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Resumo

Gymnosporia arenicola Jordaan (Celastraceae) é um arbusto ou pequena arvore (raramente
subarbusto), endémico ou quase-endémico das zonas costeiras de Mocambique e Africa do Sul.
As folhas de G. arenicola sdo amplamente usadas nos sistemas de medicina tradicional para o
tratamento de doencas de natureza infeciosa e/ou inflamatdria.

Com o objetivo de criar critérios de qualidade e eficacia, e na auséncia de uma monografia de
qualidade para esta planta medicinal, torna-se indispensavel o estabelecimento de parametros de
controlo de qualidade botanicos e quimicos para assegurar a correta identificacdo desta planta
medicinal, assim como a validacdo de alguns dos seus usos tradicionais e exploragdo do interesse
bioldgico de alguns dos seus constituintes maioritarios.

No ambito deste estudo, sdo apresentados os resultados da caracterizacdo boténica das folhas de
Gymnosporia arenicola, onde sdo incluidas as analises macro- e microscopica do material
vegetal, com inclusdo de elementos histoquimicos relevantes. Sdo também reveladas as
caracteristicas anatomo-morfoldgicas consideradas Uteis para fins de diagnose boténica das
folhas de Gymnosporia arenicola observadas macroscopicamente (a olho nd e a lupa) e
microscopicamente em microscopia Gtica e eletronica de varrimento. A detecdo microscopica de
alcal6ides, amido, di-hidroxi-orto-fendis, lipidos totais e terpendides carbonilados é observada
com recurso a técnicas histoquimicas. Os resultados visando os estudos quimicos sdo também
apresentados, abrangendo o isolamento e identificacdo de um dos constituintes maioritarios do
extrato alcaloidico das folhas de G. arenicola. Sdo reportados também os estudos de atividade
bioldgica do extrato etandlico e de um dos constituintes maioritarios do extrato alcaloidico.

Este trabalho permitiu a caracterizacdo botanica das folhas de G. arenicola, com identificacéo e
quantificacdo de elementos Uteis para a sua de diagnose morfolégica. O estudo quimico
desenvolvido neste trabalho, acrescenta novos dados aos estudos anteriormente reportados e
permitiu a identificacdo de um novo macrociclo bioativo de interesse quimiotaxonémico. O
conjunto dos resultados deste estudo constituem uma contribuicdo relevante para o estudo

farmacogndstico desta planta medicinal.

Palavras-chave
Gymnosporia arenicola; identificagdo botanica; analise histoquimica; marcadores quimicos;

elucidacdo estrutural; atividade citotoxica.






Abstract

Gymnosporia arenicola Jordaan (Celastraceae) is a shrub or small tree (rarely suffrutex),
endemic or nearly-endemic of the coastal areas of Mozambique and South Africa. Leaves of G.
arenicola are widely used in traditional medicine systems for the treatment of infectious and/or
inflammatory diseases.

Aiming at the creation of quality and efficacy criteria and in the absence of a quality monograph
for this medicinal plant, the establishment of botanical and chemical quality control parameters is
necessary to ensure the correct botanical identification of this herbal drug, as well as to validate
some of their traditional uses and to explore the biological interest of some its major constituents.
In this study, the results of the botanical characterization of the leaves of Gymnosporia arenicola
are presented, including the macro- and microscopic analysis of the plant material and relevant
histochemical elements. The morphoanatomical features considered to be useful for the botanical
diagnosis of Gymnosporia arenicola leaves are reported, including both macroscopic (naked eye
and stereomicroscope) and microscopic observations, using light and scanning electron
microscopy. The microscopical detection of alkaloids, dihydroxy-ortho-phenols starch,
terpenoids containing a carbonyl group and total lipids is observed with histochemical
techniques. The results from the chemical studies are also presented, including the isolation and
structural identification of one of the major constituents from the alkaloid extract of G. arenicola
leaves. Hereby the results from the biological activity from the ethanolic extract and one of the
major constituents from the alkaloid extract are also reported.

This work allowed the botanical characterization of G. arenicola leaves, comprising the
identification and quantification of useful elements for their morphological diagnosis. The
chemical study developed in this work adds new data to previously reported studies and allowed
the identification of a novel bioactive macrocycle with chemotaxonomical interest. All the
results consist of relevant contributions towards the pharmacognostical study of this medicinal

plant.

Keywords

Gymnosporia arenicola; botanical identification; chemical markers; histochemical analysis;

structural elucidation; cytotoxic activity.
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Nesta dissertacdo foi utilizada a terminologia anglo-saxdnica e acrénimos correspondentes para
designacdo de alguns reagentes, técnicas cromatograficas, métodos de elucidacdo estrutural,
culturas de células, ensaios e parametros bioldgicos. As restantes designacdes correspondem

apenas a abreviaturas amplamente empregues dos termos utilizados.
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1 Introducéao
1.1 Objetivos

A presente dissertacdo de mestrado contribui para o estudo farmacogndstico de uma planta
da flora de Mozambique, amplamente usada na medicina tradicional africana no tratamento de
doencas infeciosas e/ou de natureza inflamatdria e tem como um dos objetivos especificos o
estabelecimento de critérios de identificacdo botanica e quimica, necessarios para a correta
diagnose da folha de Gymnosporia arenicola Jordaan enquanto planta medicinal.

Neste ambito sdo apresentados os resultados da observacdo macroscopica (a olho nu e a
lupa) e microscépica (microscopia ética e microscopia eletrénica de varrimento) do material
vegetal inteiro, em corte histoldgico e/ou pulverizado. Os resultados da analise microscépica do
material vegetal sdo complementados com a localiza¢do in situ de algumas das classes de
constituintes quimicos em cortes histologicos da folha de G. arenicola, com recurso a reacoes
histoquimicas para detecdo de alcal6ides, amido, o-di-hidroxifendis, lipidos totais e terpenoides
carbonilados.

Outro dos objetivos especificos do presente trabalho também foi a extracdo, isolamento e
identificacdo estrutural de um marcador quimico bioativo desta planta medicinal. Os resultados
obtidos sdo apresentados e discutidos com base nos seus dados estruturais, observados em
estudos de ressonancia magnética nuclear monodimensional (*H e **C) e dimensional (homo- e
heteronuclear), espectrofotometria de massa de alta resolucéo e polarimetria, para determinacao
da configuracdo absoluta de compostos quirais. Neste &mbito € proposta uma rota biossintética
plausivel para este composto isolado e também sdo apresentados os resultados inerentes a
avaliacdo da sua atividade citotoxica, através do estudo da viabilidade viabilidade celular (ensaio

MTT) em quatro linhas celulares, em células cancerigenas e ndo-cancerigenas.



1.2 Distribuicéo ecologica e geografica

1.2.1 Ecologia e biétopo

Gymnosporia arenicola Jordaan (Celastraceae) é uma espécie vegetal comum em zonas costeiras
e dunas de areia, ocorrendo ao longo da costa oriental da Africa Austral. Esta espécie esta
associada a floresta tropical de duna, estando integrada nas comunidades vegetais dos
ecossistemas de praia e de duna. Cresce preferencialmente nas zonas limitrofes da mata dunal e
orlas de floresta, em solos arenosos preferencialmente acidos, ocorrendo frequentemente em

zonas humidas.t

1.2.2 Distribuicdo geografica

Gymnosporia arenicola tem uma distribuicdo muito restrita, ocorrendo no Sudoeste africano
(Africa tropical). Espécie endémica ou quase endémica das zonas costeiras localizadas desde o
sul da Tanzania (distrito de Korogwe), até & costa de Africa do Sul (distrito de Natal), passando
pela costa de Mogcambique (todo o pais).

Esta regido atravessa um centro de endemismo, o0 centro de endemismo de Maputaland,
amplamente reconhecido como uma zona de grande biodiversidade de flora e de fauna. Este
centro de endemismo, partilhado com Africa do Sul, é caracterizado por elevada temperatura e
humidade (precipitacio média anual cerca de 1100 cm?® nas zonas costeiras).? G. arenicola é
considerada uma espécie protegida, incluida na lista vermelha de plantas sul-africanas.®

Na Figura 1 é apresentado um mapa, ilustrando a distribuicdo geografica conhecida de G.

arenicola na costa de Mocambique.



Figura 1. Distribuicdo geogréafica descrita para Gymnosporia arenicola, em Mocambique. A distribuicdo geografica desta
espécie no pais e o local de colheita do material usado neste estudo séo assinalados com pontos e seta, respetivamente. llustracdo
do autor

1.3 Aspetos botanicos

1.3.1 Nomenclatura e etimologia binomial
Gymnosporia arenicola Jordaan

- Jordaan, M., 1999. S. Afr. J. Bot. 65(5&6): 315-20.
O epiteto genérico Gymnosporia, deriva de caracteres morfoanatdmicos da semente e do fruto
desta espécie, sendo formado pela decomposicao da palavra de origem grega gymnos (despido) e
spora (sementes).*
O epiteto especifico arenicola refere-se ao habitat preferencial desta espécie, sendo composto

pela palavra de origem latina arena (areia) e cola (habitante).

1.3.2 Descri¢cdo anatomo-morfoldgica
Arbusto, pequena arvore ou mais raramente sufritice nodoso, até 7 m de altura, provido de

espinhos, glabro.



Braquiblastos muito curtos. Ramos novos angulosos e castanho-avermelhados, que se tornam
gradualmente mais cilindricos (afilados) e cinzentos com a idade, frequentemente com
zoocecidias. Espinhos axilares (ou terminando em ramos axilares) robustos, até 95 mm de
comprimento. Folhas fasciculadas (evoluindo para alternas na terminagdo da ramificacéo),
glabras, coriaceas, esverdeadas, pecioladas, com limbo indiviso muito variavel de arredondado a
emarginado (agudo), de contorno inteiro ou com recortes do tipo marginal dentado, com
dentacdo irregular limitada & metade mais distal, 1dmina obovada, 30-56(-70) x 17-35 mm,
vértice acunheado a arredondado, margem progressivamente coridcea, revoluta, com venacao
Obvia na pagina inferior, nervacdo proeminente na pagina inferior e amarela em espécimes secos,
peciolo curto, 1-2 mm de comprimento. Estipulas subuladas, margem fimbriada, + 1 mm de
comprimento. Inflorescéncia do tipo cimeria dicasial em ramos ou paniculas axilares, mais curta
que as folhas, com pedinculo 4-15 mm de comprimento e pedicelo 5-8 mm de comprimento.
Flores 5-9 por cimeria, brancas ou amareladas, pentaméricas, ndo aromaticas, didicas. Sépalas
5(6), £ 1,5 mm de comprimento, ovadas, margem ciliolada. Pétalas 5, 1-3 mm de comprimento,
triangulares, margem assimétrica desigual. Disco com 1 mm de didmetro. Flores masculinas
providas de estames mais compridos que as pétalas, dotadas de filamentos 3 mm de
comprimento, com origem no disco, e providas de anteras 0,5 mm de comprimento, pistilodio
pequeno, filete curto, ndo ramificado. Flores femininas com estilete e estigma mais longo que as
pétalas, com estaminddios mais curtos que os estames das flores masculinas e estilete 1,5 mm de
comprimento, com estigma bifido, projetado horizontalmente. Ovario 3-locular, com 2 6vulos
por l6culo. Capsula com 3 valvas, subglobosdide, coriacea, verrucosa, 7-9 mm de comprimento,
amarela a laranja-avermelhada, e com estiletes persistentes na frutificacdo. Semente elipsoide 1-
3, castanho-avermelhada escura, 3 mm de comprimento, com arilo amarelado cobrindo
parcialmente a parte inferior da semente.!

Na Figura 2 sdo apresentadas algumas fotografias de Gymnosporia arenicola no seu habitat

natural, na praia da Macaneta e em Marraquene.



Figura 2. Gymnosporia arenicola no habitat natural, na praia da Macaneta (Mogambique). Aspeto geral do arbusto (A) e
detalhes dos seus ramos floridos (B-F) e frutificados (G-H). Fotografias gentilmente cedidas pela Prof.a Doutora E. T. Gomes.
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Na Figura 3 é apresentada uma ilustracdo esquematica do ramo florido e frutificado

Gymnosporia arenicola.
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Figura 3. Gravura com detalhes da parte aérea de Gymnosporia arenicola. Ramo florido (A), flores masculinas (B), flores
femininas (C) e capsula (D). Escala grafica: A =4 cm; B-D = 1 cm. llustracdo do autor.



1.3.3 Sinonimias homotipicas

Gymnosporia arenicola, recentemente reclassificado, tem como sinénimo Unico Maytenus
heterophylla var. arenaria N. Robson.

