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RESUMO

Plectranthus neochilus Schltr, espécie pertencente a familia Lamiaceae, ¢ uma erva
aromatica conhecida popularmente no Brasil como “boldo” ou “boldo-gamba”, e assim
como a espécie P. barbatus (boldo-brasileiro), tem o cha de suas folhas utilizadas na
medicina tradicional no tratamento de insuficiéncia hepatica e dispepsia. O presente
estudo descreve o estudo fitoquimico, a avaliacao das atividades citotoxica e antioxidante
de flores e folhas de P. neochilus, coletadas em Diamantina, Minas Gerais. O extrato
hidroalcodlico das flores, o extrato hidroalcoodlico das folhas, ambos obtidos por
maceracdo, € os extratos obtidos por particao das flores e folhas da plantaforam
submetidos a prospec¢do fitoquimica preliminar utilizando-se testes cromogénicos e de
precipitacdo, sendo possivel detectar a presenga de taninos, flavondides, triterpenos e
esteroides, saponinas e cumarinas. A composi¢ao quimica do género Plectranthus ¢ vasta
e complexa, sendo os diterpenos os compostos de maior interesse nos estudos
fitoquimicos desse género. Assim, buscou-se o isolamento destes metabolitos utilizando-
se extrato toluénico das folhas de P. neochilus procedimentos cromatograficos
previamente descritos para o isolamento de diterpenos. A partir do extrato das folhas da
planta, foi possivel isolar um novo diterpeno abietanoide e do tipo espirocoleona,
caracterizado por IV, UV e RMN de 'H e de *C. Os extratos das folhas e flores foram
avaliados quanto a atividade citotoxica contra a linhagens de células tumorais K562,
RKO-AS45-1, MDA-MB231, THP1 e Wi-26VAA4, linhagem de células ndo tumorais,
utilizando etoposideo como composto citotoxico padrao. O extrato das flores apresentou
citotoxicidade, quando comparado a quimioterapia nao seletiva. Observou-se ainda que a
citotoxicidade de todos os extratos ¢ menor que a do padrao, o etoposideo, em relagdo a
linha celular ndo tumoral. A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada utilizando-
se métodos eletroquimicos, sendo sugerida a presenga de compostos com propriedades

antioxidantes na planta.

Palavras-chave: Plectranthus neochilus, diterpeno, citotoxica, antioxidante.



ABSTRACT

Plectranthus neochilus Schltr, a species belonging to the Lamiaceae family, is an
aromatic herb popularly known in Brazil as “boldo” or “boldo-possd”, and like a species
P. barbatus (boldo-brasileiro) it has tea from its leaves used in traditional medicine in the
treatment of liver failure and dyspepsia. The present study addresses the phytochemical
study, an evaluation of the cytotoxic and antioxidant activities of flowers and leaves of
P. neochilus, collected in Diamantina, Minas Gerais. The hydroalcoholic extract of the
flowers and the hydroalcoholic extract of the leaves of the plant, both obtained by
maceration, were discovered by preliminary phytochemical exploration using
chromogenic and occurrence tests, being possible to detect the presence of tannins,
flavonoids, triterpenes and steroids, saponins and coumarins. The chemical composition
of the genus Plectranthus 1s vast and complex, with diterpenes being the compounds of
greatest interest in phytochemical studies of this genus. Thus, we sought to isolate these
metabolites using chromatographic procedures previously incorporated for the isolation
of diterpenes. From the extract of the leaves of the plant, it was possible to isolate a new
abietanoid diterpene and the spirocoleone type, identified by IV, UV and 'H and *C
NMR. Leaf and flower extracts were taken for cytotoxic activity against tumor cell lines
K562, RKO-AS45-1, MDA-MB231, THP1 and Wi-26VA4, non-tumor cell line, using
etoposide as the standard cytotoxic compound. The flower extract shows cytotoxicity
when compared to non-selective chemotherapy. It was also observed that the cytotoxicity
of all extracts is less than that of the standard, the etoposide, in relation to the non-tumor
cell line. The antioxidant activity of the extracts was evaluated using electrochemical
methods, and the presence of compounds with antioxidant properties in the plant was

suggested.

Keywords: Plectranthus neochilus, diterpene, cytotoxic, antioxidant.
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INTRODUCAO

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é o que tem contribuido
de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos secundarios, muitos

destes de grande valor agregado devido as suas aplicagdes (BERLINCK et al., 2017).

De acordo com Ministério do Meio Ambiente (MMA), até¢ meados de 2016,
globalmente os fitoterapicos representaram aproximadamente 25% do mercado dos
medicamentos, o que implicou uma movimentacdo financeira, para moléculas derivadas
de produtos naturais, situada entre US$ 500 e 800 bilhdes anuais (BRASIL, 2016). O
Brasil, em decorréncia de ser um dos paises mega-biodiversos, apresenta numero superior
a 55 mil espécies descritas (22% do total mundial), ocupando assim uma posi¢ao
privilegiada na ciéncia de produtos naturais, agregando um grande corpo de
pesquisadores nessa area da quimica (BERLINCK et al., 2017).

Dentre as varias espécies de importancia medicinal e comercial, neste trabalho,
destaca-se as plantas do género Plectranthus, pertencente a familia Lamiaceae (sub-
familia Nepetoideae). O género compreende arbustos, herbaceas, espécies ornamentais,
comestiveis, com propriedades medicinais, de interesse econdmico. O potencial
medicinal do género ¢ indiscutivel, considerando que tais propriedades representam mais
de 85% dos usos etnobotanicos relatados, segundo Luckhoba e colaboradores (2006).
Essas espécies t€ém sido amplamente utilizadas na medicina tradicional no tratamento de
diferentes  distirbios  digestivos, infeccdes gerais, febre, dor, condicdes
musculoesqueléticas, no tratamento de problemas respiratorios e de pele, repelentes de
insetos e de escorpido sendo plantadas aos arredores das casas e como agentes antisépticos
(ABDEL-MOGIB et al., 2002; LUCKHOBA et al., 2006). Algumas espécies de
Plectranthus também foram descritas por seu potencial citotéxico e antioxidante
(AMINA et al., 2017; GARCIA et al., 2018a; LUCKHOBA et al., 2006; MOTHANA et
al., 2019; MUNIYANDI, 2017; NTUNGWE et al., 2017).

O género abriga os chamados falsos boldos, sdo eles Plectranthus barbatus,
Plectranthus grandis, Plectranthus amboinicus, Plectranthus neochilus e Plectranthus
ornatus, todos cultivados no Brasil. Porém, o verdadeiro boldo, Peumus boldus

(Monimiaceae), ¢ uma arvore origindria do Chile e que ndo ¢ cultivado no Brasil. Além
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dos citados, a Vernonia condensata,da familia Asteraceae, ¢ outra espécie também
conhecida e utilizada no pais como boldo (LORENZI e MATOS, 2002, 2008).

Estudos comprovam o inegéavel valor do género Plectranthus como fonte de
compostos bioativos e potenciais medicamentos (LUCKHOBA et al., 2006). As
propriedades farmacologicas apresentadas pelas plantas do género Plectranthus tém sido
frequentemente atribuidas aos 6leos essenciais, cujos principais constituintes sio mono e
sesquiterpenos e a presenga de diterpenos bioativos oxigenados, pertencentes
prioritariamente as classes abietano (1), caurano (2), filocladano (3), labdano (4),

neoclerodano (5) e halimane (6) (ABDEL-MOGIB et al., 2002) (FIG. 1).

Figura 1 - Classes de diterpenos identificados nas plantas do género Plectranthus

.
£

Abietano (1) Caurano (2) Filocladano (3)

u,,”l

Labdano (4)

2
2

Halimane (6)
Neoclerodano (5)

Dentre as espécies medicinais do género, tém-se o Plectranthus neochilus Schltr.,
conhecida popularmente como “boldo-gamba” atribuidopor ser uma planta muito
aromatica, cujas folhas frescas sdo tomadas como infusdo ou extrato aquoso, utilizados
no tratamento de insuficiéncia hepdtica e dispepsia, problemas de digestdo, infecgdes de
pele e de doengas respiratdrias (LORENZI & MATOS, 2002; DUARTE et al., 2007).
Alguns estudos foram previamente descritos, caracterizando a composi¢do quimica do
6leo essencial obtido a partir das partes aéreas de P. neochilus, coletadas em diferentes
locais de crescimento. As composi¢cdes quimicas desses Oleos essenciais se mostraram
substancialmente diferentes (MOTA et. al., 2014; CAIXETA et al., 2011; MOSTAFA et

al., 2019), entretanto, como perfil geral, hidrocarbonetos monoterpénicos foram os


https://www.tandfonline.com/author/El-Sakhawy%2C+Fatma+S

13

constituintes volateis mais prevalentes, em adi¢do a sesquiterpenos, como o f-cariofileno
e sua forma oxidada, 6xido de cariofileno, que também estavam presentes em altos
rendimentos (LAWAL et al., 2010). Ensaios de atividade biologica demonstraram o
potencial antimicrobiano, esquistossomicida, antiflingico, antiiflamatério, antioxidante e
citotoxico dos oleos essenciais de P. neochilus (MATIAS et al., 2019; LAWAL et al.,
2010; CAIXETA et al., 2011). Trabalhos decrevendo o estudo fitoquimico de extratos
das partes aéreas da planta sdo escassos, sendo descritos até 0 momento, o isolamento dos
triterpenos friedelina, o e B-amirina, a-amirinafoi isolada como um éster de acido graxo
ligado na posigdo C-3 , os esteroides sitosterol e estigmasterol, o flavonoide cirsimaritina
(VIANA, 2011, MATIAS, 2019). A andlise dos extratos de P. neochilus por CLAE
permitiram identificar os acidos cafeico, fertlico, clorogénico e cumarico e rosmarinico
(MATIAS, 2019; ANDRADE et al., 2018; RAMBORGER et al., 2017). As atividades
citotoxica, antioxidante, antimicrobiana e digestiva sdo descritas para os extratos de
diferentes polaridades, obtidos das partes aéreas da espécie (ARCANIJO et al., 2012;
BORGES et al., 2016; R1JO et al., 2014; RAMBORGER et al., 2017; CREVELIN et al.,
2015; REGO et al., 2018; BRITO et al. 2018).

Considerando o potencial medicinal do género Plectranthus, ¢ desta forma,
buscando contribuir para o conhecimento da composi¢ao quimica de mais uma espécie
ainda pouco estudada, este trabalho teve por objetivo a caracterizagdo fitoquimica do
extrato das folhas e flores de P. neochilus e a avaliacdo do potencial antioxidante e

citotoxico frente a linhagens tumorais desses extratos. - .
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OBJETIVOS

A presente dissertagdo descreve o estudo fitoquimico da espécie vegetal P.
neochilus, utilizada tradicionalmente para fins medicinais e amplamente difundida no
Brasil, assim como a avaliagdo do potencial bioldgico dos extratos dessa planta. Para tal,

os objetivos de investigagdo propostos foram:

— Realizar prospecc¢ao fitoquimica dos extratos das flores e das folhas por meio de

testes cromogénicos e de preciptagdo;

— Identificar flavondides por Cromatografia Liquida da de Alta Eficiéncia (CLAE) dos

extratos da planta;
—  Obter e analise do 6leo essencial das flores de P. neochilus;
— Fracionar cromatografico de extratos, com vistas ao isolamento de diterpenos;

— Utilizagdo de técnicas espectrométricas e espectroscopicas de andlise para a

identificacdo estrutural dos compostos isolados;

— Avaliacao do potencial citotéxico dos extratos das folhas e flores frente a linhagens

de células tumorais e células ndo tumorais;

— Avaliacao do potencial antioxidante dos extratos das folhas e flores pelo método

eletroquimico.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Plectranthus 1"Hér, pertencente a familia Lamiaceae (sub-familia Nepetoideae),
¢ um grande género constituido por cerca de 350 espécies de ervas e arbustos perenes
nativos de regides tropicais da Africa, Asia e Australia. (COOD, 1985).
Taxonomicamente, as espécies Coleus Lour. s3o relacionadas a Plectranthus, entretanto,
0 género possui questdes taxondmicas ainda em discussdo. A inser¢ao do género Coleus
¢ um ponto discutido por autores desde 1962, pois inicialmente acreditava-se que ambos
apresentavam caracteristicas morfologicas distintas. Com estudos posteriores, as espécies
de Coleus foram aceitas e agregadas a Plectranthus, embora ainda haja certa dificuldade
para distingui-las (GALBIATE, 2019; ABDEL-MOGIB et al,2002). O nome
Plectranthus vem das palavras gregas plektron (esporao) e anthos (flor), evidenciando
uma caracteristica das flores das espécies deste género que apresentam um esporao em

suas bases (MENDEZ e RIFA, 2016).

Viérias espécies de Plectranthus sdo cultivadas como tubérculos comestiveis,
condimentos, fragrancias para xampus, plantas ornamentais. Esse ¢ um género rico em
6leos essenciais (maior que 0,5% do peso seco da planta) (ABDEL-MOGIB et al.,2002),
que sao amplamente utilizados em preparagdes farmacéuticas, em perfumaria e
cosméticos (ASCENSAO et al, 1998). O género Plectranthus constitui em uma

importante fonte de novos compostos bioativos e potenciais medicamentos.

Estudos taxondmicos, farmacoldgicos e fitoquimicos sobre o género
Plectranthus t€m sido conduzidos desde 1963. Uma coletanea de informagdes quimicas
sobre esse género pode ser encontrada nos trabalhos desenvolvidos por Abdel-Mogib e

colaboradores (2002), e posterior a essa data, por Oliveira (2007) e Garcia (2018a).

1.1. Informacdes etnobotanicas das espécies pertencentes ao género Plectranthus

Cerca de 85% das espécies pertencentes ao género sdo utilizadas na medicina
popular no tratamento de dores de cabeca, feridas, queimaduras, dermatites, alergias,
picadas de inseto e de escorpido e como agente anti-séptico (ASCENSAO et al., 1998 e
1999; RICE et al., 2011; COSTA, 2006; LUCKHOBA et al., 2000).
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Desordens do sistema digestivo sdo tratadas utilizando-se 21 espécies de
Plectranthus, dentre elas: P. barbatus, P.amboinicus, P. laxiflorus, P. esculentus ¢ P.
vettiveroides. As espécies ainda sdo usadas para disturbios respiratorios, doengas de pele,
atividades antiinflamatdrias, antimicrobianas e antitumorais (COSTA, 2006;
LUCKHOBA et al., 2006). As espécies de P. barbatus e P. amboinicus sao empregadas
ainda no tratamento de infec¢des bucais, apresentando efeitos contra as bactérias
causadoras de cérie dentaria (SANTOS VERISSIMO et al., 2014; LUCKHOBA et al.,
2006).

Para as espécies P. barbatus € P. amboinicus sao descritos os mais diversos usos
populares que correspondem a aproximadamente 68% de todos os usos tradicionais
descritos para o género (LUCKHOBA et al., 2006). P. barbatus ¢ umas das espécies mais
importantes desse género, amplamente utilizada no Brasil, ¢ identificada por varios
sindnimos, tais como P. forskohlii Briq., P. forskohlii willd., P. kilimandschari (Gurke)
H. L., P. grandis (Cramer) R. H. willemse, Coleus forskohlii Briq., Coleus kilimandschari
Gurke ex Engl., Coleus coerulensces Gurke, Coleus comosus A. Rich. e Coleus barbatus
(Andr.) Benth. (ALASBAHI & MELZIG, 2010). A espécie P. amboinicus Lour., muito
utilizada no norte do Brasil ¢ conhecida como “malvarisco” ou “hortela-grande” e
indicada para afecgdes odontologicas (OLIVEIRA et al.,2007). Na medicina tradicional
¢ usada no tratamento de cefaléia, anorexia, colera, colica, tosse cronica, calculos renais

e vesiculares e apresenta atividade anti-helmintica (KUMAR et al., 2020).

1.2. Fitoquimica

Estudos quimicos envolvendo as espécies de Plectranthus sao descritos desde a
década de 60. A composi¢dao quimica do género Plectranthus ¢ vasta e complexa e dos
compostos identificados, os diterpendides sdo os principais metabolitos secundarios

presentes.

