possuidores de boa atividade em inibir algumas linhas celulares.

Os resultados dos ensaios de bioatividade dos extratos e de compostos isolados vém
realcar o potencial medicinal das folhas de P. locuples tdo utilizadas na medicina
tradicional em Mocambique. Para além dos triterpenos que possuem atividade antitumoral
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comprovada, pode afirmar-se que os dissacaridos isolados podem ser potenciais candidatos

para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancro.
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