Por sua vez, Maytenus heterophylla, apresenta as seguintes 43 sinonimias homotipicas: Cassine
szyszylowiczii Kuntze, Catha buxifolia (L.) G. Don, C. cymosa (Soland.) C. Presl., C.
heterophylla (Eckl. & Zeyh.) Presl., Celastrus andongensis Oliv., C. angularis Sond., C.
buxifolius L., C. cymosus Soland., C. ellipticus Thunb., C. empleurigolius Eckl. & Zeyh., C.
goniecaulis Eckl. & Zeyh., C. heterophyllus Eckl. & Zeyh., C. humilis Eckl. & Zeyh., C.
lanceolatus E. Mey. Ex Sond., C. linearis L. f., C. multiflorus Lam., C. parvifolius Eckl. &
Zeyh., C. patens Eckl. & Zeyh., C. polyacanthus sensu Eyles, C. polyanthemos Eckl. & Zeyh., C.
rhombifolius Eckl. & Zeyh., C. spathephyllus Eckl. & Zeyh., C. venenatus Eckl. & Zeyh.,
Elaeodendron glaucum sensu Szyszyl., Gymnosporia acanthophora Loes., G. angularis (Sond.)
Sim, For. & For., G. brevipetala Loes., G. buxifolia (L.) Szyszyl., G. buxifolioides Loes., G.
capitata var. tenuifolia Loes., G. condensata Sprague, G. crataegiflora Davison, G. elliptica
(Thunb.) Schonl., G. glauca Loes., G. heterophylla (Eckl. & Zeyh.) Loes., G. lanceolata (E.
Mey. Ex Sond.) Loes., G. linearis (L. f.) Loes., G. maranguensis (Loes.) Loes., G. rhombifolia
(Eckl. & Zeyh.) Bolus & Wolley-Dod, G. senegalensis var. maranguensis Loes., G. trigyna
sensu Perrier, G. uniflora Davison, G. woodii Szyszyl, Maytenus angolensis Exell & Mendonga,
M. brevipetala (Loes.) Wilczek, M. cymosa (Soland.) Exell.>®

1.3.4 Enquadramento taxondémico

A classificacdo taxondmica da familia Celastraceae foi recentemente alterada ao nivel do género,
passando o género Gymnosporia (Wight & Arn.) Hook. f. a abranger espécies do antigo género
Maytenus Molina, com base em caracteres macromorfoldgicos (tais como a presenca de
braquiblastos, espinhos, tipos de inflorescéncia e floragio) e da anatomia da folha,” suportados
por estudos de genética molecular.2®'® Desta forma, reconhece-se atualmente o género
Gymnosporia como um grupo monofilético.*!1:12

Contudo, e conforme a atual circunscri¢cdo do género Maytenus Mol. emend Mol., e apos a sua
redefinicdo do género Gymnosporia (Wight & Arn.) Hook.f., permanece claramente um grupo

heterogéneo de espécies. Este ponto de vista € apoiado por outros autores.*!* Por outro lado, o



género Gymnosporia (apés inclusdo de algumas espécies do género Maytenus) também é um
taxon heterogéneo, continuando a necessitar de uma divisdo mais natural entre grupos.'!

De acordo com o sistema de classificagdo vegetal correntemente adotado pelo Grupo de
Filogenia das Angiospérmicas,*41> e nas presentes regras de nomenclatura adotadas pela
Convencao de Melbourne, a posicéo sistematica da seccdo Buxifoliae do género Gymnosporia é

a seguinte:

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivisdo: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Equisetopsida C. Agardh
Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem: Rosanae Takht.
Ordem: Celastrales Link
Familia: Celastraceae R. Br.
Género: Gymnosporia (Wight & Arn.) Benth. & Hook. f.

Seccdo: Buxifoliae Jordaan

1.3.5 Nomes comuns

Por traducdo direta do inglés, a partir da fonte original onde é reconhecida pela primeira vez,
Gymnosporia arenicola é conhecida vernaculamente como ‘Espinheira da areia’.! No entanto, a
espécie também ¢ designada por outros nomes, consoante 0s paises africanos onde ocorre
naturalmente, nomeadamente na Tanzania, Mogambique e Africa do Sul.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as varias designacdes vernaculas pelas quais M. heterophylla (Eckl
& Zeyh.) Robson é conhecido, uma vez que de Maytenus heterophylla var. arenaria N. Robson.

é considerado sinénimo homotipico de G. arenicola Jordaan.


http://www.tropicos.org/Name/43000109
http://www.tropicos.org/Name/43000013
http://www.tropicos.org/Name/100352397
http://www.tropicos.org/Name/43000063
http://www.tropicos.org/Name/42000222
http://www.tropicos.org/Name/40019058

Tabela 1. Nomes vernaculos de Gymnosporia arenicola

Pais Nome vernaculo Referéncia
Tanzania Mjengamanyigu (etnia Makonde) 5
Ndegamau (etnia Swabhili)
Mocambique  Chichangua, mpimpalo, n’qokola, pumbulo, xhilangua (distrito de Maputo) 16,17
Chichangua (distrito de Gaza)
Libatzondze (distrito de Inhambane)
Dimbazou (distrito de Manica)
MuiugErrot Marcador ndo definido. (dljstrito da Zambézia)
Khala-mavu (distrito de Tete)
Africado Sul  Inggowangane, inggwangane yehlanze, isibhubu, isibulu, isihlangu, umkhozo, 6

umgquqo, usala, usolo (provincia de Natal)

1.3.6 Estudos botanicos anteriores

A anatomia e micromorfologia de algumas especies da familia Celastraceaes ja foram
caracterizadas, com o0 objetivo da selecdo de caracteres anatomicos para a identificacdo das
espécies. 1819202122 A estrytura epidérmica e a ontogenia estomatica nalgumas espécies da
familia Celastraceae ja foi estudada por outros autores.”® A utilizacio de varios pardmetros
microscopicos ja foi descrita para a identificacdo de Gymnosporia rothiana (Walp) Lawson, com
determinacdo do IE, razdo entre parénquima em palicada e parénquima lacunoso, nimero de

insulas e nimero de nervuras.?°

1.4  Aspetos etnomédicos e estudos anteriores quimicos e biolégicos

Apesar de nédo existirem dados desta natureza direcionados concretamente para G. arenicola
Jordaan séo apresentados os dados existentes para M. heterophylla (Eckl & Zeyh.) Robson, uma
vez que de Maytenus heterophylla var. arenaria N. Robson. é considerado sinbnimo homotipico

de G. arenicola Jordaan.



1.4.1 Utilizacdo na medicina tradicional
Os dados etnomeédicos disponiveis sobre a utilizacdo da planta na medicina tradicional africana
por vezes carecem de alguma especificidade, porém tanto a casca, como as folhas e as raizes sdo

usadas na medicina tradicional para diversas aplicagdes. 2

1.4.1.1 Tanzénia

Na Tanzania, as folnas de M. heterophylla sdo usadas no tratamento da dismenorreia.’> O decoto
das raizes é usado no tratamento de doencas de natureza microbiana, sendo aplicado em
abcessos, parasitoses helminticas.?>2® O decoto das raizes é ainda recomendado no tratamento da
epilepsia, de hérnias e sifilis.?>2°

1.4.1.2 Mocambique

Em Mocambique é recomendada a infusdo das folhas verdes de M. heterophylla para o
tratamento da desinteria (homeadamente de origem amebiana). Estas folhas piladas sdo aplicadas
em feridas e também podem ser misturadas com farinha e agua e aplicadas como penso para

tratamento local da dor. A infusdo das folhas é usada no tratamento da tosse.'®

1.4.1.3 Africa do Sul

Os espinhos de M. heterophylla, misturados com os espinhos de Phoenix reclinata Jacg. e com
as raizes de Euclea natalensis A. DC. e Capparis tomentosa Lam., sdo fervidas e posteriormente
atadas a um instrumento afiado, que é espetado no peito, em caso de pleurisia. Infusdes da casca
sdo administradas oralmente como eméticos ou sob a forma de enema para o tratamento da

diarreia. Infusdes da folha e da casca sdo administradas em animais para tratamento da diarreia.®

1.4.2 Outros usos

M. heterophylla é considerada e usada como fixadora das dunas.'® Para além desse uso, na praia
da Macaneta esta espécie é usada como arbusto decorativo em jardins.}” O epicarpo verde é
usado para marcar a pele em tatuagens.*® Os espinhos s&o empregues como adorno do cabelo,

como agulhas e outros pequenos instrumentos pontiagudos.
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A madeira € muito compacta, dura e pesada, usando para fazer utensilios domésticos, como
colheres e bancos e também muito apropriada para esculturas e no fabrico de instrumentos
musicais.'® No Lesoto, a madeira usa-se como lenha e na construgéo civil.1®

Em certas partes da Africa Austral, os frutos so usados como alimentos por pessoas e passaros,

as folhas e a casca sdo pastadas por alguns mamiferos selvagens e outros.®

1.4.3 Estudos bioldgicos

Recentemente, foi desenvolvido pelo nosso grupo de investigacdo o estudo in vivo da atividade
anti-inflamatoria per os de um extrato etanolico (70%) das folhas de Gymnosporia arenicola, em
modelos animais. O extrato demonstrou atividade anti-inflamatdria significativa (p < 0,05), em
rato, no modelo do edema da pata, induzido pelo carragenano. Ndo foi observada toxicidade
hepatica e renal significativa, a 1200 mg/Kg. O mesmo extrato demonstrou ndo produzir
toxicidade aguda hepatica e renal significativa em ratinhos.?” Estes resultados sdo consistentes
com a utilizagdo de G. arenicola na medicina tradicional africana, nomeadamente no tratamento
da inflamagdo.2

Também foi estudada in vitro, pelo nosso grupo de investigacao, a atividade antioxidante de um
extrato etanolico (70%) das folhas de G. arenicola e fracGes liquido-liquido obtidas a partir do
mesmo extrato. A atividade do extrato foi determinada por bioautografia, no extrato etanélico e
nas fracdes étereas, acetato-etilicas, n-butandlicas e aquosas e correlacionada com a presenca de
constituintes fenolicos.?*°

O nosso grupo de investigacdo também fez um rastreio in vitro da atividade de extratos
etandlicos de plantas da flora medicinal de Mogambique, incluindo G. arenicola, contra estirpes
sensiveis e resistentes de Mycobacterium tuberculosis. O estudo da atividade antimicobacteriana,
por radiometria, abrangeu extratos etandlicos (70%) da raiz, caules e folhas de G. arenicola. Este
estudo ainda incluiu a localizacdo da atividade nas fracBes liquido-liquido obtidas a partir do

extrato etandlico das folhas de G. arenicola.°

1.5 Aspectos quimicos
Para além dos estudos apresentados pelo nosso grupo de investigagdo, tanto quanto é do nosso
conhecimento ndo ha quaisquer estudos fitoquimicos reportados visando G. arenicola. No

entanto, tendo em conta que Maytenus heterophylla var. arenaria N. Robson. é considerado
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sinbnimo homotipico de G. arenicola, e com o objetivo de uma revisdo bibliografica mais
extensa, sdo incluidos nesta compilacdo os estudos publicados relativos também a M.
heterophylla (Eckl & Zeyh.) Robson.

1.5.1 Metabolitos identificados

Maytenus heterophylla apresenta classes diversas de metabolitos secundarios, isolados em
diferentes partes da planta e incluindo alcal6ides, terpendides, flavonoides e glucdsidos.

Os trés alcaldides identificados até ao momento e representados na Figura 4 apresentam uma
grande diversidade estrutural, pertencendo a classe dos alcal6ides derivados da espermidina
(celacinina, 1), sesquiterpenos oligo-nicotinicos (heterofilina, 2) e maitansindides ou

ansamacralidos (maitansina, 3).