1.2.1. Diterpenos

Os diterpenos constituem a segunda maior classe de terpenos, com mais de 2.200
compostos identificados, pertencentes a 130 diferentes tipos de esqueleto. O interesse no
isolamento destes compostos ¢ crescente devido a sua vasta gama de atividades
bioldgicas, fungdo ecoldgica, uso como molde para sintese e fung¢do taxondmica

(LADEIRAS et al., 2016). Sao os compostos de maior interesse nos estudos fitoquimicos
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desse género, com um significativo nimero de compostos ja identificados (ABDEL-
MOGIB et al., 2002; HANSON, 2009; GASPAR-MARQUES et al., 2005; LUCKHOBA
et al., 2006).

Os diferentes esqueletos terpénicos sao derivados de reagdes de condensacao entre
unidades de cinco carbonos, unidades isoprénicas. Estruturas tipicas contendo esqueletos
de carbonos representados por (Cs). s3o classificadas como hemiterpenos (Cs),
monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cao), sesterpenos (C»s), triterpenos
(Cs0) e tetraterpenos (Cso) (FIG. 1.1, p.. 18). O isopreno foi caracterizado como um
produto de decomposi¢do de varios hidrocarbonetos ciclicos naturais e foi sugerido como
o bloco de constru¢ao fundamental para os terpenoides (isoprendides). Entretanto, o
isopreno ¢ produzido naturalmente, mas ndo estd envolvido na formagdo desses
compostos, e as unidades de isopreno bioquimicamente ativas foram identificadas como

difosfato (pirofosfato) de dimetilalila (DMAPP) e pirofosfato de isopentenila (IPP).

As unidades bioquimicas DMAPP e IPP (Cs) podem ser derivadas de duas vias,
envolvendo dois intermediarios distintos: acido mevalonico (MVA) ou 2-C-metil-D-
eritritol-4-fosfato (metileritritol fosfato - MEP) (FIG. 1.1, p. 18). Nas plantas, as duas vias
parecem ser compartimentadas, sendo as enzimas da via do mevanolato localizadas no
citosol, enquanto as enzimas da via do fosfato de desoxixilulose encontradas nos
cloroplastos. Consequentemente, sesquiterpenoides, triterpendides e esteroides (produtos
citosolicos) sao formados pela via do mevanolato, enquanto que a maioria dos outros
terpendides sao formados nos cloroplastos, e sao derivados da fosfato de desoxixilulose,
com algumas excec¢des. Também ha exemplos em que as duas vias podem fornecer
porcdes diferentes de uma molécula ou onde hé troca de intermediérios comuns de estagio
avangado entre as duas vias, resultando em uma contribui¢do de unidades de isopreno de
cada (DEWICK, 2008). Entretanto, resultados contraditorios, apresentados por Wanke e
coladoradores (2001), sugerem que essas duas vias estdo operando em diferentes
condigdes fisiologicas da célula e sdo dependentes do estado de desenvolvimento dos

plastideos.
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Figura 1.1 - Esquema de formagao das classes de terpenos via condensagdo de unidades de cinco

carbonos
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DEWICK, 2008, p.188.

Para a sintese do intermiediario MV A, trés moléculas de acetil-coenzima A sdo
utilizadas, ocorrendo inicialmente a combinacdo entre duas em uma condensagdo de
Claisen, fornecendo o acetoacetil-CoA. A terceira € incorporada via uma adicao aldolica
estereoespecifica, fornecendo a cadeia ramificada do éster 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA). A conversao do HMG-CoA em (3R)-MVA envolve reducdes em duas
etapas, que convertem um grupamento tioéster em um alcool primario. O composto de
seis carbonos, MVA, ¢ transformado fosforilados de cinco carbonos, em uma sériec de
reagoes, que se iniciam pela fosforilacdo do alcool primario. Duas diferentes enzimas
ATP-dependentes sdao envolvidas, resultando no acido mevalonico difosfato, que por
descarboxilagdo-desidratagdo conduzem a unidade Cs, IPP. A isomerizagdao de IPP, a
outra unidade isoprénica, DMAPP , ¢ catalisada por uma enzima isomerase, que incorpora
um proton, gerado a partir da agua, na posicdo C-4 e estereoespecificamente, remove o

préton pré-R de C; (DEWICK, 2008) (FIG. 1.2, p. 19).



19

Figura 1.2 - Esquema de biossintese das unidades isoprénicas IPP e DMAPP provenientes da via

do mevalonato (MEV)
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Fonte: DEWICK, 2008, p. 190

Os intermediarios da via glicolitica, acido piruvico e gliceraldeido 3-fosfato sao
os precursores do metileritritol fosfato (MEP) (FIG. 1.3, p. 20). A descarboxilagdao de
piruvato mediada por difosfato de tiamina produz um equivalente de acetaldeido ligado
na forma de enamina (TPP). Este reage como um nucledfilo em reacao de adigdo com o
gliceraleido 3-fosfato. A saida do grupo TPP gera a 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato (fosfato
de desoxixilulose) que ¢ convertido em MEP por processos de rearranjos, que parece
envolver uma sequéncia reversa aldol-aldol, juntamente com uma redugdo. Uma tnica
enzima catalisa estes rearranjos esqueléticos e reagdes de reducao sem qualquer liberacao
de intermediario. Assim, o produto contém o sistema de cadeia ramificada equivalente a
unidade de isopreno. A reacdo do MEP com trifosfato de citidina (CTP) produz um
derivado difosfato de citidina (CDP) que ¢ entdo fosforilado via ATP. O 2-fosfato
resultante ¢ entdo convertido em um fosfoanidrido ciclico com perda de fosfato de
citidina. As etapas subsequentes que levam ao IPP e DMAPP sdo a parte menos
compreendida da via. A metodologia do gene mostrou que duas enzimas estao envolvidas,

a primeira produzindo 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato e o segundo convertendo-o
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predominantemente em IPP, mas também em DMAPP, ambas as etapas sao redutoras. A
formacgao do IPP e DMAPP envolve um sistema alilico, com prétons fornecidos pela agua

(DEWICK, 2008) (FIG.1.3).

Figura 1.3 Esquema de biossintese das unidades Cs IPP ¢ DMAPP via do metileritritol fosfato
(MEP)
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A condensagdo de Claisen das unidades Cs, IPP e DMAPP, via a enzima prenil
transferase, fornece intermedidrio pirofosfato de geranila (GPP, Cio), que ao condensar
com outra unidade de IPP, leva ao pirofosfato de farnesila (FPP, C;s). Por fim, a
consensacao de FPP com outra unidade de IPP, fornece o pirofosfato de geranilgeranila
(GGPP, Cy), precursor dos diterpenos. Reagdes de ciclizagdo de GGPP envolvendo
diferentes carbocations e rearranjos Wagner-Meerwein conduzem as variagdes estruturais
dos diterpenos isolados, como demonstrado na Figura 1.4, pagina 22 (DEWICK, 2008).
Além disso, os sistemas de enzimas individuais presentes em um determinado organismo
irdo entdo controlar o dobramento da molécula dos substratos e, assim, definir a
estereoquimica do produto final (RIJO et al., 2010). Alguns dos esqueletos diterpénicos,
encontrados frequentemente em espécies de Plectranthus, sao o labdano (I), clerodano

(IT), caurano (IIT) e abietano (IV), conforme mostrado na Figura 1.4 (p. 22).

Dentre os representantes dessa classe de metabolitos secundarios, destaca-se o
diterpeno labdano forscolina (7, FIG. 1.5, p. 23), que em sua biossintese ocorre a
formagdo de um terceiro anel heterociclico. O esqueleto basico da forscolina pode ser
visto como o resultante da ciclizagdo do cation promovida pela agua, seguida da
substituicdo nucleofilica SN2 no difosfato alilico (ou substitui¢ao nucleofilica no cation
alilico gerado pela perda do grupo pirofosfato). Uma série de modificagdes oxidativas
subsequentes conduz entdo a forscolina (uma ferramenta farmacologica valiosa como um
potente estimulador da atividade da adenil ciclase, com efeitos cardiovasculares e

broncoespasmoliticos expessivos) (DEWICK, 2008).
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Figura 1.4 - Esquema de biossintese dos principais esqueletos diterpénicos isolados nas plantas

do género Plectranthus
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Fonte: Dewik, 2008, p. 229 e 230. Adaptado.
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Figura 1.5 - Via de biossintese do diterpeno labdano forscolina a partir do GGPP.

GGPP

Forscolina (7)

Fonte: Dewik, 2008, p.233. Adaptado.

1.2.2. Compostos isolados das espécies de Plectranthus

Dentre os diterpenoides identificados em Plectranthus, a maioria ¢ do tipo
abietandide altamente modificados, podendo ser sub-classificados, de acordo com a
variagdo estrutural apresentada, como roileanonas (8, FIG. 1.6, p. 24) (GASPAR-
MARQUES et al.,2006) (9, FIG. 1.6, p. 24) (GARCIA et al.,2018b), acil-hidroquinonas
(10, FIG. 1.7, p. 24) (MATIAS et al., 2019), espirocoleonas (11) (FIG. 1.8, p. 25) (ITO
et al.,2018) e quinonametideos (12, FIG. 1.8, p. 25) (SIMOES et al., 2010), 6,20-
epoxiabietandides (13 FIG. 1.9, p. 25) (TIBOR et al., 2004), abietan6ides diméricos (14,
FIG. 1.9, p. 25) (RODRIGUEZ et al, 1995) e abietandides primaranos (15 e 16, FIG.A
1.10, p. 25) (STAVRI et al., 2009). Ressaltando que varios dos abietanoides isolados do
género Plectranthus e Coleus sao compostos de interesse farmacologico.

Os diterpenoides do tipo labdano sdo uma importante classe de substanicas
bioativas presentes no género Plectranthus, descritos em espécies como P. barbatus, P.

fruticosus e P. ornatus (LUCKHOBA et al., 2006, OLIVEIRA et al., 2006a).

A espécie P. barbatus, uma das mais relevantes do género, ¢ tradicionalmente
utilizada para diversas patologias e com varias propriedades farmacoldgicas
comprovadas. (ALASBAHI & MELZIG, 2010). Para essa planta, sdo descritos
aproximadamente 68 diterpenoides, e destes, 25 sdo pertencentes a classe dos abietanos
e 43 a dos labdanos (ALASBAHI & MELZIG, 2010). Dentre os diterpendides do tipo
labdano previamente descritos em P. barbatus, tem-se a forscolina (7), (FIG. 1.5),
composto relacionado a muitos dos diversos usos medicinais dessa espécie vegetal (RIJO
et al., 2010). Este diterpeno ¢ usado em vérias preparagdes farmacéuticas patenteadas e

como medicamento de venda livre, com os nomes Coleus Forskohlii, Forskohlii e
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Forskolinindicado para o tratamento de pressdo alta, tratamento de glaucoma, desordens
respiratdrias, suplemento para perda de peso e prevenir o bloqueio dos vasos sanguineos

(ALASBAHI & MELZIG, 2010; KUMAR et al, 2020).

Outros diterpenos isolados do género Plectranhus incluem filocladanos
tetraciclicos e derivados cauranicos, como a camebaucarina (17, FIG. 1.11, p.. 26).
Diterpenoides cauranicos foram identificados em um grande nimero de plantas
medicinais e sdo utilizados no tratamento de inflamacdes e cancer (LEE et al., 2002).
Além destes, diterpenos clerodanos como a ornatina E (18, FIG. 1.11, p.. 26), também
foram encontrados em espécies de Plectranthus em estudos realizado por OLIVEIRA e

colaboradores (2006b), RIJO e colaboradores (2011) e AVILA e colaboradores (2017).

Figura 1.6 - Diterpenoides tipo roileanonas isolados das espécies do género Plectranthus

6, fo-Di-hidroxiroileanona (8) 6, 7-Dehidroxiroileanona (9)

Figura 1.7 - Diterpenoides tipo acil-hidroquinonas isolados das espécies do género Plectranthus

Colen U (10)
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Figura 1.8 - Diterpendides tipo espirocoleonas ¢ quinonametideos isolados das espécies do

género Plectranthus

OAc

8]
OAc |

"

Espirocutelone C (11) Parviflorona D (12)

HO HO
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Figura 1.9 - Diterpenodides tipo 6,20-epoxiabietandides e abietandides diméricos isolados das

espécies do género Plectranthus

Comosolon (13)

Grandidona A (14)

Figura 1.10 -Diterpendides tipo abietanos primaranos isolados das espécies do género

Plectranthus

rel-15(z),16-epoxi-7Tu-hidroxipimar-8,14-ene (15) rel-15(z),16-epoxi-7-oxopimar-8,14-ene (16)
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Figura 1.11 - Diterpendides isolados das espécies do género Plectranthus

COOH

Camebaucarina (17) Ornatina E (18)

1.2.3 Outros compostos encontrados no género Plectranthus

O estudo realizado por Waldia e colaboradores (2011) descreve o isolamento de
triterpenos tipo amirinas (pentaciclicos) (19 e 20), flavonas (21 e 22) e acidos graxos (23)
em diferentes espécies de Plectranthus (F1G. 1.12, p. 27).

Estudos conduzidos por Kubinovad e colaboradores (2019) descrevem o
isolamento das flavonas apigenina 7-O-(3-O-acetil-f-D-glucosideo, apigenina 5-O-(3”-
O-acetil)- D-glucosideo e luteolina 5-O-B-D-glucosideo (24-25 e 27) em partes aéreas P.
scutellarioides. Foram isolados também acidos fendlicos como acido cafeico e o acido

rosmarinico (26 e 28, FIG. 1.13, p.. 27).
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Figura 1.12 - Outros compostos isolados das espécies do género Plectranthus.

R=0H 3,7 dimetilquercetina (21)
R=H 3,7-dimetiicamferol (22)

Acido verndlico (23)

Figura 1.13 - Outros compostos isolados das espécies do género Plectranthus.
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1.3. Atividades biologicas do género Plectranthus

A familia Lamiaceae compreende espécies retratadas como potenciais fontes de
compostos antifiingicos, antibacterianos e inseticidas (RASIKAKI et al., 2005; MATU et
al., 2003). Entretanto, poucos estudos descrevem o fracionamento monitorado por
atividade biologica para o isolamento de compostos associados a usos especificos
etnobotanicos das espécies de Plectranthus (LUCKHOBA et al., 2006).

A seguir sdo apresentadas as principais atividades bioldgicas descritas para os
extratos das plantas do género (Quadro 1.1).

Quadro 1.1 - Principais atividades bioldgicas descritas para o género Plectranthus

Atividade Espécie Extrato Parte da Referéncia
observada planta Bibliografica
utilizada
Antimicrobiana  P. amboinicus MeOH Folhas SWAMY et al.,
2017
P. madagascarensis Acetonico Partes RIJO et al., 2012
areas
P. madagascariensis Acetdnico Partes PEREIRA et al.,
areas 2015

P. neochilus

P. neochilus,

P. madagascarensis Acetonico Partes RIJO et al., 2012
P. barbatus e areas

Antioxidante P. verticillatus
P. ecklonii MeOH Partes  ANDRADE et al.,
P. grandidentatus AcOEt areas 2020
P. ecklonii
P. strigosus Acetdnico P artes GARCIA et al.,
P. madagascariensis areas 2018b
P. barbatus EtOH Partes MOTHANA et

areas al., 2019
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Citotoxica P. madagascariensis Acetonico Partes MATIAS et al.,
(MDA-MB- areas 2019
231)
(HCT116), P. strigosus Acetdnico Partes GARCIA et al.,
(%?—21)6 8) P. madagascariensis areas 2018b
(HeLa), P MOTHANA
P. barbatus EtOH artes et
(HepGZ) (§] (HT- areas al., 2019
29)
Larvicida P. amboinicus MeOH Partes MURUGAN et
(controle do areas al., 2013
vetor da
dengue)

Antidoto para  P. amboinicus Aquoso Partes UAWONGGUL
veneno de areas et al., 2006
escorpido

Anti-colagenase P. madagascarensis MeOH Partes ANDRADE et al.,
P. grandidentatus areas 2020
P. ecklonii
Anti- P. barbatus MeOH Partes MATU et al.,
inflamatdria areas 2003

Kapewangolo e colaboradores (2013) identificaram o mecanismo anti-
inflamatoério, através da inibicdo de citocinas pro-inflamatorias, desempenhado pelos
extratos de P. barbatus. Os extratos, 50 e 25 mg/mL, reduziram a produgdo de todas as
citocinas testadas (IL-2, IL-6, IL-10, TNF e IL-17A). Os niveis de IL-17A juntamente
com os de outras citocinas, sao elevadas durante as diferentes fases da infecgao pelo HIV.
Assim, diminuir a producao dessas citocinas, especialmente IL-17A, pode contribuir para
a lenta ou a ndo progressao da infec¢cdo pelo HIV. Formulagdes contendo o extrato de P.
barbatus e outros extratos de plantas foram descritos como inibidores da ativagdo do fator
nuclear de transcricdo NF-kB (nuclear-kappa B), responsavel pelo aumento da expressao
de genes inflamatorios. Em consequéncia, sao utilizadas para o tratamento de distlrbios
inflamatorios, para uso cosmético e no tratamento de doengas relacionadas (OKAMOTO

et al., 2005).
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Diterpenoides lanugone K (29) e 6-acetil-fredericone B (30) (FIG. 1.14) obtidos
a partir do extrato de diclorometano das partes aéreas de P. scutellarioides apresentaram

efeitos inibitérios contra NF-kB (nuclear-kappa B) (CRETTON et al., 2018).

Figura 1.14 - Diterpendide 29 e 30, isolado do extrato de diclorometano das partes aéreas de

Plectranthus Scutellarioides

OAc
oH
]
0
OAc
Lanugone K (29) 6-acetil-fredericone B (30)

O diterpeno 10 (FIG. 1.7, p. 24), isolado de P. grandidentatus, revelou atividade
contra Pseudomas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans e potente atividade
contra Spectrococcus aureus. Enquanto que o composto 8 (FIG. 1.6, p. 24) isolado de
Plectranthus hereroensis, mostrou atividade somente contra S. aureus. Os dois
compostos foram isolados dos extratos acetonicos das raizes das espécies (GASPAR-

MARQUES et al., 2006).

O diterpendide Coleon O (31, FIG. 1.15) obtido a partir do extrato de
diclorometano das partes aéreas de P. scutellarioides exibiu uma atividade significativa
contra células de mieloma multiplo (MM-CSCs) e células plasmaticas tumorais (RPMI
8226) com ICso de 9,2 e 8,4 uM, respectivamente. Comparado ao controle positivo,
Bortezomib, que apresenta ICso de 0,008 e 0,003uM, respectivamente, para as mesmas
linhagens de células tumorais (CRETTON et al., 2018). Uma coletanea de informacdes
sobre os diterpenos que apresentam atividade citotdxica, pertencentes ao género
Plectranthus com dados até 2018 pode ser encontrada nos trabalhos desenvolvidos por

Garcia e colaboradores (2018a).
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Figura 1.15 Diterpendide Coleon O (31), isolado extratos de diclorometano das partes aéreas de

P. scutellarioides

Coleon O (31)

O o6leo essencial de P. barbatus e seus principais componentes (eugenol 32, a-
pineno 33 e B-cariofileno 34 (FIG. 1.16) foram avaliados contra larvas de terceiro estagio
do vetor da malaria Anopheles subpictus, o vetor da dengue Aedes albopictus, o vetor da
encefalite japonesa Culex tritaeniorhynchus. Um efeito toxico significativo do o6leo
essencial foi observado em todas as larvas. Com relacdo aos constituintes principais,
parecem ser mais eficazes contra a Anopheles subpictus, seguido por Aedes albopictus e

Culex tritaeniorhynchus (GODINDARAIJAN et al., 2016).

Figuras 1.16 - Componentes eugenol (32), a-pineno (33) e B-cariofileno (34) identificados no

oleo essencial de P. barbatus

HAC—0 o = o=
HO
Eugenol (32) o-pineno (33)

p-cariofileno (34)

Os 6leos essenciais de Plectranthus cylindraceus, P. asirensis e P. barbatus, em

estudo comparativo, demostraram o maior potencial antioxidante (72%) pelo teste de



32

branqueamento de B-caroteno e pelo método de eliminagdo de radical DPPH (75%) para
a espécie de P. cylindraceus, ambos a uma concentracao de 1000 pg/mL (MOTHANA et
al., 2018).

Os oleos essenciais de P. cylindraceus, P. asirensis ¢ P. barbatus, em estudo
comparativo, foram avaliados frente a microorganismos, sendo a maior atividade
demonstrada, com valores de MIC variando entre 0,14 ¢ 0,55 mg/mL, para Bacillus.
subtilis, Brevibacillus laterosporus, Salmonella typhi, Candida albicans e Cruytococcus

neoformans para os 6leos de P. cylindraceus e P. barbatus (MONTHANA et al., 2018).

1.4. Plectranthus neochilus Schlitr.

P. neochilus Schltr. conhecido popularmente como “boldo-gamba”, ¢ uma planta
muito aromatica e utilizada para tratamento de insuficiéncia hepatica e dispepsia
(LORENZI & MATOS, 2002), que também auxilia no tratamento de problemas de
digestao, infecgdes da pele e doencas respiratorias (LORENZI & MATOS, 2002;
DUARTE et al., 2007; YORK et al., 2011). As suas folhas frescas sdo tomadas como
infusdo ou extrato aquoso para fins de cura (LORENZI & MATOS, 2002). Devido a
reestruturagcdo taxondmica do género, P. neochilus apresenta sindnimos, sdo eles: Coleus

neochilus e Coleus schinzii, que ainda sdo utilizados (MOTA et al.,2014).

1.4.1. Descricdo botdnica de Plectranthus neochilus Schitr.

P. neochilus Schltr. ¢ uma planta perene, as vezes anual, prostrada e ereta,
geralmente muito ramificada e densa, erva suculenta medindo de 0,12-0,5 de altura, com

ramos de moderados a densos; raizes tuberosas (COOD, 1985) (FIG. 1.17 pag 33).
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Figura 1.17 - Partes aéreas de P. meochilus Schltr., cultivadas no Campus JK da UFVIM

(Diamantina — MG) — evidenciando o aspecto do crescimento das folhas.

Fonte: Autor.

A propagacao vegetativa da espécie por estaquia possibilita a producao de mudas
em menos tempo, com maior uniformidade e padroniza¢do. A planta pode ser plantada
em qualquer época do ano (COOD, 1985; COELHO et al., 2014).

As folhas pecioladas apresentam laminas suculentas, geralmente viscosas.
Tendem a dobrar ao longo da veia central, tendo forma de ovo, mas com o 4pice mais
largo que a base (20-50 x 15-35 mm), pubescente, com glandulas laranjas abaixo da
superficie, dpice obtuso, estreito, base aguda e margem com alguns dentes; peciolo mede
de 5 a 15 mm de comprimento (COOD, 1985; DUARTE et al., 2007, COELHO et al.,
2014) (FIG. 1.18). Em P. neochilus sao encontrados alguns tipos de tricomas (FIG. 1.19),
sendo estes tecidos do ponto de vista funcional produtores de 6leos essenciais que sao
responsaveis pela prote¢do contra herbivoros e patdogenos, bem como na atragdo de

polinizadores em partes florais (DUARTE et al., 2007).

Figura 1.18 - Folhas e caules de P. neochilus Schltr. cultivadas no Campus JK da UFVIM —
Aspecto das folhas

Fonte: Autor.
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Figura 1.19 - Tricomas encontrados em P. neochilus Schltr.: 1- tricoma capitado com pedinculo
longo, 2 - tricoma capitado com pedunculo curto, 3 - tricoma peltado, 4 - tricoma ndo-glandular,

5 - tricomas na inflorescéncia, 6 - tricomas no limbo foliar

Fonte: (1, 2, 3, 4) DUARTE et al., 2007; (5 e 6) VIANA, 2011.

A planta apresenta inflorescéncia terminal racemosa (70-150 mm) de coloracao
violeta, bracteas formando angulo de 25° apical coma, esverdeada com ponta roxa,
decidua precoce. Floresce em 3 sessoes, formando verticilos de seis flores, verticilos
densos acima, flexiveis e 5 -15 mm a parte inferior; pedicelos eretos. Calice de 6 mm de
comprimento em frutos, tubo ligeiramente geniculado no meio e expandido para a
garganta. Corola malva roxa, 12-20 mm de comprimento; labio superior branco azulado,
2 mm de comprimento; labio inferior em forma de barco, 8-11 mm de comprimento.
Estames 8-11 mm de comprimento, unidos na base de 2-3 mm (COOD,1985) (FIG. 1.20,
p. 33).

Figura 1.20 Partes aéreas de P. neochilus Schltr., cultivadas no Campus JK da UFVIM — Aspecto

da inflorescéncia

Fonte: Autor.
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1.4.2. Constituintes quimicos previamente descritos em Plectranthus neochilus Schitr.

1.4.2.1. Composi¢do do Oleo essencial

Segundo Correa e colaboradores (2006), os compostos quimicos produzidos pelo
metabolismo secundario das plantas medicinais conferem-lhes seu valor. O forte aroma
apresentado por P. neochilus faz com que a composi¢do dos seus dleos volateis desperte
o interesse de pesquisadores de diferentes paises, como Brasil, Africa e Portugal. Essas
pesquisas mostraram diferencas nos constituintes e concentragdes destes compostos de
acordo com o local de estudo. Entretanto, como perfil geral, hidrocarbonetos
monoterpénicos foram os constituintes volateis mais prevalentes, em adicdo aos
sesquiterpenos, como o B-cariofileno e sua forma oxidada, 6xido de cariofileno, que
também estavam presentes em altos rendimentos. O Quadro 1.2 resume a prevaléncia dos

compostos de acordo com a localizacao.

Quadro 1.2 - Locais de coleta e obtencdo de 6leos volateis de P. neochilus e constituintes

majoritarios

Local Compostos principais Referéncia

Predominancia de monoterpenos, citronelol (35), LAWAL et al., 2010
Africa do Sul  linalol (36) e isomentona (37, FIG. 1.21, p. 37)

AGUIAR et al., 2018;

Brasil Predominéancia de sesquiterpenos, com a- BALDIN et al., 2012;
cariofileno (38) e/ou B-cariofileno (34, FIG. 1.16, BANDEIRA et al., 2011;
p- 37), trans cariofileno (39), 6xido de CAIXETA et al. 2011;
cariofileno (40) e germacreno D (41, FIG. 1.21, CREVLIN et al., 2015;
p. 37) GALBIATTI 2019.

Predominéncia de monoterpenos, com a-tujeno
Portugal (42), e B-pineno (43, FIG. 1.21, p. 37), a-pineno MOTA et al, 2014
(33, FIG. 1.16, p.31)

De acordo com Correa e colaboradores (2006), a producdo de metabolitos

secundarios pelas plantas ¢ influenciada por fatores ambientais (altitude, herbivoros,
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parasitas, latitude, temperatura, umidade relativa do ar, duragdo do dia, solo,
disponibilidade de agua e nutrientes) e técnicas (época, forma de plantio, técnicas de
coleta e processo extrativo empregado), assim as diferencas apresentadas na composi¢ao

e/ou concentragao dos compostos majoritarios sdo consideradas aceitas.

El-sakhawy (2018) identificou a predomindncia de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos nos 6leos essenciais tanto das folhas quanto das flores. Entretanto, allo-
aromadendreno (45, FIG. 1.21, p. 37) e aromandendreno predominavam nos oOleos
volateis das partes aéreas enquanto que, nos das flores predominaram y-cadineno (46,

FIG. 1.21, p. 37) e aromadendreno seguido por B-mirceno (47, FIG. 1.21, p.. 37).

Os estudos realizados por Baldin e colaboradores (2013), Crevelin e
colaboradores (2015) e Fanela e colaboradores (2016) realizados na cidade de Franca,
Sao Paulo, apresentaram composi¢ao proxima a de Bocardi (2008), que realizou as
coletas na cidade de Curitiba, Parana. Observou-se que as coletas realizadas na mesma
localidade apresentam, em sua maioria, os mesmos volateis como Germacreno D (40,
FIG. 1.21, p. 37), a-tujeno (42, FIG. 1.21, p. 37), B-pineno (43), a-pineno (33), trans-f-
ocimeno (44, FIG. 1.21, p. 37), trans-cariofileno (39, FIG. 1.21).

A produgdo da biomassa, teor e qualidade do 6leo essencial para diferentes
espécies vegetais, submetidas a aplicacao de diferentes fontes de fertilizantes organicos
em ambiente protegido da luz, foi observada por Rosal e colaboradores (2011). O teor de
0leo essencial em plantas cultivadas com esterco proveniente do frango foi 11,4 vezes
maior do que o observado para as plantas ndo fertilizadas e 1,8 e 4,6 vezes superior ao
teor presente nas plantas adubadas com esterco bovino e/ou organico, respectivamente.
Nesses oleos foram identificados 27 compostos, contendo majoritariamente, d-cadineno

(48, FIG. 1.21), B—cariofileno (39) e 6xido de cariofileno (41).
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Figura 1.21 - Constituintes identificados nos 6leos essenciais de amostras de P. neochilus,

coletadas em diferentes locais
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1.4.2.2. Composi¢do de extratos P. neochilus

No que se refere a analise dos compostos presente nos extratos, obtidos com com
solventes organicos, de diferentes tipos de “boldos” existem inumeros trabalhos na
literatura, porém, poucos abordando estudos fitoquimicos da espécie P. neochilus.

No estudo de Ramborger e coautores (2017), foi possivel identificar os acido
cafeico (26, FIG. 1.13, p. 27), fertlico (49, FIG. 1.22, p. 39) e cumarico (50, FIGURA
1.22, p. 39) no extrato aquoso, BRITO e colaboradores (2018) identificaram o é4cido
rosmarinico (28, FIG. 1.13, p. 27). Nos estudos conduzidos por Viana (2011) foram
isolados os triterpenos friedelina (51, FIG. 1.22, pag 39), éster de 4cido graxo a-amirina
(52, FIG. 1.22, pag 39), os esteroides sisterol (53, FIG. 1.22) e estigmasterol (54, FIG.
1.22) e o diterpeno andlogo a forscolina (7), o 1,6-di-O-acetil-9-deoxiforscolina (58). O
flavonoide cirsimaritina (55, FIG. 1.22) foi isolado a partir do extrato etanolico da planta.

Em estudo com diferentes espécies do género Plectranthus, Andrade e coautores (2018),
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isolaram os triterpenoides a-amirina (52) e f-amirina (56, FIG. 1.22) das partes aéreas P.
neochilus.

Matias e colaboradores (2019) analisaram extratos preparados pela combinagao
de métodos de extracdo com solventes de polaridades diferentes. O extrato acetonico de
P. neochilus apresentou atividade antibacteriana. Nos extratos ricos em polifendis, por
foram identificados por CLAE-DAD o acido cafeico (26), o acido clorogénico (57, FIG.
1.22), o acido rosmarinico (28) e nos extratos aquosos (infusdo e decoc¢do) e extragdo

assistida usando acetona ou metanol, estava presente o flavonoide rutina (59).
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Figura 1.22 - Compostos identificados nos dos extratos de Plectranthus neochilus
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1.4.3. Atividades biologicas demonstradas em estudos de P. neochilus

1.4.3.1. Atividade citotoxica

O extrato etandlico de P. neochilus, no estudo realizado por Arcanjo e
colaboradores (2012), mostraram-se promissores para novos ensaios de atividade
antitumoral, pelo teste de letalidade para o crusticeo Artemia salina. O bioensaio de
letalidade da artemia promove uma correlacdo com a atividade citotoxica e pode ser usado
para monitorar atividade de produtos bioativos naturais. Posteriormente, extrato hexanico
das folhas apresentaram atividade citotoxica contra células de cancer de lingua (SCC-25)
com valor de ICso de 17,2%, comparando com cisplatina (quimioterapico padrao, 36,6%)
e utilizando-se o método de MTT (BORGES et al., 2016).