MeO

Figura 4. Estruturas dos alcal6ides identificados em Maytenus heterophylla

O isolamento de alcaloides derivados da espermidina na espécie em estudo foi reportada, com o
isolamento da celacinina (1).3! Apesar da importancia taxondmica da ocorréncia deste tipo de
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alcaldide na familia Celastraceae, ndo ha dados concretos sobre o isolamento e identificacdo da
celacinina no cortex de M. heterophylla.® Posteriormente foi identificado o 1B-acetoxi-9a-
benzoiloxi-2f,6a-dinicotinoiloxi-B-di-hidroagarofurano (2), um ester do &cido nicotinico
equivocamente designado por heterofilina, a partir do fracionamento cromatografico de um
extrato etandlico das folhas de M. heterophylla, através de CC-flash, CC, e CPTLC.*? Nesta
espécie tambeém foi reportado o isolamento da maitansina (3) a partir dos caules, ndo havendo
quaisquer dados sobre o seu isolamento e identificaco.®

O interesse no isolamento e na sintese de alcaldides da espermidina, como a celacinina (2), esta
relacionado com a complexidade estrutural e propriedades terapéuticas atribuidas a estes
macrociclos,®*%* derivados biossinteticamente derivados da L-Ornitina ou L-Arginina via
putrescina.®® Um largo espetro de atividade bioldgica foi atribuido a membros da familia das
poliaminas, onde se incluem propriedades citotoxicas destes compostos,3637:38:394041 A
ocorréncia e a biossintese destes estruturas macrociclicas tém uma distribuicdo restrita na
Natureza,*? ocorrendo de forma limitada em familias vegetais, como a familia Celastraceae.>>*3
O isolamento derivado do di-hidro-p-agarofurano, como o alcaldide 2, também é relevante do
ponto de vista quimiotaxonémico, uma vez que a maioria destes compostos foram isolados e
identificados na familia Celastraceae.*+4°4

Os oito triterpendides identificados e representados na Figura 5 sdo do tipo pentaciclico
(predominantemente de esqueleto estrutural 6/6/6/6/6, ou também 6/6/6/6/5) e pertencem
maioritariamente a série do oleano (acido 3a-hidroxi-2-oxofriedelano-20a-carboxilico, 4; acido
maitenfolico, 5; B-amirina, 6; epifriedelanol ou epifriedelinol, 7; e friedelina, 8) e do lupano (lup-
20(29)-eno-1p,3p-diol, 9; e lupeol, 10). Também foram identificados um triterpendide quinonico,
a pristimerina (11), isolado a partir da casca da raiz de M. heterophylla.

O acido 3a-hidroxi-2-oxofriedelano-20a-carboxilico (4), o &cido maitenfélico (5), a B-amirina
(6), e o lup-20(29)-eno-1B,3p-diol (9) foram isolados conjuntamente com o IB-acetoxi-9a-
benzoiloxi-2p,6a-dinicotinoiloxi-p-di-hidroagarofurano (2) a partir do extrato etandlico (96%)
das folhas de M. heterophylla, seguidos por fracionamento por CC-flash, CC, e CPTLC.*? No
ha detalhes relativos ao isolamento e identificacdo do epifriedelanol ou epifriedelinol (7) e da
friedelina (8) a partir da casca de M. heterophylla, na literatura consultada.®

O lupeol (10) e a pristimerina (11) foram isolados a partir do cértex da raiz de M. heterophylla,

submetido a uma particdo liquido-liquido com éter dietilico e metanol. A fase organica foi
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posteriormente purificada por CC, inicialmente com silica gel, sendo as fracdes resultantes re-
purificadas por CC com silica RP-Cys.%’

O isolamento da pristimerina em M. heterophylla é particularmente relevante do ponto de vista
quimiotaxonémico, tendo em conta que os triterpenos quindnicos ocorrem estritamente na
familia Celastraceae, e sdo por este motivo considerado marcadores quimiotaxonémicos.*® Nesta
familia, a generalidade dos triterpenos identificados até ao momento correspondem a serie do
friedelano-oleano* e foi inclusivamente postulada uma relagio biogenética entre derivados do

oleano e triterpendides quindnicos, 051525354

Me, COOH

Figura 5. Estruturas dos triterpendides identificados em Maytenus heterophylla
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No extracto etanolico (96%) das folhas de M. heterophylla foram ainda identificados dois
flavonoides, pertencentes a classe dos 3-flavandis, a (-)-epicatequina (12) e a (-)-4’-
metilepigalocatequina (13).32 Em trabalhos anteriores, desenvolvidos pelo nosso grupo de
investigagdo, estabeleceu-se o perfil cromatografico dos flavondides do extrato etandlico e
fracdes liquido-liquido obtidas a partir do extrato etandlico das folhas de G. arenicola.?®® Na
literatura encontram-se ainda referéncias a existéncia de taninos nesta espécie, ndo existindo
dados relativos ao seu isolamento, purificagio e elucidacio estrutural.®

Os 3-flavandis identificados, a (-)-epicatequina (12) e a (-)-4’-metilepigalocatequina (13), foram
isolados nas fracdes finais do extrato etandlico das folhas de M. heterophylla, purificados por
CC-flash.%

Os dados da caraterizacdo preliminar do extracto por TLC e LC-UV/DAD do extrato etanolico
das folhas de G. arenicola e respetivas fragfes liquido-liquido sdo sugestivas e consistentes com

a presenca de mono- e diglucdsidos da luteolina.?®3°

OH OH

OCH,
o S
OH

12 13

Figura 6. Estruturas dos flavondides identificados em Maytenus heterophylla

Na literatura estdo descritos ainda dois glucésidos (um monossacarideo e um dissacarideo)
identificados em M. heterophylla, o 2-acetilfenol-1-B-D-glucopiranosil (1—6)-B-D-Xilpiranosido
(14) e o dulcitol (15). Ndo ha dados adicionais sobre o isolamento do dulcitol, na bibliografia
consultada.®

O 2-acetilfenol-1-$-D-glucopiranosil (1—6)--D-xilpiranosido (14) foi isolados a partir do cortex
da raiz de M. heterophylla, submetido a uma particdo liquido-liquido com éter dietilico e
metanol. A fase metanodlica foi posteriormente purificada por CC, com Sephadex LH-20, sendo

uma das fragGes resultantes re-purificada por CC em RP-Cig.%
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Figura 7. Estruturas dos glucésidos identificados em Maytenus heterophylla

1.5.2 Atividade bioldgica atribuida aos metabolitos

Até ao momento foram identificados por outros autores quinze compostos, dotados de um largo
espetro de atividade bioldgica, potencialmente justificativos da utilizacdo de G. arenicola (e M.
heterophylla) num largo espectro de patologias na medicina tradicional africana.

A celacinina (1) isolada no cortex de Maytenus heterophylla e nas raizes de Tripterygium
wilfordii Hook, foi inicialmente identificada em Maytenus arbutifolia (Hochst., ex Rich) R.
Wilczek, sendo descrito este tipo de macrociclo como protétipo quimiotaxonémico da familia
Celastraceae.>® Este composto (1), e outros alcaldides de Tripterygium wilfordii, revelaram
atividade inseticida marcada.>® O interesse em compostos baseados neste protdtipo estrutural, e
na respectiva sintese via macrolactamizacdo dos seus precursores sintéticos, levou a
caracterizacdo estrutural de novos derivados, assim como ao desenvolvimento de novas rotas de
sintese para a sua preparagéo.®’

O 1p-acetoxi-9a-benzoiloxi-2p,6a-dinicotinoiloxi-B-di-hidroagarofurano  (2), isolado pela
primeira vez em Maytenus heterophylla, revelou-se inactivo contra Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

A maitansina (3) isolada e identificada nos caules de Maytenus heterophylla, e originalmente
identificada em Maytenus serrata, revelou atividade anti-leucémica, em rato e ratinho®® e
atividade antimicrobiana, nomeadamente contra Penicillium avellaneum UC-4376.%° Este
composto € um ansamacrélido da classe das ansamicinas, considerados compostos de elevado
interesse para a inddstria farmacéutica, devido a sua potencial atividade antibidtica. Por outro
lado, a maitansina (e outras ansamicinas) sio dotados de elevada citotoxicidade,®*51%? ja foram
testadas em sistemas experimentais para explorar o seu potencial antitumoral.536455% também

foram inclusivamente alvo de rastreio em ensaios clinicos.%®
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O &cido 3a-hidroxi-2-oxofriedelano-20a-carboxilico (4) previamente isolado e identificado em
Austroplenckia populnea Reiss (Celastraceae), revelou atividade antimicrobiana in vitro, com
valores de MIC compreendidos entre 12,5 e 50 pg/mL Staphylococcus aureus (MIC = 12,5
pHg/mL), Pseudomonas aeruginosa (com uma MIC = 25,0 pg/mL), Crytococcus neoformans
(com uma MIC de 50 pg/mL) e Candida albicans (com uma MIC = 50 pg/mL).*?

O acido maitenfolico (5) isolado pela primeira vez em Maytenus arbutifolia (Hochst. ex A.Rich.)
R.Wilczek,®” mostrou atividade promissora in vivo contra a leucemia linfocitica P-388, em
ratinhos BDF1.°® O composto foi também isolado em M. heterophylla e a sua atividade
antimicrobiana contra C. albicans, C. neoformans, P. aeruginosa e S. aureus destacou-se entre
os restantes compostos (MIC = 12,5 pg/mL).%

A B-amirina (6) isolada a partir das folhas de M. heterophylla, j& foi previamente identificada em
numerosas outras espécies vegetais, entre estas M. arbutifolia. Estudos anteriores reportam a
bioactividade da -amirina (6), contra microrganismos e na resposta inflamatoria, entre outros.®®
O epifriedelanol ou epifriedelinol (7) isolado anteriormente noutra espécie botanica da familia
Celastraceae, como Dillenia papuana Martelli e M. undata (Thunb.) Blakelock, revelou atividade
anti-tumoral® e anti-senescéncia em células primarias humanas.”

A friedelina (8) isolado anteriormente numerosas espécies vegetais demonstrou um largo
espectro de actividade bioldgica, nomeadamente antimicrobiana,’>">"* antitumoral,”® anti-
inflamatdria e antipirética.’

O lup-20(29)-eno-1B,3p-diol (9), isolado pela primeira vez em M. heterophylla, revelou-se
inativo contra C. albicans, C. neoformans, P. aeruginosa, S. aureus.*?

O lupeol (10), previamente identificado noutras espécies vegetais, revelou um largo espectro de
atividades bioldgicas, como agente anti-artritico, anti-inflamatério, anti-malérico, antitumoral
quimio- e hepatoprotetor.’’

A pristimerina (11) isolado anteriormente em M. senegalensis (Lam.) Exell, revelou in vitro
atividade anti-malérica contra estirpes resistentes de Plasmodium falciparum (Dd2), com uma
ICso de 0,5 pg.mL*. No mesmo estudo, a pristemirina (11), revelou atividade contra
promastigotas de Leishmania major, com uma ICso de 6,8 pug.mL™ e, na mesma concentragao,
citotoxicidade no modelo de proliferacdo linfocitica.”® A pristemirina revelou atividade antiviral,

contra 0 Cytomegalovirus humano, com uma ICso de 0,53 pg.mLt.4
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A (-)-epicatequina (12) apresenta um largo espectro de atividades biologicas, entre as quais
atividade antiviral, antioxidante, redutora dos niveis séricos de colesterol, e potenciadora do
estado de vasorelaxamento em células de masculo lis0.”*® O consumo de (-)-epicatequina (12)
parece estar associado com o aumento da resisténcia ao exercicio fisico.8:8283

A (-)-4’-metilepigalocatequina (13), isolada anteriormente em M. rigida Mart., revelou atividade
espasmolitica ex vivo em intestino de porquinho-da-india.®

O 2-acetilfenol-1-p-D-glucopiranosil (1 — 6)-f-D-Xilpiranésido (14) foi isolado pela primeira
vez em Cynanchum hancockianum (Maxim) Al. lljinski, no entanto ainda ndo h& estudos
relativos a sua atividade bioldgica.®

O dulcitol (15), um monossacarideo amplamente distribuido na Natureza, também foi
anteriormente isolado em M. ebenifolia Reissek. O dulcitol (15) revelou propriedades
antitumorais interessantes, inibindo a leucemia, sem demonstrar citotoxicidade em células néo-

leucémicas.®’
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2 Metodologia

2.1 Reagentes

Diferentes graus de pureza para os solventes utilizados foram usados de acordo com os requisitos
de cada metodos de extracdo ou purificacdo. Para o efeito, foram usados reagentes comerciais
Merck, sem qualquer purificacdo adicional, de grau técnico para 0s processos extrativos e de
grau analitico para os processos de purificacao.

A &gua utilizada para os processos de extracdo e isolamento foi obtida a partir do sistema de
purificacdo UHQ MKII da Elga.

2.2 Material vegetal

As folhas de Gymnosporia arenicola Jordaan necessarias para o estudo botanico e fitoquimico
foram colhidas na regido de Marracuene (Mogambique) inicialmente em Fevereiro de 2006 por
Olga Maria Duarte Silva, tendo sido posteriormente recolhidas novas amostras em Marco de
2011 por Elsa Teixeira Gomes. O material vegetal foi posteriormente seco em condicdes
controladas de humidade (75 £ 5 %) e temperatura (21 £+ 1 °C), ao abrigo da luz.