Posteriormente, a citotoxicidade de extratos obtidos por diferentes técnicas de
extracdo e solventes de P. neochilus foi avaliada em células de cancer de mama (MDA-
MB-31). O extrato obtido por re-extracdo em acetona, previamente extraido por fluido
supercritico, apresentou um maior efeito citotéxico, com reducao da viabilidade celular

de 11,4% (MATIAS et al., 2019).

1.4.3.2. Atividade antioxidante

Estudo realizado com o extrato aquoso das folhas de P. neochilus obteve bons
resultados quanto a atividade antioxidante (14,7%) (RIJO et al., 2014). Viana (2011)
observou uma menor atividade antioxidante pelo método DPPH, nos extratos metanolicos
(11%), acetato de etila (7%) e hexano (4%) das folhas e caules. O extrato metandlico das
flores apresentou atividade antioxidante inferior (5%) em rela¢do as folhas e caules.
Posteriormente, estudos com extrato em metanol e aquoso de P. neochilus utilizando-se
o método de DPPH demonstraram atividade antioxidante relevante com valor de RSA
(atividade de eliminacao de radical) de 64,9% e 68,9, respectivamente, comparando com
acido ascorbico (93,4%) (MATIAS et al., 2019). Nesse estudo, foi observada também, a
atividade da acetilcolinesterase (AChE) de extratos de folhas, caules e flores da planta,
devido a inibi¢cdo da enzima AChE para todos os extratos testados (MATIAS et al., 2019).

No estudo de Ramborger e coautores (2017), quando colocado em contato com

o herbicida 2,4-D (no solo e na 4gua), a capacidade antioxidante total das folhas no extrato
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aquoso desta espécie foi diminuida em ambos os ambientes, indicando a toxicidade do

composto para a planta.

Em relagdo ao seu oleo essencial de folhas e caules na fase de floragdo, Rosal e
colaboradores (2011) analisaram o ensaio TBARS (substincias reativas ao acido
tiobarbitirico) para verificar a capacidade de prevencdo da oxidagdo lipidica. Os
resultados demonstraram que o 6leo volatil obteve 60% de inibi¢do na concentragdo de 1

mg/mL, significando uma razoavel agdo antioxidante.
1.4.3.3. Atividade antimicrobiana

A relevancia dos estudos com a extragao do seu oleo essencial vai além da
analise dos constituintes, uma vez que muitos estudos identificaram diferentes atividades
bioldgicas a ele atribuidas. Nesse sentido, o 6leo essencial obtido das folhas de P.
neochilus apresentou uma atividade promissora frente bactérias causadoras de caries,
sendo a atividade frente a Enterococcus faecalis (MIC=250 ng/mL) e Streptococcus
salivarus (MIC = 250 pg/mL) moderada , atividade significativa contra Streptococcus
sobrinus (MIC = 62,5 nug/mL), Streptococcus sanguinis(MIC=62,5 ng/mL),
Streptococcus mitis (MIC = 31,25 ug/mL) e Lactobacillus casei (MIC =31,3 pg/mL) e
atividade interessante contra Streptococcus mutans (MIC = 3,9 ng/mL) (CREVELIN et
al., 2015).

Estudos realizados por Aguiar e coautores (2018) demonstram que o 6leo volatil
dessa espécie apresenta atividade antifingica com CIM de 125 pug/mL frente a R.
stolonifera. Outra atividade atribuida ao o6leo essencial ¢ a propriedade
esquistossomicidas in vitro, em que a concentragdo de 100 ug/mL matou 100% dos
vermes adultos de Schistosoa mansoni (CAIXETA et al., 2011), e causou reducdo na
postura de ovos de fémeas e inibidor de oviposi¢ao de Bemisia tabaci, mosca-branca tipo
B em tomates (BALDIN et al., 2013; FANELA et al., 2016).

O estudo realizado por Tempone e coautores (2008) mostrou que o extrato
metanolico ¢ capaz de matar 100% da levedura C. krusei, a uma concentragao de 20,5
pg/mL. No trabalho de Antinarelli e colaboradores (2015), o extrato metandlico de folhas
da espécie apresentou atividade leshimanicida promissora, exibindo valores de ICso 20

pg/mL na espécie L. chagasi.
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Os extratos de P. neochilus obtidos por maceracdo ou extragdo por ultrassom
foram avaliados in vitro contra cinco micro-organismos Gram-positivos (Bacillus subtilis,
Enterococcus  faecalis, Staphylococcus aureus, S. epidemidise, Mycobacterium
smegmatis). Apresentaram atividade contra a maioria dos micro-organismos Gram-
positivos, quando comparados com o controle positivo Vancomicina (MATIAS et al.,

2019).

1.4.3.4. Toxicidade

O extrato hidroalcoolico de P. neochilus foi avaliado quanto a toxicidade aguda
e toxicidade dérmica e uma formulacdo em Gel produzida a partir dos extratos de P.
neochilus e Cnidoscolus quercifolius (FGBF). Foram utilizados camundongos e apds a
administracao aguda dos extratos nao houve mortalidade nem sinais de intoxicagdo. A
aplicagdo topica na pele lesionada ndo induziu irritagdo local, porém, foram observadas
alteracOes significativas no perfil hematoldgico e bioquimico nos tratados com a
associacao de FGBF (P. neochilus e Cnidoscolus quercifolius - FGBF) quando
comparados ao controle negativo (Carbopol), mas dentro do padrao de normalidade. O
extrato hidroalcoolico de P. neochilus quando administrado via gavagem causou

toxicidade aguda relativamente baixa (REGO et al., 2018).
1.4.3.5. Outras atividades

O extrato metanolico de P. neochilus apresentou significativa atividade anti-
coleagenase (76,4%) em comparacdo ao controle positivo EGCG (93,1%, galato de
epigalocatequina). Os resultados obtidos foram relacionados a presenca de triterpenos
pentaciclicos, tais como a-amirina (52) e B-amirina (56), isolados dos extratos da planta,

como relatado nos estudos de Andrade e coautores (2018) (ANDRADE et al., 2020).

1.5. Importancia da pesquisa de Produtos Naturais para desenvolvimento de
antitumorais

O cancer (neoplasia maligna) ¢ uma doenga genética maligna, cuja células
possuem um acumulo progressivo de mutacdes de seu genoma, resultando na proliferacao
desordenada. E a segunda principal causa de morte no mundo, responsavel por 9,6
milhdes de mortes em 2018. Sua incidéncia ¢ fortemente afetada pelo envelhecimento,

pelo crescimento populacional, hdbitos alimentares, sedentarismo, fatores ambientais
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como incidéncia de raios ultravioletas e como também pela mudanca na distribui¢do e na
prevaléncia dos fatores de risco de cancer, especialmente aos associados ao
desenvolvimento socioeconomico Para o Brasil, estima-se para cada ano do triénio 2020-
2022 ocorrerdao 625 mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de
pele ndo melanoma). O cancer de pele ndo melanoma serd o mais incidente (177 mil),
seguido pelos canceres de mama e prostata (66 mil cada), cdlon e reto (41 mil), pulmao
(30 mil) e estomago (21 mil) (BRAY et al., 2018). Adicionalmente, em 2017, as doengas
tumorais neoplasicas foram apontadas como a terceira causa de mortes mais frequentes
no Brasil juntamente com doencas cardiovasculares e causas externas (GBD-BRASIL,

2017; MACHADO; MELO-JUNIOR, 2009).

A maioria (60%) dos farmacos anticancer introduzida na terap€utica nas tltimas
décadas teve sua origem nos produtos naturais. Diante desse cendrio, estima-se que o
estudo de produtos naturais tem sido uma estratégia bem sucedida na quimioterapia nos
ultimos anos. Dentre estes se destacam etoposideo (Topophos®), vimblastina (Velban®),
vincristina ( Oncovin®), o paclitaxel (Taxol®) e topotecano ( Hycamtin®). Além disso,

varios outros estdo a ser testados quanto a atividade antitumoral.

1.6. Atividade antioxidante

Estudos com atividade antioxidante sao relevantes e consumo de antioxidantes
naturais, como 0s compostos fendlicos presentes na maioria das plantas, que inibem a
formacao de radicais livres, tem sido associado a uma menor incidéncia de doencas
relacionadas com o stress oxidativo (SINGH et al., 2018). Essas formacdes dos radicais
livres estdo relacionadas diretamente com o surgimento de diversas doencas como
isquemia cerebral e cardiaca, doengas de Parkinson, disturbios gastrointestinais,
envelhecimento, cancer, dentre outros (ABDEL-MOGIB et al., 2002; LUCKHOBA et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2012).

A determinagdo da atividade antioxidante por voltametria ciclica ¢ uma
interessante forma de avaliacdo desta agdo, pois apresenta resultados répidos, simples e
sensiveis, além de requerer quantidade reduzida de amostra, levando em consideragdo o

baixo rendimento dos extratos obtidos das plantas (SOCHOR et al., 2013).
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CAPITULO 2 - METODOLOGIA
2.1. Material vegetal

A planta cultivada no Campus JK da UFVIM, Diamantina/MG, em darea de
cerrado ¢ campo rupestre, a altitude de 865 m e nas coordenadas 18°12°09.2°S
43°43°33.5°W, foi coletada em 21 de maio de 2019. A exsicata da espécie foi identificada
pelo botanico Prof. Dr. Carlos Victor de Mendonga Filho do Departamento de Ciéncias
Biologicas da FCBS/UFVIM e depositada no Herbario DIA da UFVJM, sob o nimero
1720.

2.1.2. Métodos cromatogrdficos

2.1.2.1. Cromatografia em coluna (CC)

Foram utilizadas colunas de vidro de diversos didmetros e tamanhos, eluidas sob
pressdo. A proporcao utilizada entre amostra e fase estacionaria foi baseada nos estudos

de STILL e colaboradores (1978). As fases estacionarias foram:
2.1.2.1.1. Silica Flash Agela Technologies® (40-60 um)

Empacotadas em colunas de vidro em diversos didmetros e tamanhos, utilizando-
se varios solventes como eluentes e diferentes gradientes de polaridade. Os volumes

coletados foram de 5 mL.

2.1.2.1.2. Silica Flash Agela Technologies® (40-60 um) impregnada com nitrato de prata
(AgNO3)

Nitrato de prata (AgNO3) foi solubilizado em pequena quantidade de agua e a
solucdo obtida foi adicionada a silica (5% m/m de AgNO3), para o aumento seletivo do
poder de resolugdo da silica em misturas com estruturas muito semelhantes. Apos o
acréscimo de um pouco mais de dgua para facilitar a suspensdo, a mistura foi transferia
para um baldo, coberto com papel aluminio e a dgua foi entdo retirada por destilagdo a
pressdo reduzida. O material foi transferido para uma capsula de porcelana, coberto com

papel aluminio e mantido na estufa por 6 horas a 100 °C, para completar a secagem. Em
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seguida, o material foi empacotado em coluna de vidro, coberta com papel aluminio para

evitar contato com a luz, até total sedimentagao.

2.1.2.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os cromatogramas foram obtidos em Cromatédgrafo Agilent Technologies® 1260
Infinity Quaternary LC VL, do departamento de Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha ¢ Mucuri (UFVIM). Foi utilizada
coluna HPLC Discovery Cig, tamanho das particulas 5 um, 25 cm x 4,6 mm, mantida a
25 °C. A fase movel foi constituida por solvente A (solucao aquosa acido formico 0,1%
v/v) e solvente B (metanol). Os comprimentos de ondas de detec¢do foram de 190 nm a

400 nm e o volume de injecdo de 10uL.

2.1.2.3.1 Condigoes de andlise

- CLAE 1: O fluxo foi de 1 mL/min e o gradiente de eluigdo 95% v/v B (0 min),
5% v/v B (65 min), 5% v/v B (70 min), 95% v/v B (75 min), 95% v/v B (85 min). As
amostras dos extratos serao analisadas por comparacdo de padrdes internos de

flavonoides.

- CLAE 2: O fluxo foi de 1 mL/min. Elui¢do no modo isocratico A/B (10:90 v/v)

em 40 min.
2.1.3 Reagentes para revelagcoes cromatogrdaficas (MATOS, 1998)
2.1.3.1 Irradiagdo com luz ultravioleta (1. 254 e 365 nm)

As cromatoplacas foram colocadas em uma camara fechada, em aparelho
Biotech BT® 107 sob irradiagdo com luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e

365 nm.

2.1.3.2 Vapores de iodo

As cromatoplacas foram colocadas em uma camara fechada em contato com

vapores de iodo (revelador geral).

2.1.3.3 Vanilina

Solugdo A: 1,0 g de vanilina, solubilizada em 100,0 mL de etanol.
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Solugdo B: 3,0 mL de 4cido perclérico, solubilizado em 100,0 mL de agua.

As solugdes A e B foram misturadas na propor¢do 1:1v/v e borrifadas nas

cromatoplacas, queforam levadas a estufa por 10-15 minutos a 120 °C.

2.1.4. Métodos espectrométricos
2.1.4.1. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IV)

Os espectros de Infravermelho foram obtidos em um Espectrometro Agilent®
Cary 630 FTIR ATR ZnSe, do Departamento de Engenharia de Quimica da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM). Foram realizadas varreduras na

faixa de 4000-650 cm’!.

2.1.4.2. Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e °C

Os experimentos de Ressonanica Magnética Nuclear de 'H e *C foram
realizados em um espectrdometro Bruker® AVANCE III 500, no Laboratério de
Ressonancia Magnética da Universidade Federal de Goids (UFG), operando a 500,13
MHz para o nucleo de 'H e a 125,75 MHz para o nucleo de *C.

2.1.4.3. Espectroscopia na Regido do Ultravioleta e Visivel (UV/Vis)

Os espectros no UV/Vis foram obtidos em um Espectrofotometro UV-Vis-
Thermo Scientific® modelo Genesys 105 do Departamento de Quimica da Universidade

Federal dos Vales do Jequitinhonha ¢ Mucuri.

2.2.Estudo Fitoquimico
2.2.1. Obtengdo de extratos polares por parti¢do

Folhas ¢ flores de P. neochilus foram coletadas ¢ secas em estufa a 40 °C, ao
abrigo da luz. Posteriormente, foram trituradas em um moinho de facas, obtendo-se a
massa de 95,5 g. O material obtido foi submetido, separadamente, a decoc¢do em 1,0 L
de 4gua por 2 h a temperatura de 60 °C e posterior filtragdo. O extrato obtido foi tratado
com hidréxido de amonio concentrado até se atingir pH 10-11, controlado através de fitas
indicadoras de pH, obtendo-se a fase aquosa das folhas (FAF) e fase aquosa das flores
(FAF]) da planta. As fases FAF e FAF1 foram colocadas em um funil de separagdo,

adicionando-se em seguida uma solugdo de acetato de etila/éter etilico (3:1 v/v). Apos a
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extragdo, foram obtidas quatro fases: fase aquosa (FAFI) e fase organica (FOF) das folhas
e fase aquosa (FAF1I) e fase organica (FOFI) das flores (FIG. 2.1).