A identificacdo deste material botanico foi feita inicialmente por Maria Adélia Diniz (Herbéario
LISC, Jardim Boténico Tropical, Lisboa), tendo sido depositado um exemplar voucher sob o
cédigo O. Silva, s.n., 1.10.2006 no Herbario LISC. A identificacdo da segunda colheita foi
também feita por Maria Adélia Diniz, por compara¢do com o exemplar voucher anteriormente
depositado e preservado no Herbario LISC (cddigo O. Silva, s.n., 1.10.2006).

Uma fracdo do material usado nestes estudos foi preservada em frasco de vidro ambar

esmerilado, parafinado e mantido a temperatura ambiente (ao abrigo da humidade e luz).

2.2 Métodos de analise botanica

2.2.1 Analise macroscopica

O material vegetal seco (inteiro) foi observado a olho ni e com uma lupa Olympus SZ61,

acoplada com uma fonte de luz Olympus KL1500LCD e um sistema de registo fotografico
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Olympus ColorView Illu (Téquio, Japdo). O processamento fotografico foi realizado com
recurso ao programa Cell*D 2006 Olympus Software (Téquio, Japao).

A andlise macroscépica visou a observacdo do aspeto geral do material vegetal quanto as suas
caracteristicas de cor, brilho, cheiro, sensibilidade ao tato, textura e venag&o.

Para esta analise foram necessarias cerca de 30 folhas adultas.

2.2.2 Analise microscopica em microscopio otico

Preparacdes extemporanea do material vegetal pulverizado, ou em corte histoldgico transversal
ou paradérmico, foram observadas num microscopio 6tico Olympus CX40 e um sistema de
registo fotografico Olympus ColorView Illu (Toquio, Japdo). O processamento fotogréfico foi
realizado com recurso ao programa Cell*D 2006 Olympus Software (Toquio, Japdo). O material
a observar foi colocado entre lamina e lamela, sob 0 meio de montagem.

A anélise micrdscopica foi feita com cerca de 10 réplicas.

2.2.3 Analise microscopica em microscopio eletronico de varrimento

O material vegetal foi desidratado e montado num suporte metélico e posteriormente metalizado
com ouro num metalizador JEOL JS-1200 Fine Coater. A observacao foi feita num microscopio
JEOL JSM-5200LV, com sistema de aquisi¢do direta de imagem, da Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa.

A microscopia eletrénica de varrimento é correntemente usada para fins anadlogos ao da
microscopia Otica, na identificagdo de microcaracteres com valor diagnéstico para farmacos
vegetais. O uso da microscopia eletrénica para permite a obtencdo de imagens com maior
resolucdo, e tridimensionais. Esta técnica é frequentemente utilizada na analise topolégica de
uma grande variedade de materiais e desempenham um papel importante na autenticacdo de
matérias-primas, intermediarios e produtos acabados de origem vegetal.®

A analise micréscopica foi feita com cerca de 10 réplicas.

2.2.4 Obtencéo de cortes histoldgicos transversais

A anélise microscopica de farmacos vegetais, tal como é preconizada nas Farmacopeias atuais,
pressupde a necessidade da reducdo do farmaco a pd.8%%°! No entanto, tendo em conta que o

processo de pulverizacdo resulta na destruicdo da maioria dos tecidos e com vista a obtencédo de
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elementos de diagnose botanica, a analise microscopica do farmaco pulverizado costuma ser
precedida pela elaboracéo de cortes histoldgicos.®?

Estes cortes séo efetuados normalmente segundo dois planos de orientacdo, o corte transversal e
0 corte paradérmico (raramente sdo feitos no plano longitudinal). Este procedimento, nédo
previsto nas Farmacopeias, é justificado porque a analise de cortes histologicos permite prever e
justificar a presenca de determinados elementos celulares e eventualmente detetar
contaminacgdes, resultantes da presenca de tecidos que ndo deveriam figurar no po de
determinado farmaco. Desta forma ndo é de estranhar que se encontrem no campo de observacéao
do microscopio algumas células praticamente isoladas e/ou fragmentadas (como acontece com
elementos do xilema e fibras), resultantes da rebentacdo dos tecidos.®

Esta metodologia facilita também a identificacdo e quantificacdo de parametros fundamentais
para a analise microscopica de farmacos, e.g. Indice Estomatico (IE), proporgdo entre
parénquima em palicada e lacunoso.®

Para a analise anatomica das folhas fizeram-se cortes histoldégicos do material hidratado e
amolecido, em agua destilada ou numa solucdo glicerinada. Os cortes transversais foram
executados & mao livre, ao nivel do tergo médio inferior da folha.

A preconizacdo de cortes histologicos transversais permite analisar a organizacdo do mesofilo e
facilita a observacéo detalhada dos feixes vasculares.®

Montaram-se 0s cortes transversais, numa solugdo aquosa de hidrato de cloral (60 %), com o
objetivo da observacdo privilegiada de inclusdes celulares (cristais de oxalato de calcio),
inclusdes celulares (idioblastos), assim como de tricomas e a visualiza¢io do tecido.%?

Os cortes transversais, também foram usados para a preconizacao das técnicas histoquimicas.

2.2.5 Obtencao de cortes histologicos paradérmicos
Com o intuito de verificar o padrdo de distribuicdo de estomas nas faces abaxial e adaxial do
material vegetal, assim como o tipo de estoma predominante e facilitar o calculo do indice

estomatico (IE) procedeu-se a realizagé@o de cortes histologicos tangenciais.

O indice estomatico (IE) foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

IE — 100 x numero de estomas
namero de células epidérmicas + numero de estomas
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Para cada amostra foram feitas 10 medicdes numa area da folha correspondente a 1 mm?, de
acordo com as recomendac@es da farmacopeia.®

Os cortes paradérmicos foram efetuados em planos paralelos (ou tangenciais) a lamina foliar, de
forma a facilitar a visualizacdo das células epidérmicas e anexos epidérmicos (tricomas e

estomas).

2.2.6 Obtencéo do material vegetal pulverizado

Com o objetivo de analisar também o farmaco pulverizado, o material vegetal foi moido num
moinho Christy & Norris.

O material pulverizado foi montado entre lamina e lamela, com uma solucdo aquosa de hidrato

de cloral.

2.2.7 Procedimentos histoquimicos

A preconizacdo de reacdes histoquimicas € uma técnica corrente para detetar a presenca de
determinadas classes quimicas no material vegetal, baseada no uso de reagentes cromaticos para
detecdo de contetdos celulares. A identificacdo de determinadas estruturas microscopicas (e.g.
amiloplastos) possibilita e facilita a identificacdo de matérias-primas de origem vegetal com
interesse farmacéutico, e por esse motivo as reacdes histoquimicas sdo incluidas como elementos
de diagnose em algumas farmacopeias.®®

Assim, realizaram-se testes histoquimicos com base nas classes de metabolitos secundarios ja
descritas para esta espécie, direcionados concretamente para a presenca de alcaldides,
triterpendides e compostos fenolicos. Para além da pesquisa de conteudos ergasticos, foi ainda
realizada a pesquisa de amido e lipidos nos cortes histologicos.

Para a detecdo de alcaloides utilizou-se o reagente de Dittmar®, para os triterpendides com grupo
carbonilo usou-se o reagente de Brady® e para os compostos o-dihidroxifendlicos usou-se o
cloreto férrico®. Para deteco dos lipidos totais usou-se o Vermelho Sudo 111°° e para o amido o
soluto de Lugol.*®

Todas as reacOes histoquimicas propostas foram realizados em cortes transversais, procedendo a

imersdo do material vegetal em reagentes especificos, registando-se as alteragdes respetivas, por
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comparacdo com o material ndo sujeito a reacdo (para evitar inferéncias devidas a eventual

pigmentacéo natural de compostos), de acordo com as recomendagdes. %

2.2.7.1 Detecéo microquimica de alcaldides

A detecdo de alcaloides foi efetuada a partir do reagente de Dittmar e baseia-se na capacidade
desta classe de compostos alcaldides formarem precipitados corados (em meio &cido) na
presenca de iodo, na forma de poli-iodetos complexos.

Os cortes transversais sdao montados, entre lamina e lamela, no proprio regente de Dittmar
durante 5 — 10 minutos, sendo posteriormente lavados rapidamente com agua. Os alcal6ides

coram de castanho-avermelhado.

2.2.7.2 Detecao microquimica de triterpenoides

A presenca de triterpendides contendo grupo carbonilo foi evidenciada com o reagente de Brady
(dinitrofenil-hidrazina, DNPH). Esta hidrazina reage especificamente com compostos portadores
de um grupo carbonilico, como cetonas e aldeidos. A reacdo cromatica deve-se a formacéo de
dinitrofenil-hidrazonas, resultantes da condensacdo ou adigdo-eliminacdo (adi¢do nucleofilica do
grupo amina ao grupo carbonilico, seguida da remogdo de uma molécula de dgua).®?

Os cortes transversais sao montados numa solucdo saturada de DNFH em é&cido cloridrico (2 N,
25 °C), entre lamina e lamela, e observam-se decorridos 10 minutos, apds lavagem rapida com

agua.®® Os triterpendides coram de vermelho-alaranjado.

2.2.7.3 Detecao microquimica de compostos fenolicos

A detecdo de compostos o-dihidroxifendlicos € realizada através da reagdo com o cloreto de ferro
(1. Na presenca de sistemas o-dihidroxilo, o ferro (I11) forma quelatos, por coordenagdo aos
dois grupos hidroxilo fendlicos, em posigdes orto.

Os cortes transversais sdo montados numa solugdo aquosa de tricloreto de ferro a 10% (m/V),
entre 1amina e lamela, e observam-se decorridos 10 minutos, ap6s lavagem réapida com agua.®®

Os fenois coram de negro.
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2.2.7.4 Detecdo microquimica de amido

A identificagdo de amido é efetuada através da reacdo com o soluto de Lugol, composto por uma
solucdo de iodo com iodeto de potéssio (I2KI). A amilose, cadeia disposta em hélice com 6 anéis
glicopiranosicos de conformacdo em cadeira, forma um complexo amido-iodo azul-escuro na
presenca de ides iodeto, num processo que parece envolver as formas I3~ e ou Is~1%As moléculas
do halogénio dispdem-se ao longo do eixo da hélice sob a forma de um complexo iodo-amilose
devido a interacGes dipolares electroestaticas.

Desta forma os cortes transversais foram montados em soluto de Lugol durante 5 a 10 minutos e

posteriormente lavados em agua. O amido é evidenciado pela coloragio azul-escura.®®

2.2.7.5 Detecao microquimica de lipidos totais

Para reconhecer os lipidos nos cortes histoldgicos, empregam-se habitualmente reagentes
corantes lipofilicos (e.g. Vermelho Sudéao I11) que coram os lipidos com a sua prépria cor.
Contudo, esta detecdo carece de alguma especificidade e cora de igual modo 6éleos, ceras,
esséncias, substancias resinosas, latices, e decorridos alguns minutos também a cutina e a
suberina.

Os cortes transversais sao montados no proprio reagente (solucdo etandlica de Suddo I,
temperatura ambiente) entre lamina e lamela, e observam-se apo6s lavagem hidroetandlica
decorrido 15-30 minutos. Em simultadneo observaram-se, de igual modo, cortes histoldgicos ndo

sujeitos ao teste histoquimico.%®

2.3 Métodos extrativos

2.3.1 Extracao com etanol a 70%

Apbs pulverizacdo num moinho Christy & Norris, 90,0 g do material vegetal seco foram
extraidas até a exaustdo e a temperatura ambiente (22 °C) em etanol 70%. As extracdes foram
feitas na proporcdo minima de 10 mL de solvente/g de material vegetal seco. O extrato etandlico
obtido, apos filtracdo em filtro de placa porosa G4, foi concentrado num evaporador rotativo
(Buchi R-210, Suica), até completa remocdo de etanol e utilizando uma temperatura inferior a 40
°C. O residuo aquoso, foi seco por liofilizagcdo, usando-se para o efeito um liofilizador Heto
Lyolab 3000 (Heto-Holten A/S, Dinamarca). O extrato liofilizado amorfo assim obtido foram
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preservados a -20 °C, até serem posteriormente utilizados no rastreio da atividade antimicrobiana
contra Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Micrococcus luteus,

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

2.3.2 Extracéao alcaloidica

Uma solucdo aquosa de acido orto-fosforico (0,1 M; 0,1180 mol) foi adicionada as folhas secas e
pulverizadas de G. arenicola (114,2 g), com extracao assistida por ultrassons durante 5 minutos.
A solucdo acidica resultante foi filtrada e precipitada/neutralizada com a quantidade equimolar
de carbonato de sodio (0,1 M; 0,118 mol). A solucdo filtrada foi fracionada por extragdo com
éter dietilico isento de peroxidos (3 x 100 mL). As fases organicas resultantes foram secas em
sulfato de sddio anidro e evaporadas a secura num evaporador rotativo (Biichi R-210, Suica) a

temperatura ambiente, com obtencdo do extrato alcaloidico total (5,6585 g).