As fases aquosas (FAFI e FAFII) foram acidificadas com &cido cloridrico
concentrado, até o pH 1-2 e submetidas a extragdo com solugdo de acetato de etila/éter
etilico (3:1), resultando na fase aquosa (FAFII e FAFIII) (rica em aminoacidos, acidos
organicos e agucares) que foi descartada, e na fase organica, denominada fase
flavonoidica (EFF e EFFI) (rica em compostos fendlicos). As fases organicas (FOF e
FOFI1) foram acidificadas com HCl PA até se atingir pH 1-2, em seguida foram
submetidas a extracdo com solucao aquosa acida a pH 2. Assim, obteve-se a fase aquosa
denominada fase alcaloidica (FALF e FALFI), e a fase organica (FOFI e FOFII) (FIG.
2.1). As fases flavonoidicas foram submetidas a analise por CLAE (condi¢do 1, p. 42) e
as fases alcaloidicas foram submetidas aos testes de deteccao preliminar de alcaloides (p.
46)

Figura 2.1 - Sequéncia metodologica para a obtengdo de fragdes polares a partir das folhas e

flores de P. neochilus

( FAF (folhas) e FAFI1 (flores) J

1) NH:OH pH 10-11
2) AcOEuvEter (3:1)

|

FAFI (folhas) e FAFII FOF (folhas) e FOF1
(flores) (flores)
3) HClpH 1-2 $) HClpH 1-2
4) AcOEtEter 6) Solugdo aquosa dcida pH 2
FAFII EFF FOFI (folhas) FALF
(folhas) e (folhas) e & FOFII (folhas) e
FAFIII EFFl (flores) FALF1
(flores) (flores) (flores)

Legenda: FAF: fase aquosa das folhas; FAFI: fase aquosa das flores; FAFI: fase aquosa das folhas 4pos a
extracdo; FAFII: fase aquosa das flores 4pos a extracdo; FOF: fase organica das folhas; FOF]I: fase organicas
das flores; FAFII: fase aquosa das folhas apos a extragcdo; FAFIII: fase aquosa das flores apos a extragdo;
EFF: fase flavonoidica das folhas; EFFI: fase flavonoidica das flores; FALF: fase alcoloidica das folhas;
FALFI: fase alcoloidica das flores; FOFI: fase organica das folhas; FOFII: fase organica das flores.
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2.2.2. Obtencdo dos extratos polares por maceragdo

Para a obtengao dos extratos, as folhas e flores foram coletadas e secas em estufa
a 40 °C ao abrigo da luz. Posteriormente, o material foi triturado em um moinho de facas,
obtendo-se a massa de 76,0 g e submetido a extragdo em solucdo de etanol e dgua (9:1
v/v) durante sete dias por maceracdo. Apods esse periodo, os extratos foram filtrados e
concentrados sob pressdo reduzida a temperatura de 50 °C, obtendo-se os extratos

hidroalcoo6licos das folhas (EHF) e das flores (EHFI), respectivamente, 15,6 ¢ 10,8 g.

2.3. Prospeccao fitoquimica

A prospeccao fitoquimica dos extratos de particdo e maceragdo, para detecgao
da presenca de saponinas, taninos (hidrolisaveis e condensados), flavonoides, esteroides,
triterpenos, cumarinas, flavonas, xantonas, chalconas, auronas e alcaloides foi realizada
conforme descrito por MATOS (1997). A anélise foi baseada na observacao visual de

uma mudanca de cor ou formagdo de precipitado apds a adigdao de reagentes especificos.

2.3.1. Teste para Triterpenos e/ou estereoides

Em um tubo de ensaio, uma aliquota do extrato foi diluida em cloroférmio,
seguida da adicdo de 2,0 mL de anidrido acético e de duas gotas de acido sulfurico
(reagente de Liebermann Burchard) e agitou-se o sistema suavemente. O aparecimento

da cor rosa, azul ou verde ¢ indicativa da presenga de triterpenos e/ou de estredides.

2.3.2. Teste para Flavonoides
2.3.2.1. Reacdo com hidroxido de amonio

Uma aliquota do extrato foi dissolvida em 2,0 mL de 4gua. Ao recipiente foi
adicionada solucdo de hidroxido de amoénia até atingir pH 11. O aparecimento de
coloragao amarela ¢ indicativo da presenca de flavonas, flavondis e xantonas. Coloragao
vermelha parpura ¢ indicativa da presenca de chalconas e auronas. A coloragdo vermelha

alaranjada, por sua vez, indica a presenca de flavonois na amostra.

2.3.2.2. Reacgdo de Cianidina

Uma aliquota de 2 mL de extrato foiaquecida em banho-maria e em uma cépsula
de porcelana, com 0,2 mL de cloroférmio para eliminagao da clorofila (45°C). O residuo

da cépsula foi solubilizado em 1 mL de solugdo etanol/agua (7:3 v/v) e transferido a um
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tubo de ensaio. Foram adicionados 200,0 mg de magnésio metalico, seguido da adi¢ao de
1 mL de HCI concentrado, que foi vertido cuidadosamente pelas paredes do tubo. O
aparecimento da coloracdo réseo-avermelhada ¢ indicativa da presenca de flavonodes na

amostra.

2.3.3. Teste para Taninos
2.3.3.1. Reacdo com Cloreto Férrico

Uma aliquota do extrato foi diluida em 2,0 mL de agua, posteriormente
acrescentaram-se 3 gotas de solu¢do aquosa de cloreto férrico a 1% m/v. A reagdo positiva
para taninos condensados tem como resultado o aparecimento de coloragdo azul, ao passo

que para taninos hidrolisaveis hd o desenvolvimento da cor verde.
2.3.3.2. Reagdo com gelatina

Em uma aliquota do extrato (2 mL) foram adicionadas 2 gotas de 4cido cloridrico
e solu¢do de gelatina incolor comercial a 2,5% v/v em 4gua destilada, gota a gota. A

formacdo de precipitado caracteriza a presenga de taninos na amostra.
2.3.4. Teste para Alcaloides
2.3.4.1. Reativo de Mayer

Uma aliquota do extrato foi dissolvida em 2,0 mL de agua destilada e,
posteriormente adicionaram-se trés gotas de reativo de Mayer (cloro-iodo mercurato de
potassio). A formagao de precipitado branco ¢ indicativo da presenca de alcaloides na

amostra.

2.3.4.2. Reativo de Dragendorff

Uma aliquota do extrato foi dissolvida em 2,0 mL de 4gua destilada e,
posteriormente adicionaram-se trés gotas de reativo de Dragendorff (carbonato de
bismuto-iodeto de potassio). A formacao do precipitado floculoso indica a presenca de

alcaloides na amostra.
2.3.5. Teste para Saponinas

Uma aliquota dos extratos foi diluida em um tubo de ensaio em 2 mL de 4gua

destilada e agitoou-se o sistema vigorosamente por trés minutos e deixando-o em repouso
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por trinta minutos. A reagdo positiva ¢ indicada pelo aparecimento de espuma persistente

apds o repouso.
2.3.6. Teste para Cumarinas

Os extratos foram solubilizados nos solventes apropriados, posteriormente,
aplicados nos spots correspondentes. Como fase estaciondria utilizou-se silica gel 60G
(0,045 mm, Merck ®) granulometria de aproximadamente 0,25 mm; e como eluente
utilizou-se uma mistura de acetato de etila-dcido acético glacial-dcido férmico-agua
destilada, nas propor¢des (100, 11, 11 e 26% v/v), respectivamente. A placa
cromatografica foi revelada sob luz UV (360 nm). O aparecimento de coloracdo amarela

sugere a presenga de cumarinas.

2.4. Extracio e isolamento de diterpenos

Para a obten¢ao dos extratos, as folhas coletadas foram secas em estufa a 40°C
ao abrigo da luz até que fosse obtido uma massa constante. Posteriormente, as folhas
foram trituradas em um moinho de facas. O material (8,0 g) foi extraido com tolueno (3
vezes 500 mL) a 60 °C durante 2 h,em sistema fechado e com agitacao continua. O extrato
em tolueno foi filtrado e concentrado sob pressao reduzida a 60° C. Em seguida,
adicionou-se ao extrato, lentamente e sob agitacdo continua, hexano para remog¢ao das
impurezas, obtendo-se um precipitado solido marrom (5,7 g). O precipitado foi
fracionado em coluna de carvdo ativado, eluida com metanol e acetonitrila:metanol
(50:50 v/v), cloroférmio e cloroformio/metanol (95:5 v/v). As fragdes que apresentaram
perfil cromotagrafico semelhante, por cromatografia em camada delgada de silica
(CCDS), foram agrupados e concentrados sob vacuo a 40°C. A fracdo eluida em metanol,
forneceu um solido (0,5 g), que foi agitado com hexano para remocdo de impurezas
soluveis, em seguida o solvente foi removido por filtragdo. O residuo seco foi dissolvido
em 10 mL de cloroférmio, e em seguida adicionou-se 100 mL de hexano, sob agitagdo
continua, para remover a maior parte da matéria corante. Apos esse procedimento obteve-
se um precipitado amarelo palido, denominado P01 (0,3 g) (SALEEM, 2006). Esse

procedimento foi realizado trés vezes.

O sdlido P01 foi fracionado em coluna de silica/AgNO3 (2,5 cm de diametro e 15

cm de silica seca impregnada com 1,5 g de AgNO:s), utilizando-se como eluentes os
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solventes acetatos de etila, hexano e metanol em gradientes crescentes de polaridade
(TAB. 2.1). Desse procedimento foram obtidos 35 fracdes coletadas em volume de 5 mL
cada, reunidas em seis grupos apds analise em CCDS utilizando-se iodo e vanilina como
revelador (TAB. 2.2).

Tabela 2.1 - Fracionamento cromatografico de P01, proveniente da extracdo em coluna de

silica/AgNOs das folhas de P. neochilu

Eluente Fragao
Acetato de etila/Hexano (1:1 v/v) 1-24

Acetato de etila 25-30
Acetato de etila/Metanol (1:1 v/v) 31-33
Metanol 34-35

Tabela 2.2 Reunido das fragdes obtidas do fracionamento cromatografico do precipitado amarelo,

proveniente da extragdo das folhas de P. neochilus

Reunido Grupo de fragdes Massa (mg)
R1 1-9 0,5
R2 10 1,9
R3 11-12 2,4
R4 13-18 8,4
RS 19-22 5,4
R6 23-28 5,6
R7 28-35 5,6

Das reunides obtidas, foi realizada um novo agrupamento (R8) entre R4-RS5 e
estas foram submetidas a outros procedimentos cromatograficos, as demais reunides nao
foram trabalhadas devido a complexidade do perfil cromatografico apresentada e por se

apresentarem em pequenas quantidades.

2.4.1. Fracionamento de R8

O material desse grupo (13,8 mg) apresentou-se como soélido amarelo, sendo
fracionado em coluna de silica (1 cm de didmetro e 15 cm de altura de silica), utilizando-

se como eluente acetato de etila e hexano, em gradientes crescentes de polaridade (TAB.
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2.3). Foram obtidos 32 fragdes de 6 mL cada, reunidas em seis grupos, apos analise em

CCDS utilizando-se iodo e vanilina como revelador (TAB. 2.4).

Tabela 2.3 - Fracionamento cromatografico de R8 em coluna de silica.

Eluente Fragado
Acetato de etila/Hexano (1:1) 1-24
Acetato de etila/Hexano (7:3) 25-32

Tabela 2.4 - Reunido das fragdes obtidas do fracionamento cromatografico de R8

Reunido Grupo de fracoes Massa (mg)
R9 1-8 1,9
R10 9-10 3,1
RI11 11-13 1,9
R12 14-20 5,1
R13 21-24 2,5
R14 25-32 53

As R9, R11, R13 e R14 ndo foram trabalhadas por se tratarem de misturas
complexas e/ou em pequenas quantidades. As reunides R10 e R12 foram submetidas a
estudos posteriores.

O material referente as reunides R10 e R12 apresentaram-se como soélido
amarelos, denominado de PN1 (3,0 mg) e PN2 (5,1 mg), respectivamente. Esses foram
submetidos a analises espectrométricas de IV, RMN de 'H e de '3C. PN2 se tratava de

uma mistura ¢ a estrutura dos componentes da mistura nao foi elucidada.

2.5. Extracao do dleo essencial

Flores frescas de P. neochilus (17,5 g) foram submetidas a hidrodestilagdo em
aparelho tipo Clevenger utilizando-se 1,0 L de agua destilada, por 2 horas a 60 °C. Apds
extracdo e secagem, o 6leo essencial obtido foi acondicionado em frasco de vidro fechado
envolto em papel aluminio, e armazenados em freezer. Os experimentos ndo foram

realizados.
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2.6.  Atividade biologica

2.6.1. Atividade citotoxica

A andlise de citotoxicidade de extratos de flores e folhas foi realizada em
cooperagao com o Departamento de Quimica, Centro de Desenvolvimento da Tecnologia
Nuclear e Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas (Faculdade de Farmacia)
da Universidade Federal de Minas Gerais. Foi realizado o teste de brometo colorimétrico
de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-1l) -2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich). A atividade
citotoxica foi realizada frente a células de leucemia monocitica aguda [ATCCTIB-202
(THP-1)], célula de eritroleucemia humana [ATCC CCL-243 (K-562)], célula de
carcinoma do colon [ATCC CRL-2579 (RKO-AS45- 1)], células de cancer de mama
humano [ATCC HTB-26 (MDA-MB-231)] e linhagem de células ndo tumorais [ATCC
CCL-95.1 (Wi-26VA4)]. As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos (2 x 105
células por po¢o) e incubadas por 24 h em atmosfera de solu¢do umidificada com 5% de
CO2a 37 °C. Apds 24 h, os pogos foram lavados com meio de cultura (RPMI-1640 + soro
fetal bovino inativado a 20% + 2 mmol / L L-glutamina) e incubados por 48 horas com

amostras em concentracdes de 0,10 a 100 pg/mL.

ApOs 48 h, as placas foram tratadas com MTT (5 mg/mL) e utilizando o leitor
de microplacas Spectramax MS5e, medigdes colorimétricas a 550 nm. Todos como
experimentos foram realizados em triplicado. A atividade citotdxica foi definida como
uma reducdo percentual na absorbancia versus culturas de controle ndo tratadas e os
resultados expressos pelos valores de ICso (concentragdo do medicamento que reduziu a

viabilidade em 50%). Os valores de ICso foram calculados no Software OriginPro 8.0.
2.7. Ensaio quimico

2.7.1. Atividade antioxidante por voltametria ciclica (VC) e a voltametria de pulso
diferencial (VPD)

Os extratos de P. neochilus foram investigados quanto ao potencial antioxidante
utilizando-se os métodos eletroquimicos voltametria ciclica (VC) e a voltametria de pulso
diferencial (VPD). Os voltamogramas foram obtidos para solugdes preparadas com 0,01
g do extrato seco previamente diluido em 2 mL de etanol e posteriormente em 10 mL de
tampao fosfato pH =7 (0,1 mol/L). A concentracdo final do extrato na solu¢do foi de 0,83

g/L. Tanto para a voltametria ciclica quanto para a voltametria de pulso diferencial foi
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utilizado o tradicional sistema de trés eletrodos. O eletrodo de referéncia utilizado um
Ag/AgCl (KCI 3 M) de juncao simples e um eletrodo de carbono vitreo e de platina foram
empregados como eletrodo de trabalho e auxiliar, respectivamente. E importante destacar
que o eletrodo de trabalho foi previamente polido e limpo com dgua destilada e etanol.
Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em diferentes velocidades de varredura numa
janela de potencial de -0,2 até 1,0 V enquanto os voltamogramas de pulso diferencial
foram obtidos em uma janela de 0,15 a 50 V com uma amplitude de pulso de 50 mV. Para
fins de comparacgdo, voltamogramas ciclicos de tipicos compostos antioxidantes, acido

ascorbico e Quercetina foram obtidos sob condi¢des semelhantes.
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CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Estudo quimico
3.1.1. Prospeccao fitoquimica

Substancias derivadas do metabolismo secundario das plantas fazem parte de um
grupo extenso de compostos que desempenham a fungdo de defesa e adaptacdo frente as
agressdes externas. Denominadas metabolitos secundarios, essas substancias estdo
divididas em diversas classes na natureza, de acordo com sua rota de sintese na planta e
com semelhangas estruturais (SIMOES et al., 2007). A analise fitoquimica preliminar dos
metabolitos secundarios permite avaliar qualitativamente a composicao dos extratos
estudados. Na Quadro 3.1, sdo apresentados os constituintes fitoquimicos detectados nos
extratos de folhas e flores de P. neochilus. O resultado observado para uma classe de
metabolitos foi classificada como positivo forte, positivo moderado e ndo detectado de

acordo com a coloragdo ou precipitado apresentado.

Quadro 3.1 - Componentes fitoquimicos dos extratos das folhas e flores de P. neochilus

identificados na triagem preliminar dos extratos

Extrato EFF EF EFFI EFI
Triterpenos e/ou Esterdides + ++ - ++
Taninos — Reacao com Cloreto ++ ++ - -
Férrico

Taninos -Reagao com gelatina + + + +
Flavonoides-Reagao Hidroxido de + - - -
Amonio

Flavonoides — Reacgao de ++ + ++ +
Cianidina

Alcaloides _ ++ - +
Saponinas ++ ++ - ++
Cumarinas + + + +

Fase flavonoidica folhas (EFF); extrato hidroalcoolico das folhas (EF); fase flavonoidica flores (EFFI);

extrato hidroalcoolico das flores (EFl). ++ = forte preseng¢a; + = presenca moderada; - = ndo detectado.

Triterpenos e compostos esterdidais foram detectados em todos os extratos, exceto
na fase EFFI. Os resultados foram considerados positivos devido ao desenvolvimento de
uma coloracdo verde apds a reacdo de Lieberman-Burchard. Triterpenos, um diterpeno, e

dois esterdides foram previamente descritos como constituintes presentes nos extratos
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obtidos a partir das partes aéreas de P. neochilus (p. 35) (ANDRADE et al., 2018,
TORRES, 2014, VIANA, 2011). Estudos sugerem que os terpendides sejam os principais
compostos relacionados as atividades antioxidantes e antimicrobianas demonstradas por

extratos obtidos das espécies do género Plectranthus (R1JO et al., 2012).

Os taninos s3o compostos polifendlicos de alto massa molecular, que formam
complexos fortes com proteinas e outras macromoléculas. Esses podem estar
concentrados no caule, casca e/ou folhas e seu papel principal nas plantas € a protegao
contra a decomposicao, predacdo e incéncios. Existem trés classes principais de taninos
que incluem hidrolisdveis ou pirogaldis (galotaninos e elagitaninos), taninos condensados
e complexos. Todos os extratos avaliados apresentaram resultado positivo para o teste
indicativo da presenca de taninos, devido a formagdo de precipitado. E nos testes
realizados com cloreto férrico observou-se o desenvolvimento da coloracdo verde,
indicativa da presenca de taninos consensados de forma mais intensa no extrato das folhas
(EF) e fase flavonoidica das folhas (EFF). Tradicionalmente P. barbatus Andrews ¢é
utilizada em comunidades locais do Quénia como cerca viva, para estabelecer
demarcagdes de terras, devido a sua resisténcia ao fogo. Essa resisténcia ¢ uma
caracteristica predominante em plantas com alto teor de taninos. A triagem fitoquimica
dos extratos de P. barbatus revelou que as folhas continham alto teor de taninos do tipo
hidrolisavel (OBIERO, 2017). A presenca de taninos também foi sugerida em triagem
preliminar para as espécies P. amboinicus (Lour) Spreng e P. stocksii Hook, e a presenca
correlacionda com a atividade antioxidante demonstrada pelos extratos destas plantas
(MUNIYANDI et al., 2017; BHATT et al., 2013).

A presenca de flavonoéides foi observada em todos os extratos e mais fortemente
nas fases flavonoidicas das folhas e flores, evidenciando o isolamento dos mesmos de
acordo com a metodologia proposta. O resultado foi confirmado com a reacdo de
Cianidina. Diversas atividades biologicas, como atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias e anticincer, estdo associadas aos flavonodides (VERDI et al., 2005).
Existem relativamente poucos relatos sobre a ocorréncia de flavondides nos extratos de
Plectranthus. Segundo MATIAS e colaboradores (2019), apenas 17 flavonoides haviam
sido encontrados no género até 2015, especialmente em P. amboinicus (11 flavonodides
de extratos obtidos da planta inteira). A flavona cirsimaritina (55) e o flavonol rutina 59)
foram previamente descritas como constituintes dos extratos etandlico e aquoso,

respectivamente (MATIAS et al., 2016, VIANA, 2011). Os compostos fendlicos ou
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polifenodis, representados principalmente por taninos e flavonoéides, sdo um dos principais
eixos de pesquisa, pois sdo considerados potentes antioxidantes, agentes anti-

inflamatorios, antibacterianos, antivirais e anti-cancer (BENARIBA et al., 2013)

Na identificagdo de alcaldides nos extratos das folhas e flores observou-se a
formacao do precipitado branco para o reativo de Mayer e o resultado foi confirmado com
o reativo de Dragendorff (precipitado floculoso). Na identificacdo de alcaloides na fase
alcoloidica das folhas e flores observou-se a formagdo do precipitado branco para o
reativo Mayer e o resultado foi confirmado com o reativo de Dragendorff (precipitado
floculoso). A presenga de alcaloides nos extratos metanodlico e hidrometanolico das folhas
de P. neochilus foi sugerida em triagem fitoquimica (HAMADOU et al., 2020). A
presenca de alcaloides foi sugerida em estudos preliminares para algumas espécies de
Plectranthus, no entanto, na literatura nao existem relatos de alcaloides previamente
isolados no género, para verificagdo dos resultados ¢ necessario empregar métodos
analiticos (Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas ou Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas) para eliminar os falsos positivos. Devido
a sua variabilidade estrutural, os alcaldides podem atuar como repelentes, anti-
hipertensivos, antitumorais, hipnoanalgésicos, estimulantes do sistema nervoso central,

antivirais, tratamento da doenca de Alzheimer, simpatomimético e diurético (SIMOES et

al., 2007).

No teste realizado para saponinas, ndo foi detectada a presenca dessa classe de
metabolitos apenas na fase flavonoidica das flores. As saponinas ocorrem
constitutivamente em muitas espécies de plantas como parte de seu sistema de defesa. No
entanto, o conteudo de saponina em plantas parece ser dindmico, respondendo a muitos
fatores externos, incluindo varios estimulos bidticos ligados ao ataque de herbivoria e
infeccdo patogénica, bem como envolvidos em simbioses mutualisticas de plantas com

bactérias rizobianas e fungos micorrizicos (SCHENKEL et al., 2001).

A presenca de cumarinas foi sugerida nas amostras testadas. Derivados do
metabolismo da fenilalanina e identificados em plantas, as cumarinas sdo caracterizadas
por extensa quimodiversidade e atividades farmacologicas, como por exemplo, atividades
imunossupressoras, relaxamento vascular, antipasmodica, antitrombdtica, antioxidante,

vasodilatadora e atividades relacionadas ao relaxamento muscular (SIMOES et al., 2007).
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3.1.2. Identificagdo de compostos flavonoidicos nos extratos de folhas e flores
de Plectranthus neochilus por CLAE

O extrato de flor (EFI) e o extrato de folha (EF) obtidos por maceragdo, a fase
flavonoidica da flor (EFFL) e fase flavonoide da folha (EFF) obtidos por parti¢do foram
analisados por CLAE a 190 a 400 nm. A mistura dos quatro padrdes de flavonoides e um
acido fenolico na analise por CLAE (FIG. 3.1) foi utilizada para comparagao dos tempos

de reten¢dao com os cromatogramas dos extratos e fases das folhas e flores de P. neochilus.

Figura 3.1 - Cromatograma da mistura dos padroes de flavonoéides e acido fenolico (280 nm;
tempo de retengdo (min) catequina (13,7), acido cafeico (16,7), (-)-epicatequina (18,3), rutina

(28,2), quercetina (34,6)
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minutos
Condigdes: Fase movel: solu¢do aquosa acido formico 0,1% (A) e metanol (B). O fluxo foi de 1 mL/min e
o gradiente de elui¢do 95% B (0 min), 5% B (65 min), 5% B (70 min), 95% B (75 min), 95% B (85 min).
Os comprimentos de ondas de detec¢do foram de 190 a 400 nm e selecionado o melhor comprimento de

onda, 280 nm.

O extrato das folhas (EF) na andlise por CLAE ¢ mostrado na Figura 3.2 (p. 59).
Os picos no cromatograma foram atribuidos como epicatequina e o composto fendlico

acido cafeico, apds comparagdo com CLAE da mistura dos flavonoides e 4cido fendlico

(FIG. 3.1).
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Figura 3.2 - Cromatograma do extrato hidroalcoodlico das folhas obtidos de Plectranthus

neochilus. (280 nm; tempo de retengdo (min) acido cafeico (16,7), (-)-epicatequina (18,3).
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Condi¢des: Fase movel: solugdo aquosa acido formico 0,1% (A) e metanol (B). O fluxo foi de 1 mL/min e
o gradiente de elui¢do 95% B (0 min), 5% B (65 min), 5% B (70 min), 95% B (75 min), 95% B (85 min).
Os comprimentos de ondas de detec¢@o foram de 190 a 400 nm e selecionado o melhor comprimento de
onda, 280 nm.

O cromatograma da fase flavonoidica das folhas (FF) de P. neochilus na analise
por CLAE ¢ mostrado na FIGURA 3.3, pag. 60 . Os picos no cromatograma foram
atribuidos como catequina, epicatequina e quercetina ¢ o composto fenolico acido
caféico, apds comparagao com o cromatograma da mistura dos flavondides e acido
fenolico (FIG. 3.1, p. 58). Observa-se que a extragao por particao das folhas aumentou a
intensidade dos picos da catequina, acido cafeico e epicatequina em comparagdo com
FIGURA 3.2 que corresponde ao extrato bruto, o que reflete a possivel maior quantidade

dos compostos fenolicos extraida.
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Figura 3.3 - Cromatograma da fase flavonoidica das folhas obtidos de Plectranthus. neochilus.

(280 nm; tempo de retencdo (min) catequina (13,7), acido cafeico (16,7), (+)-epicatequina (18,3)

e quercetina (34,6).
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Condi¢des: Fase movel: solugdo aquosa acido formico 0,1% (A) e metanol (B). O fluxo foi de 1 mL/min e

o gradiente de elui¢do 95% B (0 min), 5% B (65 min), 5% B (70 min), 95% B (75 min), 95% B (85 min).
Os comprimentos de ondas de deteccdo foram de 190 a 400nm e selecionado o melhor comprimento de
onda, 280 nm.

O extrato das flores (EFI) na analise por CLAE ¢ mostrado na Figura 3.4.Um
dos picos no cromatograma foi atribuidos como quecertina, apds comparagdo com o

cromatograma da mistura dos flavonoides e acido fenolico (FIG. 3.1).

Figura 3.4 - Cromatograma do extrato das flores obtidos de Plectranthus neochilus. (280 nm;

tempo de retengdo (min) quercetina (34,6).
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Condigdes: Fase movel: solu¢do aquosa acido formico 0,1% (A) e metanol (B). O fluxo foi de 1 mL/min e
o gradiente de elui¢do 95% B (0 min), 5% B (65 min), 5% B (70 min), 95% B (75 min), 95% B (85 min).
Os comprimentos de ondas de deteccao foram de 190 a 400 nm e selecionado o melhor comprimento de
onda, 280 nm.
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A fase flavonoidica das flores (FFl) de P. neochilus na analise por CLAE ¢
mostrado na Figura 3.5. Os picos no cromatograma foram atribuidos como epicatequina,
quercetina e o composto fenolico acido caféico, apds comparagdo com CLAE da mistura
dos flavondides e acido fendlico (FIG. 3.1, p. 58). Na extragdo por parti¢ao das flores os
picos referentes a epicatequina e o acido cafeico foram observados, diferentemente do

extrato bruto (FIG. 3.4).

Figura 3.5 - Cromatograma da fase flavonoidica das flores obtidos de P. neochilus. (280 nm;

tempo de retencdo (min) acido cafeico (16,7), (-)-epicatequina (18,3), quercetina (34,6).
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Condigdes: O fluxo foi de 1 mL/min e o gradiente de elui¢cdo 95% B (0 min), 5% B (65 min), 5% B (70
min), 95% B (75 min), 95% B (85 min). Os comprimentos de ondas de detec¢@o foram de 190 a 400 nm e
selecionado o melhor comprimento de onda, 280 nm.

Os trés compostos flavonodidicos catequina (60), epicatequina (61), quercetina (62)
e um composto fenodlico, acido cafeico (39) (FIG. 3.6) foram identificados nas amostras
quando comparados aos tempos de retencao padrao. MATIAS e colaboradores (2019)
descrevem para os extratos de P. neochilus os seguintes compostos fenolicos: acido
cafeico, acido clorogénico, acido rosmarinico e rutina, como citado anteriormente.
Catequina, epicatequina e quercetina foram identificados pela primeira vez na espécie.
Segundo levantamento realizado, os estudos fitoquimicos do extrato das flores e extratos

por parti¢do sdo descritos pela primeira vez para P. neochilus.
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Figura 3.6 - Flavonoides e compostos fendlicos identificados por CLAE nos extratos das flores

e folhas de P. neochilus.
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3.1.2. Determinacdo estrutural do diterpeno isolado de Plectranthus neochilus Schitr.

3.1.2.1 PN1

PN1 (63)

O composto PN1 foi isolado do extrato toluénico das folhas e caules,
apresentando-se como um solido amarelo. O alto grau de pureza cromatografica de PN1
foi sugerido por andlise em CCDS. e detectado por CLAE, sendo observado um pico

separado e intenso no cromatograma (FIG. 3.7), registrado em 33,10 minutos.
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Figura 3.7 - Cromatograma de PN1 isolado de P. neochilus (tempo de retengao: 33,10 minutos

em 250 nm)
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Condicdes: léaselm()\./el: ‘solulgﬁo naqu:)sa écid‘;) f(’)rmig-o 0,1%'(A) e m;tan.ol (1"3). O fluxo foi de 1 mL/min.
Elui¢do no modo isocratico A/B (10:90) em 40 min.

O espectro de IV (FIG. 3.8) mostra bandas de absor¢io em 3346 cm’,
caracteristicas de estiramento de O-H, banda larga e fraca, devido grupos vicinais que
podem realizar ligagdes de hidrogénio intramolecular; em 1021 e 1220 cm’!, banda
caracteristica de estiramento de C-O de ésteres; uma banda em 1730 e 1716 cm™! ,
referente a deformacao axial de C=O de ésteres alifaticos (dupleto devido a ressonancia
de Fermi); em 1673 cm™! , banda caracteristica estiramento de C=O conjugada com
ligagdo dupla; em 2921 cm™!, banda caracteristica de estiramento de C-H (BARBOSA,
2007).

Figura 3.8 - Espectro de absorcao na regido do IV da substancia PN1 isolada do extrato toluénico

das folhas e de Plectranthus neochilus.
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O espectro UV-Vis de PN1 em metanol apresentou banda de absor¢ao (Amax) em
244 nm (FIG. 3.9). O uso de cloreto de aluminio (AICl3) auxiliou na determinagao
espectrofotométrica da presenca de grupos capazes de formar complexos estaveis.
(LIANDA e CASTRO, 2008).

Figura 3.9- Espectros de absor¢do no UV-Vis (200-800 nm) da substancia PN1 isolada de P.
neochilus
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A natureza terpénica de PN1 foi evidenciada pela analise do espectro de RMN de
'H (FIG. 3.10 a 3.15, p. 61-63), que apresenta multiplos sinais na regido entre oy 1,03-
2,32 ppm, referentes a hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos. Foram observados
cinco simpletos em on 1,03, 1,09, 1,91, 1,96, 2,14 ppm relativos a grupos metilas sendo
trés desses referentes a grupos acetoxila; um sinal de hidrogénio adjacente a carbonila (dn
5,71); cinco sinais de hidrogénios metinicos (Ju 1,55, 3,35, 2,07, 4,15, 4,68). No espectro
observam-se trés dupletos em on 1,20 (J = 13,11 Hz), 2,78 (J=4,94 Hz), 4,12 (J=11,31
Hz), correspondentes a grupos metilénicos; dois dupletos duplo em on 1,65 (J= 5,36 Hz),
4,27 (J= 5,65 Hz) correspondentes a dois grupos metilénicos e um tripleto em on 3,57 (J
= 11,42 Hz) correspondente a um grupo metilénico. O espectro apresenta sinais em Jon
1,28; 2,31 e 7,89 que foram atribuidos a impurezas, pois ndo foram observadas

correlagcdes com outros sinais da amostra, nos experimentos de RMN 2D.