2.4 Métodos cromatograficos preparativos
2.4.1LPLC

A purificacdo em LPLC foi efetuada numa coluna Lobar, tamanho B, pré-cheia com LiChroprep
RP1g, 40-63 um de mesh (Merck). A eluicédo foi assistida por uma bomba FMI modelo RP-G150
e um coletor automatico de fragdes, regulado para uma velocidade de fluxo de 2 mL.min™.

O extrato alcaloidico total foi dissolvido em metanol (60 %) e subsequentemente fracionado por
LPLC, usando um sistema metanol-agua (60:40, V/V), com obtencdo de 3 fracdes. Cada fracdo
foi evaporada a secura num evaporador rotativo (Blchi R-210, Suica) a uma temperatura inferior
a 40 °C.

A purificagdo em LPLC foi controladas por TLC, em folhas de aluminio revestidas de Silica gel
60 F2s54 ou Silica HPTLC RP1g Fosss (Merck), usando como revelador de asperséo o reagente de

Dragendorff ou iodoplatinato.
2.4.2 CC

Esta técnica foi utilizada no processo de purificacdo final de uma das 3 fracGes isoladas por

LPLC. A purificagéo final em CC foi efetuada numa coluna (300 x 15 mm), utilizando como fase
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estaciona um gel de Sephadex LH-20 (Sigma Chemical Co.) intumescido na fase movel
utilizada, um sistema metanol-agua (60:40, V/V).

A fracdo 3 (50,8 mg) foi redissolvida em metanol (60 %) e posteriormente purificada por
permeacdo numa coluna de Sephadex LH-20, usando um sistema metanol-agua (60:40, V/V),
para obtencdo de uma fracdo Unica. Esta fracdo foi evaporada a secura num evaporador rotativo
(Buchi R-210, Suica) a temperatura inferior a 40 °C , com o isolamento de (2S)-9-benzoil-2-
fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16.

A purificacdo em CC foi controlada por TLC, em folhas de aluminio revestidas de Silica gel 60
F2s4 ou Silica HPTLC RP1g Fasss (Merck), usando como revelador de aspersdo o reagente de

Dragendorff ou iodoplatinato.

2.5 Métodos biologicos

2.5.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

O rastreio da atividade antimicrobiana foi realizado na Faculdade de Farmécia da Universidade
de Lisboa, com colaboracdo do Dr. Juan Cirera, sob orientacdo cientifica da Professora Doutora
Aida Duarte.

Para a determinagdo qualitativa e quantitativa da atividade antimicrobiana prepararam-se
solucbes dos extratos etanolicos liofilizados das folhas de G. arenicola, por dissolucdo em

dimetilsulfoxido (10%) a concentragdo final de 10 mg.mL™.

2.5.1.1 Microrganismos testados

Os microrganismos utilizados para este rastreio foram obtidas pela Faculdade de Farmécia da
Universidade de Lisboa a partir da American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA,
USA) e encontram-se referenciados na Tabela 2.
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Tabela 2. Estirpes utilizadas no rastreio da atividade antimicrobiana

Tipo Microrganismo Referéncia

Coco Gram positivo Enterococcus faecalis ATCC 435628
Micrococcus luteus ATCC 10240
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Bacilo Gram negativo ~ Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ~ ATCC 27953
Levedura Candida albicans ATCC 10231

2.5.1.2 Determinacao qualitativa

A avaliagdo in vitro da atividade antimicrobiana do extrato etandlico foi realizada através do
método de difusdo em meio sélido.

As bactérias foram cultivadas em placas de Petri contendo meio de agar Mueller-Hinton (Difco.)
e C. albicans foi cultivada sobre meio de agar casitone (Pasteur). Os halos de inibicdo foram
observados a volta de orificios de 6 mm de diametro, contendo 30 pL de solucéo (equivalente a
300 pg de extrato etandlico). As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h.

Todos o0s ensaios foram repetidos em triplicado e contra testemunhos de solvente
(dimetilsulféxido 10%).

2.5.1.3 Determinacao quantitativa

A determinacgdo quantitativa da atividade antimicrobiana do extrato etanélico foi utilizada pelo
método da diluicdo em meio liquido.

A amostra foi adicionada ao meio liquido Mueller-Hinton, inoculado com a suspensdo bacteriana
correspondente, ou ao meio Yeast Malt Agar, no caso de C. albicans.

O intervalo de concentragdes testado foi de 5000 pg.mL* a 48 pg.mL™.

Todos os ensaios foram repetidos em triplicado e contra testemunhos de solvente
(dimetilsulféxido 10%).
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2.5.2 Avaliacéo da atividade antitumoral

O rastreio da atividade antitumoral do composto isolado 16 foi realizado em colaboragdo com o
Centro de Investigacdo em Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior (CICS-UBI),
concretamente com a Doutora Ana Martinho e com a Professora Doutora Ana Paula Duarte.

Para a determinacdo quantitativa da atividade antitumoral deste composto, prepararam-se
solucdes do composto isolado 16, obtidas por dissolu¢do em dimetilsulféxido (10%) com vista a

obtencao das concentragdes finais de 0, 1, 10, 50, 100 e 200 pg.mL™.

2.5.2.1 Culturas celulares

As linhas celulares MCF-10A, MCF-7, PNT1A e PC3 foram obtidas pelo Centro de Investigacdo
em Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior (CICS-UBI), a partir da American Type
Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA) e foram incubadas em frascos de cultura de 75
ou 150 cm? em meio apropriado, suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS), 100 U/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, numa incubadora humidificada com 95 % de ar/5
% de CO2 a 37 °C. As células MCF-10A foram incubadas em meio de William (Sigma-Aldrich,
Inc., St. Louis, MO, USA) com 10 ng/mL de fator de crescimento epidérmico (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e 5 pg/mL de insulina (Sigma-Aldrich, Inc.); as células MCF-7 foram
incubadas em meio de Dulbecco modificado por Eagle medium (DMEM; Sigma-Aldrich, Inc.); e
as restantes células PNT1A e PC3 foram incubadas em RPMI 1640 com 2 mM de L-glutamina
(Sigma-Aldrich, Inc.). Apds o crescimento celular atingir aproximadamente 90 - 95 % de
confluéncia, nos frasco de cultura, as células foram sujeitas a triptinizacdo e inoculadas em
quadruplicado em placas de 96 pogos (10 000 células por pogo; Nunc, Apogent, Denmark) e
deixadas a aderir por 24 - 48 h. Ap0s ser atingida uma confluéncia de 80 - 90 %, o meio em cada
poco foi substituido por um meio correspondente desprovido de soro e apds 12 h, as células
foram incubadas com 0, 1, 10, 50, 100 ou 200 pg/mL de composto isolado 16 durante 12, 24, 48
ou 60 h.

2.5.2.2 Ensaio de viabilidade celular
A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do brometo de 3-2,5-difenil-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-tetraz6lio (MTT; Sigma-Aldrich, Inc.).}** Resumidamente, as réplicas dos ensaios foram

incubados com uma solucdo de MTT, a 0.5 mg/mL, num meio desprovido de soro, por 120 - 180
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minutos a 37 °C. MTT foi transformado num precipitado insolivel em agua, posteriormente
solubilizado pela adicdo de 40 mM de HCI em isopropanol. Ap6s 5 minutos de incubacéo ao
abrigo da luz, com agitacdo suave, a solucdo foi transferida para uma nova placa e a absorvancia
foi medida a 570 nm usando um leitor de microplacas (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Para cada

ensaio foram feitas 3 réplicas (n = 3).

2.6 Métodos fisico-quimicos

Os espectros de RMN de *H, *C, DEPT-135, HMBC, HMQC, NOESY e COSY foram obtidos
num aparelho Bruker Avance 400, operando a 400 MHz) usando o tetrametilsilano (TMS), como
padréo interno. Os desvios quimicos (6, ppm) indicados foram obtidos a temperatura ambiente e
em solucdo de CDCls. Nas caracterizaces efetuadas por RMN de H, indica-se a multiplicidade
dos sinais e as respetivas constantes de acoplamento (J, Hz).

Os espectros de massa foram adquiridos num espectrometro de massa MALDI-TOF, no modelo
Voyager-DE™ PRO Workstation (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), operando com
um refletor positivo, sem matriz, com calibracdo externa e operando na gama m/z de 10-500 Da.
As rotacOes Oticas foram medidas num polarimetro automatico Perkin Elmer 241 (I = 0.1 dm), a

21 °C, usando 0 CHCI3 como solvente e sendo o [o]o medido em 10 deg.cm?.g2.
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3 Resultados

3.1 Estudo botanico

A anélise macroscopica da folha de G. arenicola (Figura 8) revelou uma margem simples e
inteira, apresentando uma coloracgéo verde-palida, com uma lamina oblonga ou ovada a obovada.
Verificou-se que o &pice da folha era redondo a emarginado, com base cuneada. Observou-se
uma margem coriacea, revoluta, inteira a irregularmente serrilhada, com um peciolo curto.
Constatou-se que a superficie da folha era aparentemente glauca, glabra, coriacea a subcoriacea.

Na superficie abaxial da folha a venacdo e a nervura central revelaram-se mais proeminentes.

1cm

Figura 8. Folhas de Gymnosporia arenicola, observadas a olho nG e a lupa, evidenciando uma folha peciolada, simples e inteira,
com limbo oblongo ou ovado a obovado e com margem inteira a irregularmente serrulada. (A) Observagao a olho nu, com vista
da superficie adaxial e abaxial da folha, & esquerda e a direita, respetivamente. (B) Observagéo a lupa de detalhes da margem
foliar (seta). Escala gréfica: A =1 cm. Ampliacéo: B = 4x.
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A analise dos cortes transversais da folha de G. arenicola (Figura 9), em microscopia Otica,
mostrou a existéncia de uma organizagdo assimétrica do mesofilo, constituido por 3 — 5 camadas
de parénquima em palicada (Figura 9A) e vérias camadas de parénquima esponjoso, com uma
razdo entre parénquima esponjoso e parénquima em palicada de 0,60. As epidermes superior
(Figura 9B) e inferior (Figura 9C-E) revelaram ser unisseriadas e revestidas por uma camada
espessa de cuticula lisa. Foram observados idioblastos cristaliferos contendo drusas de oxalato de
calcio, numa camada de células hipodérmicas claramente diferenciada e observada
imediatamente abaixo da epiderme superior (Figura 9B). A analise das células do parénquima em
palicada revelaram uma forma e disposic¢ao colunares, com o seu eixo maior perpendicularmente
orientado para a epiderme superior, com paredes lisas, distintamente espessadas e pontuadas
(Figura 9B). As ceélulas da epiderme inferior apresentam grandes semelhancas com as da
epiderme superior, apresentando menores dimensdes, e com estrias na cuticula por vezes menos
marcadas (Figura 9C). Foram igualmente observadas células do parénquima esponjoso de forma
irregular (Figura 9D), paredes das células epidérmicas contendo papilas de pequenas dimensbes
(Figura 9E). Tricomas tetores multicelulares unisseriados sdo observados ocasionalmente (Figura
9F).
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Figura 9. Principais carateristicas dos cortes transversais da folha de G. arenicola. (A) Pormenor da Iamina foliar, evidenciando
a organizagdo assimétrica do mesofilo, constituido por 3 camadas de parénquima em pali¢ada, e a constituicdo do clorénquima
(formado por 60 % de parénquima esponjoso. (B) Pormenor da cuticula espessa visivel na epiderme superior, idioblastos
cristaliferos contendo drusas de oxalato de calcio na hipoderme (seta) e ocorréncia de paredes espessas e perfuradas no
parénquima em palicada. (C) Pormenor dos idioblastos cristaliferos contendo drusas de oxalato de calcio visiveis no parénquima
lacunoso (seta) e da cuticula espessa, carateristicas da epiderme inferior. (D) Pormenor do parénquima lacunoso com células
irregulares a ocorrer na epiderme inferior e alguns estomas, e respetiva camara sub-estomatica (seta). (E) Pormenor das células
papiladas observadas na epiderme inferior (seta). (F) Pormenor de tricoma tetor multicelular unisseriado, visivel na epiderme
inferior (seta). Escala grafica: A = 100 um; B-F =50 pm.
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Os cortes histolégicos efectuados ao nivel da nervura central da folha (Figura 10) revelaram a
presenca de um um feixe vascular anficrival, fechado e colateral com o xilema, rodeado por uma
bainha descontinua de esclerénquima. O floema revelou estar disposto em posicdo externa em
relagdo ao xilema, estando voltado para a epiderme inferior (superficie abaxial) e o xilema
voltado para a epiderme superior (superficie adaxial). Observou-se ainda um colénquima
desenvolvido e angular, na proximidade de ambas as epidermes e presenca de drusas de oxalato

de célcio no floema.