Figura 3.10 — Espectro de RMN de 'H de PN1 (500 MHz, MeOD).
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Figura 3.11 - Seccdo expandida do espectro de RMN de 'H de PN1 na regidio de 6u 0 - 1,50 ppm

(500 MHz, MeOD)
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Figura 3.12 - Secc¢do expandida do espectro de RMN de 'H de PN1 na regido de én 1,50-1,85
ppm (500 MHz, MeOD)
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Figura 3.13 - Secgdo expandida do espectro de RMN de 'H de PN1 na regido de on 1,85-2,50
ppm(500 MHz, MeOD)
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Figura 3.14 - Seccio expandida do espectro de RMN de 'H de PN1 na regido de én 2,50-3,80
ppm(500 MHz, MeOD)
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Figura 3.15 - Seccdo expandida do espectro de RMN de 'H de PN1 na regido de on 3,80-6,00
ppm(500 MHz, MeOD)
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A andlise dos mapas de contornos 'H-*C HSQC (FIG.3.18-3.20, p. 72 a 73) e 'H-
3C HMBC (FIG. 3.21-3.28, p. 73 a 77) indicou a presenca de 26 sinais de carbonos,
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sendo dez nao hidrogenados, seis metinicos, cinco metilénicos e cinco metilicos. Dentre
esses sinais, dois foram atribuidos a grupos carbonilas de cetonas (dc 194,20 e 196,17),
trés a carbonilas de grupos acetoxilas (dc 169,34;170,90 e 172,24), dois a carbonos
olefinicos (dc 140,00 e 157,00) e trés a carbonos metinicos oxigenados (dc 66,36; 68,40
e 75,56), sendo dois destes relativos a carbonos carbinolicos. Devido ao numero de de

sinais de carbonos observados, foi considerada a natureza diterpénica da amostra.

Os sinais atribuidos aos carbonos C8 (dc 140,00), C9 (dc 157,00), C11 (¢ 196,17),
C12 (0c 75,56), C13 (dc 35,50), C14 (oc 194,20), C15 (oc 24,08), C-16 (oc 14,03) e C17
(6c 62,76) foram atribuidos por compara¢iocom os dados de RMN de '*C descritos na
literatura (TAB. 3.1, p. 79) aliada as sinais de correlagdo observadas nos experimentos
2D e discutidas a seguir. Desta forma, definiu-se para PN1 o esqueleto do tipo

espirocoleona.

O sinal atribuido a C11 (éc 196,17), no mapa de contorno 'H-"*C HMBC (FIG.
3.21-3.28, p. 73 a 77), apresenta correlagdo *J com um hidrogénio dedn 5,71, pertencente
ao grupo metinico, que foi atribuido a H7. O sinal de C14 (dc 194,20) também apresenta
correlagio 2J com esse hidrogénio em Ju 5,71, atribuido a H7 e com os sinais em Ju 1,25
e 1,65 de grupo metilénico, atribuidos a H16 (°J) (‘H-"*C HSQC, FIG.3.18-3.20, p. 72 a
73).

O sinal em dc 35,5, atribuido a C13 através do mapa de contorno 'H-'3C HMBC
(FIG. 3.21-3.28, p. 73 a 77), apresenta correlagcdes com os hidrogénios em Ju 1,25 ¢ 1,46;
ou 4,27 e 3,57, relativos a hidrogénios metilénicos e Jou 5,71, relativos a hidrogénios
metinicos, atribuidos respectivamente a H16 (%/), H17 (>J) e H12 (2J). O carbono em dc
75,56, atribuido a C12, apresenta correlacdes >J com o hidrogéniody 1,25 e 1,46, relativos

aos hidrogénios metilénicos, atribuidos a H16.

O carbono déc 14,03, atribuido a C16 (‘H-*C HSQC, FIG.3.18-3.20, p. 72 a 73),
apresenta correlagcdes com o hidrogénio du 3,57 e 5,71 relativo a hidrogénios metilénicos
e metinico, respectivamente, atribuidos a H17 (*J) e H12 (*J). No mapa de contorno 'H-
"H COSY (FIG. 3.29 a 3.32, p. 77 e 79) pode-se observar o acomplamento entre o sinal
de H16 e o hidrogénio atribuido a H15.

O carbono dc 62,76, atribuido a C17, apresenta correlagdes *J com os hidrogénios
on 1,25 e 1,46 relativos a hidrogénios metilénicos, atribuidos a H16 ('H-'*C HMBC, FIG.
3.21-3.28, p. 73 a 77). No mapa de contorno COSY (FIG. 3.29 a 3.32, p. 77 e 79) pode-
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se observar o acomplamento entre oH17 e o carbono Jc 24,08 de grupo metinico,
atribuido a H15. Observa-se correlagdes entre o H17 e o sinal dc 172,24, atribuido a

carbono carbonilico do gupo acetoxila ('"H-"*C HMBC, FIG. 3.21-3.28,p. 73 a 77

O carbono ¢ 24,08, atribuido a C15 ('H-*C HSQC, FIG.3.18-3.20, p. 72 a 73),
apresenta correlagdes com os hidrogenios Jn 1,25 e 1,46; 3,57 ¢ 4,27 relativos a
hidrogénios metilénicos, atribuidos a H16 (%/) e H17 (%)) e também Ju 5,71, relativo a

hidrogénio metinico, atribuidos a H12 (*J) ("H-'*C HMBC, FIG. 3.21-3.28, p. 73 a 77).

No mapa de contorno 'H-"*C HMBC (FIG. 3.21-3.28, p. 73 a 77), sdo observadas
correlagdes °J entre o hridrogéniode H6 (Ju 4,15) com o carbono em Jc 40,00 relativo a
carbono nao hidrogenado, atribuido a C-8 . Para o sinal de H7 (Jc 5,70) sdo observadas
correlagdes com os carbonos em dc 157,00 e 140,00 também relativos a carbonos nao
hidrogenados, atribuidos a C9 (°J) e C8 (%)), respectivamente (‘H-'*C HMBC, FIG. 3.21-
3.28,p. 73 a 77).

O carbono em dc 66,36, atribuido a C6 ('H-'3C HSQC, FIG.3.18-3.20, p. 72 a 73),
apresenta correlacdes com os hidrogénios em du 1,55 e 5,70, relativos a hidrogénios
metinicos, atribuidos a H5 (3J) e H7 (%), respectivamente. O correla¢io entre os sinais
H6 e H7 pode ser observado pelo mapa de contorno 'H-'H COSY (FIG. 3.29 a 3.32, p.
77 e 79). Pelo mapa de contorno 'H-'*C HMBC (FIG. 3.21-3.28, p. 73 a 77), foram
observadas correlacdes entre os carbonosem dc 40,19 e 140 relativos a carbonos nao
hidrogenados e em dc 68,40 e 51,06 relativos a carbonos metinicos, atribuidos a C10, C8,

C7 e C5, respectivamente ('H-'3C HSQC, FIG.3.18-3.20, p. 72 a 73).

No mapa de contorno 'H-1*C HMBC (FIG. 3.21-3.28, p. 73 a 77), sdo observadas
correlacdes o hidrogénio H7 (du 5,70) e o carbono em dc 170,90 relativo a carbonila de
um grupo acetoxila. E sdo observados correlagdes entre o o hidrogénio H-12 e o carbono

oc 169,34 relativo a carbono carbonilicodo grupo acetoxila.

O sinal em dc 35,9, atribuido a C4 ('H-'3C HMBC, FIG. 3.21-3.28, p. 73 a 77),
apresenta correlacdo com o hidrogénio em oJu 1,09 relativo a hidrogénio metilico,

atribuido a H-19 ('H-'3C HMBC, FIG. 3.21-3.28, p. 73 a 77).

O carbono atribuido a C3 apresenta correlagdes >/ com o sinal hidrogénio em dn
2,78, de grupo metilénico, que foi atribuido a HI . O carbono atribuido a C1 apresenta,

correlacdo com os hidrogénioem dn 4,12, 3,35 e 1,55 de grupos metinicos, atribuidos a
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H-20 (*J) e H5 (°]), respectivamente. O carbono, atribuido a C2 apresenta correlacdes
com o hidrogénio em du 1,20 de hidrogénios de grupo metilénico, que foram atribuidos a
H3 (%J). Os carbonos metilicos, C18 e C19, apresentam correlagdes com o hidrogénio em

on 1,20 de hidrogénio de grupo metilénico, que foi atribuido a H3 (°J).

O sincarbono C20 apresenta correlagdes com os hidrogénios em Ju 1,55 de
hidrogénios de grupo metinico, atribuido a H-5 (*J). O C10 apresenta correlagdes com os
hidrogénios em Ju 4,12, 3,35, 1,55 e 4,15 de grupos metinicos, atribuidos a H20 (*/), H5
(%)) e H6 (°J), respectivamente.

A Figura 3.16 resume as principais correlacdes observadas nos mapas de

contornos HMBC e COSY observadas para PN1.

Figura 3.16 - Principais correlagdes observadas nos mapas de contornos HMBC e COSY, para o

composto PNI1.

Considerando as analises efetuadas, foi proposta a estrutura do diterpeno abietano,
do tipo espirocoleona identificado como sendo o 7,17,20-triidroxi-6,12-diidroxi-13,16-
ciclo-8-abietano-11,14-diona (63). Nao foram realizados experimentos para a
determinagdo da estereoquimica do composto, desta forma, as atribui¢des dessa natureza
foram realizadas por comparagio com os dados de RMN de 'H e de *C de PN1 e os de
compostos relacionados, previamente descritos. Segundo levantamento bibliografico
realizado, PN1 trata-se de um composto inédito na literatura. No entanto, para a
elucidagdo estrutural inequivoca, outros experimentos devem ser realizados como COSY

duplo quantum e NOESY.

Abientanoides do tipo espiro foram isolados de apenas cinco espécies de

Plectranthus, P.scutellarioides (extrato em CHCl3, 64) (ITO et al., 2018), P. porcatus
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(extrato acetdnico, 65) (SIMOES et al., 2010), P. lanuginosus (65, RUEDI et al., 1983),
P. zeylanicus (extrato hexanico, 66) (NAPAGODA et al., 2014), P. barbatus var. grandis
(extrato em CHCls, 67), P. barbatus var. grandis (extrato hexanico, 68) (DE ARAUJO et

al., 2010), sendo descritos até o momento, apenas os compostos 64 a 68 (FIG. 3.17).

Figura 3.17 - Diterpendides do tipo abietano espirocoleonas previamente identificados em

espécies do género Plectranthus

Espirocoleona: R' = R? = OH (65)

Coleon P: R' = H, R?= OAc (66)

OAc

3B-hidroxi-3-deoxibarbatusina (67) Barbatusina (68)
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Figura 3.18- Seccao expandida do mapa de contorno HSQC de PN1 na regido de dc 10 a 35 ppm
(500 MHz, MeOD).
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Figura 3.19 - Secgdo expandida do mapa de contorno HSQC de PN1 na regido de dc 35 a 59 ppm
(500 MHz, MeOD).
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Figura 3.20 - Seccgdo expandida do mapa de contorno HSQC de PN1 na regido de dc 60 a 78 pm

(500 MHz, MeOD)
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Figura 3.21- Seccdo expandida do mapa de contorno HMBC de PN1 na regido de dc 190-200
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Figura 3.22 - Seccdo expandida do mapa de contorno HMBC de PN1 na regido de dc 163-178

ppm (500 MHz, MeOD)
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Figura 3.23 Seccdo expandida do mapa de contorno HMBC de PN1 na regido de dc 136-160

ppm (500 MHz, MeOD)
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Figura 3.24 - Seccdo expandida do mapa de contorno HMBC de PN1 na regido de dc 60-76 ppm

(500 MHz, MeOD)
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Figura 3.25 - Secgdo expandida do mapa de contorno HMBC de PN1 na regido de dc 60-76 ppm

(500 MHz, MeOD)
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Figura 3.26 - Secgdo expandida do mapa de contorno HMBC de PN1 na regido de dc 26-52 ppm
(500 MHz, MeOD)

19

C18H5 — 28
0 0@0 0 Qo o[
0@ C18/H3 N
— 32
@ @ — 34
Q c13m1s ° @ m Cl3HIE C3HIS [36
C10/HS CIHLS ® — 38
o oY) ., e DQ o
C10MH3 cloms ' [— 42
p= E
— 44
— 46
coms csHIS 9%
Q O.Ci-Hi 0 C5/H18 — 50
0 N
PPM (F1)

T I T | T | T | T I T l T I T | T | T | T | T '| T ] T ‘ T | T | T [ T I T | T | T | T '| T | T | T
PPM (F2) 1.64 1.601.56 1.52 1.48 1.44 1.40 1.36 1.321.28 1.24 1.201.16 1.12 1.08 1.04 1.00 0.96 0.92 0.88 0.84 0.80

Figura 3.27 - Secgdo expandida do mapa de contorno HMBC de PN1 na regido de dc 26-52 (500
MHz, MeOD)
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Figura 3.28 - Secgdo expandida do mapa de contorno HMBC de PN1 na regido de dc 12-29 (500
MHz, MeOD)
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Figura 3.29 - Mapa de contorno COSY de PN1 (500 MHz, MeOD)
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Figura 3.30 - Seccdo expandida do mapa de contorno COSY de PN1 na regido de du 3,0-5,8
(500 MHz, MeOD)
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Figura 3.31 - Seccdo expandida do mapa de contorno COSY de PN1 na regido de du 2,0-4,4 (500
MHz, MeOD)
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Figura 3.32 - Seccdo expandida do mapa de contorno COSY de PN1 na regido de du 0,0-4,4
(500 MHz, MeOD)
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Tabela 3.1 - Deslocamento quimicos de RMN de °C de d '"H de PN1 e dados de RMN dos
compostos espiroscutelona C (ITO et al.,2018) e espirocoleona (RUEDI et al.,1983)

Espiroscutelona (64) Espirocoleona (65) PN1 (63)
Espiroscutelona C (64)* Espirocoleona (65)° PNI (63)
(ITO et al., 2018) (RUEDI et al., 1983)
N° Jc OH dc OoH oc OH
1 36,1 1,43 (m) 38,76 al,29 td 39,4 al,38
2,80, dt (13.8, 3.4) 2,05 m** B2,78 d (13,11 Hz)
2 27,7 1,80 (m) 20,11 ol,5 ddddd 19,11 1,83
B1,79 ddddd
3 78,1 3,20, dd (10.9, 5.2) 40,27 al,26 ddd 38,86 a1.20 dd (4,94 Hz)
B1,55brd B157s
4 39,8 — 39,81 — 35,9 -
5 48,8 1.25,s 50,33 al72d 51,06 1,55s

6 66,9 4,31 s 70,30 04,23 m* 66,36 4,15s
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10
11
12
13
14
15
16

17

18
19

20

Ac-7

Ac-12

Ac-17

6B-OH
7a-OH
120-OH

69,1
139,1
157,6
39,2
1942
74,4
34,9
192,5
233
13,4

61,6

28,3
17,3

21,4

169,7
20,6
169,2
20,5

170,1
20,8

5,58,d,2.3

2.07 (m)
1,14 (dd, 9.2, 5.2)
1,69 (dd, 6.2, 5.2)

3,59 (m)
4,23 (dd, 12.0, 5.2)

1,03 (s)
1,17 (s)

154 (s)

1,97 (s)

2,16 (s)

1,90 (s)

67,16

142,49
156,17
40,08
200,28
78,57

37,47

198,00
21,63

27,28

14,15

29,37
68,72

22,73

B4,63 dd

1,44 m**

A 1,08 dd
B 0,92 dd

1,26 d

1,26 d
A 424dd
B 3,33dd

1,74 s

4,99d
4,26 d
5,12brd

68,40
140,00
157,00
40,19
196,17
75,56
35,50
194,20
24,08
14,03

62,76

28,83

67,56

170,90
20,90

169,30
20,47

172,24
20,90

80

4,68 s
5,70

2,069 (s)
1,25 m
1,65 dd (5,86 Hz)
a3,57t(11,42 Hz)
b 4,27 dd (5,65 Hz)

1,03 s
1,09 s

3,35
4,12d (11,31 Hz)

1,96 (s)

2,14 (s)

1,91 (s)

Legenda: m: multipleto, dt: duplo tripleto, dd: duplo dupleto, s: simpleto, d: dupleto, t:tripleto, ddddd duplo
duplo duplo duplo dupleto. *'H 500 MHz; '*C 125 MHz. CDCl;® 'H 200 MHz; '*C 20 MHz. CDCl;

3.2

Atividades biologicas

3.2.1. Atividade citotoxica

Os extratos de P. neochilus foram avaliados quanto ao potencial citotoxico frente

a linhagens de células tumorais, K562, RKO-AS45-1, MDA-MB-231, e uma linha de

célula leucémica, THP1 e uma linhagem de célula ndo tumoral, Wi-26VA4. No teste foi

utilizando o etoposideo como composto citotoxico padrao. A Tabela 3.2 apresenta os

resultados de citotoxicidade dos extratos de flores (EF1) e folhas da planta (EFF).
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Tabela 3.2 - Atividade citotoxica do extrato de flores (EF]) e da fase flavonoidica (EFF) das
folhas de Plectranthus neochilus e do etoposideo (controle) para linhagens celulares tumorais e

nao-tumoral.