Figura 10. Principais carateristicas dos cortes transversais da folha de G. arenicola observados em microscopia 6tica (A) e em
microscopia eletronica de varrimento (B), revelando detalhes ao nivel da estrutura da nervura central (C). Pormenor das drusas de
oxalato de calcio, proximas do floema, facilmente observaveis em microscopia 6tica (seta). Escala grafica: Ae B =100 um; C =
50 pm.
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Os idioblastos cristaliferos, contendo drusas de oxalato de calcio, foram observados na
hipoderme (Figura 9A e B), colénquima e proximo do floema (Figura 9C e 10A).

A anélise da superficie da folha (Figura 11), observada em microscopia Otica e eletronica de
varrimento, revelou a presenca uma cuticula ligeiramente sinuosa em ambas as epidermes
(Figura 11A, C e F), uma epiderme superior composta por células poligonais a retangulares de
parede lisa, distintamente pontuada, sendo visivel nalgumas células corpos brilhantes peculiares
(Figura 11B), uma distribuicdo aleatéria de estomas (Figura 11C), e uma epiderme inferior com
celulas morfologicamente semelhantes as da epiderme superior, mas de menor tamanho e com
estrias menos evidentes (Figura 11D). Foi observado um anel de 4 — 6 células subsidiarias em
redor de estomas anomociticos (Figura 11D), ocorrendo estes com maior frequéncia que o0s

estomas paraciticos (Figura 11E).
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Figura 11 Vista superior da folha de G. arenicola, em microscopia eletronica de varrimento (A,C,E) e microscopia 6tica (B, D,
F). (A) Pormenor da epiderme superior, revelando a morfologia das células epidérmicas e cuticula. (B) Células epidérmicas de
parede lisa, distintamente sulcadas, e corpos brilhantes em algumas células. (C) Epiderme inferior, mostrando distribui¢do
aleatdria de estomas. (D) Epiderme inferior, com um estoma anomocitico. (E) Epiderme inferior, revelando uma cuticula
ligeiramente sinuosa. (F) Epiderme inferior contendo um estoma paracitico e um anomocitico. Escala grafica: A-C e E-F =50
pm; D =100 pm.
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Na Tabela 3 sdo apresentados os parametros macro- e microscopicos da anélise das folhas de G.
arenicola guantificados no presente estudo e considerados relevantes para a respetiva diagnose

botanica.

Tabela 3. Parametros quantitativos macro- e microscépicos da folha de G. arenicola

Estrutura Dimenséao Média Desvio padréo
Lamina Comprimento 5,8 cm 1,0
Largura 2,6 cm 0,2
Cuticula Espessura 530 um 0,67
Idioblastos cristaliferos Diametro 23,04um 5,84
Epiderme superior Comprimento 16,24 um 0,77
Altura 30,13 um 2,58
Hipoderme Comprimento 33,54 um 4,53
Altura 26,63 um 2,65
Epiderme inferior Comprimento  1525pum 1,11
Altura 32,25um 4,83

Parénquima em palicada  Comprimento 50,30 um 4,96

Altura 19,88 um 0,76
Parénquima lacunoso Comprimento  33,14pm 1,91
Altura 3483 um 2,30
Células papiladas Altura 4,00 pm 0,40
Tricomas tetores Comprimento 27,00 um 4,10

A observacdo do po resultante da pulverizacdo das folhas secas de G. arenicola revelou uma
coloracdo esverdeada e a analise microscopica do material vegetal pulverizado confirmou a
presenca das estruturas supramencionadas, sendo os elementos mais frequentemente observados
os idioblastos cristaliferos contendo drusas de oxalato de calcio nas células hipodérmicas (Figura
12A), no parénquima esponjoso (Figura 12B) e sobre as nervuras e areas insulares (Figura 12C).
A ocorréncia de outros elementos carateristicos, tais como estomas anomociticos e paraciticos, e
fragmentos de epiderme contendo corpos brilhantes nas células da regido estomatica (Figura
9D), fragmentos da epiderme inferior contendo pequenas papilas (Figura 12E) e fragmentos de

tecido vasculares contendo fibras de esclerénquima (Figura 12F).

37



50 ym 01/ 41 —100pm |

Figura 12. Principais carateristicas microscopicas do p6 das folhas de G. arenicola. Drusas de oxalato de calcio inseridas em
idioblastos cristaliferos na hipoderme (A) e no parénquima lacunoso (B), sobre as fibras vasculares e nas zonas insulares (C). (D)
Estomas anomociticos e paraciticos num fragmento da epiderme, e corpos brilhantes. (E) Célula papilada localizada ao lado de
um estoma. (F) Fragmento de fibras de esclerénquima. Escala gréafica: A, Be F =50 um; C, D e F =100 pum.

Na Figura 13 sdo ilustrados os elementos microscopicos carateristicos de G. arenicola, vistos em
cortes paradérmicos, transversais e no material vegetal pulverizado.
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Os resultados da localizacdo histoquimica in situ de alcaldides, o-di-hidroxifendis, terpendides

carbonilados, lipidos totais e amido sdo apresentados na Tabela 4 e na Figura 14.

Tabela 4. Dados histoquimicos relevantes para localizagdo de alguns dos constituintes da folha de G. arenicola

Reagente cromatico Detecdo Coloracao Localizacdo

Cloreto férrico o-Di-hidroxifendis Castanho escuro-preto  Mesodfilo

Reagente de Dittmar Alcal6ides Castanho Mesofilo

2,4-DNPH Terpendides carbonilados Vermelho-laranja Colénquima, nervura

central e vesiculas
Vermelho de Sudéo IlI Lipidos totais Vermelho Epiderme e cuticula

Soluto de Lugol Amido Azul escuro Mesofilo

Os alcaldides foram detetados pelo aparecimento de contetdo celular acastanhado nas células
proximas das nervuras e nas células parenquimatosas (Figura 14B). A presenca de o-di-
hidroxifendis foi confirmada pelo aparecimento da coloracéo castanha escura ao nivel das células
do mesofilo (Figura 14D). Os terpendides carbonilados foram identificados pelo aparecimento da
coloracdo vermelho-alaranjada no colénquima (Figura 14F) e em vacuolos nas células do
mesofilo (Figura 14H). Os amiloplastos foram detetados pelo aparecimento da coloracdo azul no
mesofilo. Os lipidos totais foram confirmados nas células epidérmicas e cuticula, pelo
aparecimento da coloracdo avermelhada (Figura 14J). As Figuras 14A, C, E, G, | e K mostram os

controlos negativos para os testes histoquimicos usados, respetivamente.
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Figura 14. Localizagdo histoquimica das principais classes de constituintes em cortes transversais da folha de G. arenicola. (A),
(C), (E), (G), (3), (K) Controlo negativo; (B) Detecéo de alcaloides; (D), (F) Detecédo de o-di-hidroxifenois; (J) Dete¢do de amido;
(L) Detecdo de lipidos totais. Escala grafica: A, B, K, L =100 pum; C-J =50 pum.
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3.2 Estudo quimico

3.2.1 Métodos extrativos e isolamento de um dos constituintes

Para a preparacdo do extrato etanolico (70%) das folhas de G. arenicola foram utilizadas 11,100
L de solvente, para 90,0 g de material pulverizado, ao que corresponde um rendimento do
processo extrativo de 20%.

Para a extracdo alcaloidica das folhas de G. arenicola foram utilizadas 114,2 g de material
pulverizado, com um rendimento de 5% (em alcalides totais). Do isolamento do extrato
alcaloidico foram obtidas 50,8 mg da fracdo 3, cuja purificacdo final rendeu 7,8 mg de composto
puro 16, suficientes para a sua caracterizacdo estrutural completa e avaliacdo bioldgica.

3.2.2 ldentificacéo estrutural de um dos constituintes

O composto 16 foi isolado sob a forma de um sdélido castanho amorfo e apresentou um desvio
polarimétrico de -13,27 (c 0,9, CHCls).

O espetro de massa revelou um pico base a m/z 416,1712 correspondente ao pico
[M+Na]*(Figura 16).

[M+Na]*

461712
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IV+K]*
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22 B609
10 415 1520
137 8789 434 1222
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,ILu b, JL Ll ly Lo "

Mass (miz)

Figura 15. Espetro de massa do composto 16
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Na Figura 16 € apresentado um espetro de RMN de *H do composto 16, com uma expansdo na
regido aromatica e outra expansdo na regido alifatica, com a atribuicdo dos assinalamentos
respetivos. A anélise da multiplicidade dos sinais e as respetivas constantes de acoplamento séo

apresentadas na Tabela 3.

H-7a,7b,11a,
H2 3 4°.5.6° 11b,12a,12b
H_2””6”’ 000 4000 K900
H-34°>5 H-6a H-8b,3a NCH,
H-10a,b
Ha) . H-3b,13b
H-8a H-13a
TTTTT T T 7 i
(i WRWT TEERGE W
PN T ) I N z
s 70 s e s 30 45 40 35 0 35 20 is

Figura 16. Espetro de RMN de 'H do composto 16

Na Figura 17 é apresentado um espetro de RMN de *C do composto 16, com uma expansio na
regido aromatica e outra expansdo na regido alifatica, com a atribuicdo dos assinalamentos

respetivos. A andlise deste espetro de 3C é apresentada na Tabela 5.
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Figura 17. Espetro de RMN de *3C do composto 16

Na Figura 18 é apresentado um espetro de DEPT-135 do composto 16, onde é visivel o

assinalamento do metino alifatico (6c 67,87 ppm) e do grupo metilo (6¢c 43,59 ppm).
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Figura 18. Espetro de RMN de DEPT-135 do composto 16

Na Figura 19 € apresentada uma projecdo interna de HSQC, onde sdo visiveis algumas

conectividades importantes do composto 16 para atribuicdo dos assinalamentos de todos os

protdes e carbonos alifaticos.
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Figura 19. Projecéo interna de HSQC do composto 16

Na Figura 20 é apresentada uma projecdo interna de HMBC, com uma expansdo, onde séo
visiveis algumas conectividades importantes do composto 16 para atribuicdo dos assinalamentos

de carbonos aromaticos e aliféticos, a partir dos protdes correspondentes.
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Figura 20. Projecdo interna de HMBC do composto 16
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Tabela 5. Dados espectroscopicos de RMN de 13C, 'H e HMBC da (25)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona

1 (400 MHz, CDCls)

Posicao

dc, tipo

Unidade espermidina

N-CH3 43,59; CHs
2 67,88; CH
3a; 3b 41,01; CH,
4 173,72; C
5 -

6a; 6b 48,53; CH,
7a; 7b 30,10; CH;
8a; 8b 46,05; CH,
10a; 10b  39,56; CH;
11a;11b  26,10; CH;
12a;12b  25,75; CH;
13a; 13b  50,91; CH;
Unidade fenilica

1° 141,65; C
2,6 128,32; CH
35 127,50; CH
4 127,17; CH
Unidade benzoilica

1” 167,48; C
1 134,71; C
236 127,04;CH
3%, 52 128,43; CH
4 131,20; CH

oH, (J, em Hz)

2,19

3,93d(11,2)
3,07t(12,1),2,45m
6,85 brs

3,781 (12,1); 3,24 d (15,3)
1,61-1,71m

3,58-3,63 m; 3,13-3,16 m
3,47 d (5,0)

1,61-1,71m

1,61-1,71m

2,92 m; 2,38-2,49 m

7,16-7,27 m
7,16-7,27 m
7,16-7,27 m

7,78d (7,4)
7,30-7,41 m
7,30-7,41 m

HMBC*

2:13
4
2,4

17,12

1977

*Conectividades de HMBC, otimizadas para 6 Hz, de protfes que se correlacionam com o carbono indicado

3.3 Estudos biologicos

3.3.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Os resultados do rastreio da atividade antimicrobiana revelaram que os microrganismos testados

(Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococcus aureus) ndo apresentam suscetibilidade do extrato etandélico de G.

arenicola, para a gama de concentragdes testada (48-5000 pg).
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3.3.2 Avaliacéo da atividade antitumoral

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados da avaliacdo da atividade citotdxica nas células

PNT1A, com concentracao e periodos de incubacao crescentes.

Tabela 6. Percentagem de células viaveis em relagdo aos controlos + desvio padrao nas células PNT1A dependendo da
concentracdo do composto 16 (M) e periodo de incubacao (h)

PNTIA

Incubation (h) | 0 pM 1M 10 M 50 uM 100 pM 200 pM
12| 1000 91.5+38  86.1+50° 78.0+29" 728+51" 62.6+3.7
24 | 1000 957+25°  965+20° 845+18 66.6+34 533+18
48 | 1000 98.7+23  89.4+19" 920+£42" 521423 354+07
60 | 100.0 958+51 1052+52 103.6+2.5 552+1.6° 373+12°

*Valores correspondentes para p < 0.05

Na Tabela 7 séo apresentados os resultados da avaliacdo da atividade citotdxica nas células PC3,

com concentracao e periodos de incubacéo crescentes.

Tabela 7. Percentagem de células viaveis em relagdo aos controlos + desvio padrdo nas células PC3 dependendo da concentragdo
do composto 16 (uUM) (UM) e periodo de incubacéo (h)

PC3
Incubacio (h) | 0 pM 1M 10 pM 50 pM 100 pM 200 pM
12| 100.0 91.5+£25" 81.3+3.0" 838+27 764+35 652+52°
24 | 100.0 98.0+12 944+1.7 96.7+54 90.7+34" 753+3.6"
48 | 1000 86.6+2.8" 71.7+£22" 789437 704+1.8 609+1.8
60 | 100.0 90.6+09" 853+49" 768+05" 71.1+51° 61.1+1.5"

*Valores correspondentes para p < 0.05

Na Figura 21 ¢é apresentado um gréafico com a comparacdo dos resultados da viabilidade celular

de células da prostata, em linhas celulares cancerigenas e ndo cancerigenas.
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Figura 21. Citotoxicidade produzida pelo composto 16 nas células PNT1A e PC3. A viabilidade celular foi expressa como
percentagem relativa de células viaveis tratadas com o composto 16 (uM), por comparacéo com os controlos (células ndo
tratadas) dependendo da concentragdo (M) e periodo de incubacéo (h). Os dados sdo expressos em média aritmética + desvio
padrdo de trés ensaios independentes.

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados da avaliacdo da atividade citotdxica nas células

MCF10A, com concentracéo e periodos de incubacéo crescentes.

Tabela 8. Percentagem de células vidveis em relagdo aos controlos + desvio padréo nas células MCF10A dependendo da
concentracdo do composto 16 (UM) (1uM) e periodo de incubacgéo (h)

MCF10A
Incubation (h) | 0 pM 1M 10 pM 50 pM 100 pM 200 pM
12 | 100.0 1120+2.1"  100.7+£9.9 97.8+10.5 944+49" 81.8+29"
24| 100.0 121.3+13.9" 107.5+7.1 92.1+£7.6 71.4+£86" 56.7+19"
48 | 100.0 1193+£2.6° 103.4+2.5 99.5+6.5 820£26" 54.0+5.0
60 | 100.0 110.8+2.1" 95.6+2.7 939+£59" 62.6+34" 262+3.6

*Valores correspondentes para p < 0.05

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados da avaliacdo da atividade citotoxica nas celulas

MCF7, com concentragdo e periodos de incubag&o crescentes.
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Tabela 9. Percentagem de células viaveis em relagdo aos controlos + desvio padrao nas células MCF10A dependendo da
concentragdo do composto 16 (uM) e periodo de incubacéo (h)

MCF7
Incubacio (h) | 0 puM 1M 10 ptM 50 pM 100 pM 200 pM
12 | 100.0 91.0+45 872+56" 752+63" 654+34" 543+22"
24| 100.0 108.6+42" 107.6+54 92.0+3.0° 80.2+49" 51.4+98
48 | 100.0 107.8+1.3" 99.0+3.4 89.8+32" 822+0.9" 32.7+1.6
60 | 100.0 97.5+4.1 93.6+22" 872+72" 679+54" 193+0.8"

*Valores correspondentes para p < 0.05

Na Figura 22 ¢é apresentado um grafico com a comparacdo dos resultados da viabilidade celular

de células de tecido mamario, em linhas celulares cancerigenas e nao cancerigenas.
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Figura 22. Citotoxicidade produzida pelo composto 16 nas células MCF10 e MCF7. A viabilidade celular foi expressa como
percentagem relativa de células vidveis tratadas com (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 1, por
comparagdo com os controlos (células ndo tratadas) dependendo da concentracéo (UM) e periodo de incubagdo (h). Os dados sao
expressos em média aritmética + desvio padrdo de trés ensaios independentes
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é L Discussao dos resultados

4.1 Estudo botanico

As caracteristicas microscopicas das folhas de G. arenicola estdo em concordancia com a
descricdo de Jordaan e van Wyk,! e permitem a facil distingdo de Gymnosporia senegalensis
(Lam.) Loes. Estas caracteristicas distintivas sdo particularmente relevantes devido a aparente
semelhangca anatomo-morfoldgica entre estas espécies medicinais, pelo facto de ambas
coexistirem em algumas regides geograficas e por terem usos etnomédicos comuns.’® A
coexisténcia de ambas as espécies nos mercados tradicionais podem estar na origem de eventuais
adulteragdes ou contaminagdes vegetais e conduzir a erros na identificacdo da espécie na
populagéo.

A andlise microscopica da folha de G. arenicola revelou a presenca de uma cuticula estriada e
papilosa. A presenca de papilas é util para fins de diagnose botanica e serve propdsitos
taxonémicos nas Celastraceas.* A observagdo de uma cuticula espessa e conspicua, a revestir a
epiderme é um caracter anatdmico previamente reportado na familia Celastraceae e
concretamente no género Gymnosporia.'% Esta caracteristica ja foi estudada particularmente em
algumas espécies da familia Celastraceae, e.g. Maytenus boaria,*” M. ilicifolia,'® M. oleoides'®
e M. rigida.'° De acordo com os autores anteriores, a cuticula para alem de prevenir a perda de
agua contra a evaporacao descontrolada e evitar o colapso durante o processo de desidratacao,
tem valor taxonémico e pode ser usada para fins de diagnose boténica. A presenca de papilas é
atil para fins de identificacdo botanica, no entanto os nossos resultados ndo estdo de acordo com
as observacdes de Jordaan e van Wyk* para a seccio Buxifoliae Jordaan do género Gymnosporia.
Nesta seccdo Buxifoliae ndo é esperada a presenca de papilas, com algumas excec¢des (e G.
arenicola ndo € mencionado como excegao).

A presenca de colénquima angular entre a epiderme superior nesta espécie, ja foi reportada
noutras espécies deste género boténico, e.g. G. rothiana.?

Como foi mencionado anteriormente, ocorre uma camada claramente diferenciada de células
hipodérmicas de parede espessa, e esta caracteristica é consistente com as observacfes de

Jordaan e van Wyk.*
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Os idioblastos cristaliferos contendo drusas de oxalato de calcio ocorrem frequentemente na
hipoderme e clorénquima. O padrdo de distribuicdo destes idioblastos esta de acordo com as
observagdes de Jordaan e van Wyk.* De acordo com Metcalfe e colaboradores, estes cristais de
ocorrem frequentemente na familia Celastraceae, nomeadamente nos géneros Elaeodendron,
Catha e Maytenus.?%1%

Por outro lado, diferentes funcdes bioldgicas foram atribuidas aos idioblastos cristaliferos,
nomeadamente o0 armazenamento do ido célcio, a prevencdo da acumulacdo toxica de oxalato, o
suporte mecanico dos tecidos e a protecdo contra herbivoros.!!!

Os estomas anomociticos e paraciticos estdo presentes nesta espécie tal como anteriormente
descrito noutras espécies do género Maytenus.%® Os estomas anomociticos ja foram descritos no
género Gymnosporia.?

A observagdo de tricomas tetores muticelulares unisseriados nesta espécie, ndo esta de acordo
com as caracteristicas descritas por Jordaan e van Wyk* para a sec¢do Buxifoliae. A presenca
destas estruturas ndo é esperada na seccao Buxifoliae, com algumas excecdes (e G. arenicola ndo
esta incluido nas excecOes previstas). A ocorréncia de tricomas tetores nao € frequente na familia
Celastraceae.?

O mesdfilo apresenta uma organizacdo dorsiventral e a nervura central apresenta um feixe
vascular anficrival e colateral. Metcalfe e Chalk'® indicaram a presenca de mesofilos
dorsiventrais e isobilaterais em Gymnosporia spp. A observacdo de um meséfilo dorsiventral
esta de acordo com as conclusdes de Jordaan e van Wyk* para a secio Buxifoliae.

Os resultados histoquimicos sugerem a presenca de o-di-hidroxifendis, terpendides carbonilados,
alcaldides, lipidos totais e amido. A detecdo e localizacdo in situ de alguns destes constituintes
podem ser parcialmente correlacionado com o isolamento de alguns compostos pertencentes a
estas classes, descritos em estudos fitoquimicos anteriores.*2

A analise histoquimica dos cortes transversais permitiu a identificacdo dos lipidos totais na
cuticula e na superficie das células epidérmicas, terpendides carbonilados em células do
colénquima nas proximidades da nervura central e alcaldides, o-di-hidroxifenois e gréos de
amido no mesofilo foliar.

A detecdo de fenois confirma a presenca de células taniferas na seccdo Buxifoliae.* Metcalfe e
Chalk!® observaram a presenca de células de armazenamento de compostos fendlicos no

mesofilo de espécies pertencentes ao género Cassine, Euonymus, Gymnosporia, Maytenus,
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Microtropis, Myginda, Pachystima, Siphonodon, Wimmeria e Zinowiewia. De acordo com
Beckman estas células especializadas, distribuidas na generalidade dos tecidos, sintetizam e
armazenam o0s compostos fenolicos nos seus vacuolos durante o processo normal de
diferenciacdo celular.!*? Propriedades antimicrobianas envolvendo a inibicdo de enzimas
extracelulares, fosforilacdo oxidativa ou privacdo dos substratos necessarios ao crescimento
microbiano s&o atribuidas aos compostos fendlicos, nomeadamente aos taninos.'?

De acordo com Metcalfe e Chalk!!* a anlise histoquimica é muito interessante para a anatomia
sistematica, uma vez que estes estudos acrescentam frequentemente padrbes de distribuicdo
celular distintivos/restritivos e contribuem para descrever relacdes filogenéticas entre membros

de um determinado grupo.

4.2 Estudo quimico

O rendimento obtido em ambos processos extrativos esta de acordo com os rendimentos
esperados, tendo em conta a natureza dos extratos.

A obtencdo de apenas 7,8 mg do composto 16, esta relacionada provavelmente com perdas nos
processos de purificacdo e com a eventual (e muito pouco provavel) degradacdo do composto
isolado. Tendo em conta que o composto isolado foi identificado pela primeira vez, ndo ha dados
na literatura que justifiguem essa perda, no entanto a sua estrutura deixa antever dificuldades no
seu isolamento.

Foi isolado um novo alcaldéide macrociclico a partir do extrato alcaloidico das folhas
pulverizadas de Gymnosporia arenicola por LPLC e CC. A elucidacdo estrutural deste novo
alcal6ide permitiu a identificacdo inequivoca de um novo derivado quiral da espermidina,
designado por (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 1. A estrutura e a

numeracdo do composto é apresentada na Figura 23.
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Figura 23. Estrutura e numeracéo da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16
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A (25)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 foi obtida na forma de um
amorfo acastanhado e com um odor caracteristico. A férmula molecular do composto foi
deduzida a partir dos dados de HR-MS e da RMN de **C, como C24H31N30..

A interpretacdo inicial do RMN de 'H e *C RMN indicou que o composto posteriormente
identificado como (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 continha
onze metinos (dez aromaticos e um alifatico), oito metilenos e um metilo. Quatro carbonos sp?
(dois carbonilicos e dois aromaticos) foram revelados no espetro de RMN de *3C e a sua auséncia
foi observada no espetro de DEPT-135, 0 que confirma a sua presenca na estrutura do alcaldide
isolado. A identificacdo dos grupos metino e metilo, na regido alifatica do espetro de RMN de
13C, foi facilitada pelo espetro de DEPT-135. As correlagdes a longa distancia (H-2—C-4; H-
276" —C-1"’; H-3’,5—C-1’; H-3",5—C-1"""), observadas no espetro de HMBC
permitiram os assinalamentos dos quatro carbonos quaternarios, as quais eram consistentes com
as correlacdes a curta distancia do espetro de HMQC.

A auséncia de carbonos sp? adicionais (e/ou carbonos sp) nos dados monodimensionais de RMN,
sugerem a presenca de dois anéis aromaticos monossubstituidos e um macrociclo monociclico,
cujo nimero de carbonos restante é sugestivo de uma unidade espermidina. A presenca de dois
anéis aromaticos monossubstituidos foi sugerida pelos sinais a én 7,16 — 7,77 ppm, mas oS
desvios quimicos e a multiplicidade dos sinais de um desses anéis eram indicativos da presenca
de uma unidade benzoilo. A presenca de um grupo sacador de eletrGes no anel aromatico é
responsavel pela reducdo da densidade eletrénica e condiciona o aparecimento das ressonancias
dos protBes em posicdo orto a campo mais baixo. Este fendmeno de RMN, apresentado na

Figura 24, facilita a diferenciacdo dos sinais das unidades benzoilo e fenilo.
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Figura 24. Efeito de ressonancia na unidade benzoilo
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A presenca da unidade benzoilo foi confirmada pelas correlacbes de HMBC. O carbono
carbonilico a 6c 167.48 ppm foi atribuido ao carbono C-1°’ baseado na correlagdo supracitada
com os protdes H-2""",6°"". Os restantes carbonos aromaticos foram assinalados com base nas
correlagdes de HMBC e os protbes correspondentes assinalados com base nas correlagdes de
HMQC. A correlacdo entre H-2’"°,6’>’ ¢ H-3""",5""" presente nas conectividades evidentes no
espectro COSY confirmou o assinalamento destes protdes na unidade benzoilo. Os restantes
protdes aromaticos a 6n 7.16-7.27 (m, 5H) foram atribuidos & unidade fenilo e confirmados pelas
correlagdes de HMBC.

Os restantes protdes alifaticos foram atribuidos as ressonancias de uma unidade espermidina
monociclica. O assinalamento desses protdes foi possivel com base na correlagdo H-2—C-4
supramencionada e pela confirmacéo de correlagfes de HMBC adicionais com os restantes sinais
(N-CH3—C-2, C-13; H-3—C(C-2,C-4; H-6—C-8; H-8—C-6; H-10—C-11, C-12, C-1"). Todas as
conectividades foram confirmadas por correlacdes de COSY (H-2—H-3a, H-3b; H-6a—H-6b,
H-7; H-8—H-7; H-10—»H-11; H-6b—H-7; H-3a—H-3b, H-2; H-13a—H-13b, H-12; H-3b—H-
2, H-3a). A presenca de um singuleto largo (H-5) a 61 6.85 ppm é consistente com a presenca de
um protdo l&bil, tipico de um protdo amidico. As correlagdes de NOESY (NH—H-10, H-11, H-
12) sdo consistentes com o arranjo especial da molécula proposta.

As principais conectividades a longa distancia observadas no espetro de HMBC e necessarias

para a elucidacdo estrutural inequivoca desta estrutura estdo representadas na Figura 25.
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Figura 25. Principais conectividades observadas nos espectros de HMBC de (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-
triazaciclotridecan-4-ona 16

As propriedades quirdpticas deste novo alcaldide foram determinadas experimentalmente num
polarimetro e o composto isolado demonstrou ser opticamente ativo, tal como previsto. Este
fendmeno é consistente com os estudos anteriores de Kuebne e colaboradores, que observou que
todos os alcal6ides da espermidina isolados (com excecdo dos derivados da ciclocelabenzina) sdo
levogiros, apresentando valores negativos de [a]p.>

No Esquema 1 é apresentada uma rota biossintética plausivel para a formacao da (2S)-9-benzoil-
2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16.11° 116 117 118 1198 para tal, é proposta a
lactamizacdo da espermidina via cinamoilacdo e ciclizagdo intramolecular do intermediario
sintético, com formacdo do produto diazalactamico, a (2S)-fenil-1,5,9-triazacyclotridecan-4-one.
Esta proposta também inclui a benzoilagdo da diazalactama, resultando na formacdo da
celabenzina. Finalmente a biossintese da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-

4-ona 16 é concluida via N-metilacédo da celabenzina.
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Esquema 1. Rota biossintética proposta para a formagéo da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16

Celabenzine

Os resultados obtidos indicam que o extrato etandlico de G. arenicola ndo apresenta atividade
antimicrobiana para a gama de concentracfes testada e para 0s microrganismos testados, o que

ndo esta de acordo com alguns dos seus usos ethomédicos na medicina tradicional africana.

As células PNT1A, PC3, MCF10A e MCF7 foram incubadas com 0, 1, 10, 50, 100 ou 200 uM
por 12, 24, 48 ou 60 h e, depois, a toxicidade in vitro da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-
triazaciclotridecan-4-ona 16 foi avaliada atraves do ensaio do MTT.

Como é visivel nas Tabelas 4 e 5 (e na Figura 15) para 1, 10 e 50 uM de (2S)-9-benzoil-2-fenil-
1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16, a viabilidade celular das células PC3 (linha celular
derivada de adenocarcinoma da prostata) foi inferior, por comparacdo com as células PNT1A
(linha celular derivada de tecido prostatico ndo carcinogénico). No entanto, para altas
concentragdes do composto (100 e 200 uM), este efeito é revertido, apresentando as celulas

carcinogeénicas viabilidade celular superior a das células ndo carcinogénicas do mesmo tecido
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prostatico. Por comparacdo com os controlos, os dados revelam que, em qualquer periodo de
incubacdo testado, 1, 10 e 50 UM de (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-
ona 1 sdo preferencialmente citotoxicos para a linha carcinogénica, e 100 e 200 uM deste
composto séo preferencialmente citotoxicos para a linha ndo carcinogénica.

De forma analoga foram feitos ensaios em linhas celulares MCF10A e MCF7 e, tal como é
apresentado nas Tabelas 6 e 7 (e na Figura 16), a incubacéo de (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-
1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 em células MCF10A (derivadas de tecido mamario nao
carcinogénico) resultou em efeitos citotdxicos similares ou menos pronunciados, quando
comparados com os resultados das células MCF7 (derivadas de tecido mamario carcinogénico).
Para além disso, os dados revelaram que a concentracdo testada mais elevada de (2S)-9-benzoil-
2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 resultou na inducdo da maior citoxicidade
avaliada e ambas as linhas celulares, com efeitos mais pronunciados em células carcinogénicas.
Por exemplo, a incubacao de 200 uM de (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-
4-ona 16 por 48 e 60 h resultou no decréscimo da viabilidade celular de 100 % a 54,0 £ 5,0 e
26,2 + 3,6 em células MCF10A, e 32,7 + 1,6 e 19,3 £ 0,8 em células MCF7, respetivamente.
Resumidamente, os resultados obtidos em células derivadas de tecido mamario mostram que de
(25)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 é mais citotoxico em linhas
cancerigenas, em comparacdo com as linhas ndo cancerigenas. Assim, este composto mostra de
forma preliminar que pode ser um promissor agente anticancerigeno. No entanto, estudos futuros
mais detalhados sdo necessarios para averiguar as potencialidades terapéuticas que parecem estar

associadas a este composto.
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5 Conclusoes

A andlise macro- e microscopica continua a ser uma metodologia simples para identificar
farmacos vegetais e a presenca de adulteracdo/contaminacdo dos mesmos.

Estes resultados constituem novos pardmetros para a caracterizagdo botanica da folha de
Gymnosporia arenicola, baseado nos padrbes das farmacopeias ocidentais para o controlo de
qualidade macro- e microscépico de farmacos vegetais. Consequentemente, estes resultados
podem ser eventualmente incluidos numa futura monografia da folha de G. arenicola.

Como foi mencionado anteriormente G. arenicola é caracterizado por certas caracteristicas
anatomicas da folha. Os tipos de estomas predominantes, as formas e o padrao de distribuicdo
dos cristais de oxalato de calcio também revelaram ser caracteristicas anatdmicas importantes
para a autenticacdo deste farmaco vegetal, o que por outro lado também confirma a relevancia
destes marcadores botanicos na taxonomia da familia Celastraceae.!?® A epiderme, hipoderme,
organizacdo do mesofilo e a presenca de tricomas e papilas revelaram ser caracteres uteis para a
identificacdo desta planta, tal como constatado por Jordaan e van Wyk.* Estes resultados
confirmam também algumas caracteristicas observadas na familia Celastraceae, como a presenca
de papilas e tricomas tetores multicelulares unisseriados.?® Este estudo também acrescenta que a
folha de G. arenicola apresenta tricomas tetores, papilas e hipoderme, o que ainda ndo tinha sido
descrito na se¢do Buxifoliae Jordaan do género Gymnosporia.*

Para além dos métodos convencionais propostos pela generalidade das farmacopeias ocidentais,
os resultados da analise histoquimica e obtidos em microscopia eletronica de varrimento
revelaram-se (teis para a diagnose botanica. O uso de microscopia eletrénica de varrimento
permitiu a obtencdo de imagens mais detalhadas de algumas estruturas previamente observadas
em microscopia Otica, a aquisicdo de imagens tridimensionais e a analise da topologia superficial
de materiais vegetais, com maior poder de resolucdo. Por outro lado, os resultados da anélise
histoquimica confirmaram a presenca de classes de compostos previamente identificados
(alcaloides, flavondides e terpendides) e permitiram a localizagdo in situ dos mesmos, no

mesofilo foliar. Estes resultados podem ser considerados como critérios de identificacdo
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preliminar anteriores ao teste de identificacdo quimica, obrigatério em todas as farmacopeias
ocidentais.

Este estudo propde marcadores morfo-anatomicos, baseados em critérios macro- e
microscopicos, para a diagnose botéanica da folha de G. arenicola, e devem ser considerados para
inclusdo numa futura monografia oficial para o controlo de qualidades do farmaco vegetal.

Os resultados do estudo fitoquimico da extracdo direcionada para alcaldides da folha de
Gymnosporia arenicola permitiram o isolamento e elucidacdo estrutural um novo alcaldide,
caracterizado pela presenca de um anel macrolactamico de 13 membros contendo uma unidade
espermidina, ligada por um azoto a um grupo benzoilo. A estrutura deste novo alcaldide foi
revelada com recurso a técnicas espectroscopicas convencionais de *H e *C, com analise mono-
e bidimensional, caracterizada por espetrometria de massa de alta resolucéo e polarimetria. Foi
proposta uma via biossintética possivel para este novo macrociclo, justificativa da sua presenca
na planta (e da quiralidade do composto). A citotoxicidade do novo alcaldide foi avaliada em
quatro linhas celulares ATCC, duas ndo carcinogénicas (PNT1A e MCF10A) e duas
carcinogénicas (PC3 e MCF7), pelo ensaio MTT. O alcaldide revelou citotoxicidade seletiva, em
linhas mamérias, para células cancerigenas MCF-7, por comparacdo com os resultados obtidos
em células ndo cancerigenas MCF-10A.

O isolamento da (2S)-9-benzoil-2-fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 por um lado
contribui para reforcar o potencial da familia Celastraceae enquanto fonte de compostos com
espectro de atividade de promissor para o tratamento do cancro (a semelhanca da maitansina, do
tripdiolido e do triptolido), e por outro lado tem interesse taxonémico, enquanto isolamento de

mais um derivado da espermidina nesta familia. 1?22
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6 Considerac0es finais e perspetivas futuras

Os resultados por nés obtidos sao particularmente importantes para os utilizadores dos sistemas
de salde africanos, devido a elevada dependéncia de plantas medicinais e escassez de dados
relativos ao perfil farmacoldgico e toxicologico de algumas dessas plantas, como G. arenicola.
Para além da escassa informacg&o farmacoldgica e toxicoldgica destas plantas medicinais, acresce
pouca informacdo descrita para a sua identificacdo botanica e quimica. Na auséncia de uma
monografia farmacopeica para um farmaco vegetal, como G. arenicola folha, o estabelecimento
de marcadores macro- e microanatomicos é essencial para a garantia da sua qualidade, e
consequentemente da sua seguranca e eficacia.!?

A auséncia de atividade antimicrobiana revelada pelo extrato etandlico nos microrganismos
testados, pode conduzir a avaliacdo da suscetibilidade do extrato contra outros agentes
patogénicos, a partir das indica¢bes da medicina tradicional.

O novo constituinte marcador identificado na planta medicinal em estudo, a (2S)-9-benzoil-2-
fenil-1-metil-1,5,9-triazaciclotridecan-4-ona 16 € um marcador quimico passivel de utilizacdo
em protocolos de identificacdo quimica e os resultados promissores obtidos na avaliacdo da
atividade citotoxica especifica deste composto, demonstrada para células MCF7 justificam a
continuacdo dos estudos relativos a esta planta medicinal. Alguns compostos ainda néo
identificados em G. arenicola, mas ja isolados a partir do seu extrato alcaléidico, podem vir a

revelar atividade bioldgica igualmente promissora.
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