ICso (ug/mL) £ SD *

Material
THP-1 K562 RKO-AS45-  MDA-MB- Wi-26VA4
1 231
EFF 9.19+158 1250+1.44 28.19+275 32.00+425 59.66+3.05
EFI 3276 +£2.87 46.15+3.01 67.88+398 70.01£5.08 78.70+4.76
Etoposideo  12.04+232 9.11+£1.33 10.66+223 12.00£0.63 8.63+0.13
P valor <0,05° <0,05¢ <0,05¢ <0,05° <0,05¢
> 0,05° > 0,05¢

* valores como padrao + padrao da média; a: THP-1, etoposideo vs EFF; b: THP-1, etoposideo vs EFF; c:
K562, etoposideo vs todos os extratos; ¢: K562, etoposideo vs todos os extratos; d: K562, etoposideo vs
todos os extratos; ¢: RKO-AS45-1, etoposideo vs todos os extratos; ¢: Wi-26VA4, etoposideo vs todos os

extratos.

A agdo citotoxica apresentada pelo extrato foliar rico em flavondides (EFF) foi
mais significativa frente a linhagem celular de eritroleucemia humana carcinogénica K-
562. Quando comparada a quimioterapia nao seletiva (etoposideo), a fase flavonoidica
das folhas demonstrou atividade citotoxica significativa frente as linhas celulares de
leucemia monocitica aguda (THP-1). E importante notar que a citotoxicidade de todos os

extratos foi menor que a do etoposideo em relagdo a linha celular nao tumoral.

Em estudos previamente descrito, o extrato hexanico das folhas de P. neochilus
apresentou atividade citotoxica contra células de cancér de lingua (SCC-25) com valor de
ICso de 17,2%, comparando a cisplatina (quimioterapico padrao, 36,6%) pelo método de

MTT (brometo de [3-4,5-dimetilazol-2il-2,5-difeniltetraz6lio (BORGES et al., 2016).

Matias e colaboradores (2019) descrevem para o extrato em acetona de P.
madagascariensis a reducdo da viabilidade das células MDA-MB-231 de 20,1%,
resultando em uma atividade citotoxica promissora comparando com doxorrubicina
(quimioterapico padrao) e utilizando-se o método de ensaio de coloragdo com violeta de

cristal (MATIAS et al., 2019). Diferentemente, desse resultado, nesse ensaio o extrato de



82

P. neochilus apresentou ICso maior que o do etoposideo para essa mesma classe de

células tumorais.

Nos estudos conduzidos por Garcia e colaboradores (2018b), extratos acetonico
de P. strigosus e P. madagascariensis apresentaram potencial atividade citotéxica em
relacdo a adenocarcinoma de c6lon humano (HCT116) e mama (MCF-7) e carcinoma de
pulmao (NCI-H460), comparando-se com a doxorrubicina e utlizando o método ensaio
de sulforodamina B (SRB). Para os extratos etanolicos de P. barbatus foi observada
atividade citotoxica notavel frente a linhas celulares de cancer cervical humano (HeLa),
carcinoma hepatocelular hepatico (HepG2) e cancer de célon humano (HT-29),
apresentando I1Csp menores e/ou proéximos do controle quimioterdpico dasatinibe

(MOTHANA et al., 2019).

De acordo com os resultados obtidos, a planta possui substancias potencialmente
antitumorais que requer mais estudos, incluindo de toxicidade para outras linhagens de
células ndo tumorais € in vivo, para verificar o potencial toxico para a populagdo que

utiliza a planta na medicina popular.

3.2.2. Atividade antioxidante por voltametria ciclica (VC) e a voltametria de pulso

diferencial (VPD)

Compostos que apresentam propriedades captadoras de radicais livres, foram
identificados nas espécies de Plecthanthus (KYUNG-A et al., 2011). A avaliacao do
potencial antioxidante de plantas medicinais ou compostos isolados ¢ de extrema
importancia, considerando que os radicais livres estdo relacionados diretamente com o
surgimento de diversas doencas como isquemia cerebral e cardiaca, doencas de
Parkinson, distirbios gastrointestinais, envelhecimento, cancér entre outros (ABDEL-
MOGIB et al., 2002; LUCKHOBA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2012). Estudos
conduzidos com extrato em metanol e aquoso de P. neochilus, utilizando-se o método de
DPPH, demonstraram atividade antioxidante relevante com valor de RSA (atividade de
eliminacdo de radical) de 64,9% e 68,9, respectivamente, em comparagdo com acido

ascorbico (93,4%) (MATIAS et al., 2019).

A determinacdo da atividade antioxidante por voltametria ciclica ¢ uma
interessante forma de avaliacdo desta agdo, pois apresenta resultados rapidos, simples e

sensiveis, além de requerer reduzida quantidade de amostra, levando em considerag@o o
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baixo rendimento dos extratos obtidos das plantas (SOCHOR et al., 2013). A Figura 3.33
apresenta os resultados encontrados pela VC e pela VPD, respectivamente, para o extrato
bruto das folhas de P. neochilus (EF) em tampao fosfato pH 7 0,1 mol/L e etanol. No
voltamograma ciclico, a densidade da corrente oxidativa comeca a aumentar em
potenciais proximos 240 mV apresentando pico de intensidade méxima de oxidagdo em
torno de 290 mV. O voltamograma de pulso diferencial (VPD) segue um padrao
semelhante ao do VC: uma regido sem atividade eletroquimica significativa, seguida de
um aumento da densidade da corrente oxidativa com méaximo em torno de 290 mV. Isso
indica a presenca de espécies eletroativas no extrato. A capacidade da amostra de atuar
como protetor oxidativo depende da existéncia de espécies facilmente oxidaveis (baixo
potencial de oxidagdo) (BARROS et al., 2011; ZHENG et al., 2019). A Figura 3.34

apresenta também o resultado pelas técnicas voltamétricas do padrao canferol.

Figura 3.33 - Voltamogramas ciclicos (v = 20 mV/s') e de pulso diferencial (v=30 mV/s) do
extrato bruto das folhas de P. neochilus (EF) em tampao fosfato pH 7 0,1 mol/L e etanol
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Figura 3.34- Voltamogramas ciclicos (v =20 mV/s) do padrao canferol e em tampao fosfato pH

7 0,1 mol/L e etanol
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Ao observar os voltamogramas ¢ perceptivel a semelhanga eletroquimica existente
entre o extrato bruto das folhas de P. neochilus e o padrio canferol. E observado um pico
alargado no voltamograma do extrato bruto das folhas de P. neochilus, que pode ter sido
influenciado pelos diferentes metabolitos presentes.

Na Figura 3.35 sdo apresentados os resultados encontrados pela VC e pela
VPD, respectivamente, para a fase flavonoidica das folhas (EFF) de P. neochilus em
tampao fosfato pH 7 0,1 mol/L e etanol. No voltamograma ciclico, a densidade da
corrente oxidativa comeca a aumentar em potenciais proximos a 210 mV apresentando
pico de intensidade maxima de oxidac¢ao em torno de 290 mV. O voltamograma de pulso
diferencial (VPD) segue um padriao semelhante ao do VC: regido sem atividade
eletroquimica significativa, seguida de um aumento da densidade da corrente oxidativa
com maximo em torno de 290 mV. Isso indica a presenca de espécies eletroativas no

extrato (BARROS et al., 2011).

Figura 3.35- Voltamogramas ciclicos (v = 20 mV/s) e de pulso diferencial (v =20 mV/s) da fase

flavonoidica das folhas de P. neochilus em tampao fosfato pH 7 0,1 mol/L e etanol
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0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45
Potencial (V)

O padrao canferol (FIG. 3.34, p.83) também apresentou semelhanca eletroquimica
com a fase flavonoidica das folhas (EFF). E observado que ndo ha a presenca do pico
alargado na fase flavonoidica das folhas, evidenciando o isolamento de compostos
fendlicos de acordo com a metodologia de extragao utilizada.

A Figura 3.36 apresentam os resultados encontrados pela VC e pela VPD,
respectivamente, para o extrato bruto das flores de P. neochilus (EFI) em tampao fosfato
pH 7 0,1 mol/L e etanol. No voltamograma ciclico, a densidade da corrente oxidativa
comega a aumentar em potenciais préximos de 250 mV apresentando pico de intensidade
maxima de oxidagdo em torno de 300 mV.

O voltamograma de pulso diferencial (VPD) segue um padrdo semelhante ao do

VC: regido sem atividade eletroquimica significativa, seguida de um aumento da
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densidade da corrente oxidativa com méximo em torno de 300 mV. Isso indica a presenca
de espécies eletroativas no extrato (BARROS et al., 2011). E a Figura 3.34 (p. 83)

representa também o resultado pelas técnicas voltamétricas do padrao canferol.

Figura 3.36 - Voltamogramas ciclicos (v=20 mV/s) e de pulso diferencial (v = 20 mV/s) do

extrato bruto das flores de P. neochilus em tampao fosfato pH 7 0,1 mol/L e etanol
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Ao observar os voltamogramas € perceptivel a semelhanca eletroquimica existente
entre o extrato bruto das flores de P. neochilus e o padrdo canferol. Porém, ndo € possivel
observar pico de oxidagdao no voltamograma ciclico, mas no de pulso diferencial hd um
pico alargado, que pode ter sido influenciado pelos diferentes metabolitos presentes.

Na Figura 3.37 (p..86) sao apresentados os resultados encontrados pela VC e pela
VPD, respectivamente, para a fase flavonoidica das flores (EFFl) de P. neochilus em
tampao fosfato pH 7 0,1 mol/L e etanol. No voltamograma ciclico, a densidade da
corrente oxidativa comeca a aumentar em potenciais proximos a 230 mV apresentando
pico de intensidade maxima de oxidacao em torno de 290 mV.

O voltamograma de pulso diferencial (VPD) segue um padrao semelhante ao do
VC: regido sem atividade eletroquimica significativa, seguida de um aumento da
densidade da corrente oxidativa com méaximo em torno de 290 mV. Isso indica a presenca
de espécies eletroativas no extrato (BARROS et al., 2011). O padrao canferol (FIG. 3.34,
p. 83) também apresentou semelhanga eletroquimica com a fase flavonoidica das flores
(EFFI). E observado que a presenga de um pico alargado na VC, que podem ter sido

influenciado pelos diferentes metabdlitos presentes.
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Figura 3.37 - Voltamogramas ciclicos (v=20 mV/s) e de pulso diferencial (v =20 mV/s) da fase

flavonoidica das flores de P. neochilus em tampao fosfato pH 7 0,1 mol/L e etanol
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Na Figura 3.38, ¢ apresentado os resultados encontrados pela VC e pela VPD,
respectivamente, para o acido ascorbico 0,001 mol/L em tampao fosfato pH 7 (0,1 mol/L)
e etanol, apresentando pico de oxidacao de 240 mV. O &cido ascorbico € um composto
com atividade antioxidante comrpovada, com grande poder de neutralizar as moléculas
de radicais livres (PELLEGRINI et al., 2007). Ele foi utilizado como controle positivo e
verificou-se que todos as amostras analisadas possuem um pico de oxida¢ao préximo ao
do &cido ascorbico, evidenciado potencial antioxidante das amostras.

Figura 3.38 - Voltamogramas ciclicos (v =20 mV/s) e de pulso diferencial (v =20 mV/s) do

acido ascorbico em tampao fosfato pH 7 0,1 mol/L e etanol
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Estudos anteriores conduzidos por Viana (2011), Rijo et al. (2014) e Matias et al.
(2019) indicaram potencial antioxidante das folhas e caules de Plectranthus Neochilus
pelo método DPPH. Neste estudo, os extratos foi avaliados utilizando-se métodos

eletroquimicos e foi possivel comprovar a existéncia de compostos antioxidantes em
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todos os extratos avaliados. Na prospecg¢ao fitoquimica foram encontrados a presenca de

compostos fenolicos que podem estar contribuindo para esse resultado.
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CAPITULO 4 - CONCLUSOES

O presente estudo teve por objetivo geral, contribuir para novas perspectivas de

avancos no conhecimento de mais uma espécie vegetal, pertencente a um género que tem

sido apontado como extremamente promissor no contexto medicinal. Nesse sentido, nesse

trabalho foi possivel estabelecer as seguintes conclusdes:

A fase rica em flavonodides, obtida das folhas de P. neochilus, apresentaram
significativa citotoxicidade, quando comparada a quimioterapia ndo seletiva.
Observou-se ainda, que a citotoxicidade de todos os extratos foi menor que a
demonstrada pelo etoposideo frente a linha de célula ndo tumoral utilizada no teste.
Desta forma, o resultado obtido contribui para a confirmacao do potencial de mais
uma espécie do género como agente antitumoral, considerando os resultados
previamente descritos para extratos e fracdes isolados de outras espécies de

Plectranthus.

Flavonoides tém ocorréncia restrita em Plectranthus, no entanto, mais recentemente,
varios estudos vém sendo conduzidos com o objetivo de identificar esses metabolitos,
considerando o expressivo desempenho dos extratos das plantas do género em
diferentes ensaios para a avaliacao da atividade antioxidante. No presente trabalho,
as analises realizadas por CLAE permitiram identificar, considerando os padrdes
disponiveis, os flavonoides epicatequeina, catequina, quercetina € o composto
fendlico acido cafeico nos extratos de P. neochilus. Sendo a epicatequina e catequina
descritos pela primeira vez na espécie. Ainda, o género, como membro da subfamilia
Nepetoideae, ¢ quimiotaxonomicamente caracterizado pela presenca do acido
cafeico, acido rosmarinico e os derivados do acido cafeico, nepetoidinas A e B, o

que pdde ser evidenciado, mesmo que parcialmente.

O potencial antioxidante dos extratos foi avaliado utilizando-se métodos
eletroquimicos, que vém sendo utilizados em ensaios preliminares, pois fornecem um
método alternativo rapido, simples e sensivel na analise de fatores bioativos. Em
todos os extratos analisados foi possivel comprovar a existéncia de compostos
antioxidantes e além disso, foi possivel observar que o potencial de oxidacao destes

¢ maior que o do 4cido ascorbico, referéncia do teste.
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- Diterpenos sdo os metabolitos secundarios de maior ocorréncia nas espécies de
Plectranthus. O fracionamento cromatografico realizado, permitiu isolar do extrato
das folhas o diterpeno abietano, do tipo espirocoleona identificado como sendo o
7,12,17-triidroxi-6,20-diidroxi-13,16-ciclo-8-abietene-11,14-diona, cuja estrutura
foi elucidada a partir da analise de RMN 1D e 2D. Segundo levantamento
bibliografico, esse ¢ o primeiro relato deste diterpeno. Outros experimentos devem
ser realizados a fim de confirmar a estereoquimica do composto, assim como a sua
estrutura de forma inequivoca. O fracionamento foi conduzido inicialmente, na
perspectiva de isolamento de derivados da forscolina, entretanto, nao foi possivel o

isolamento de diterpenos do tipo labdano.

A literatura descreve varios trabalhos abordando a citotoxicidade dos diterpenos
abietano, estudados contra varias linhas de células cancerosas. Desta forma, os resultados
obtidos para os extratos de P. neochilus, aliados ao isolamento de um diterpeno derivado
desse esqueleto, encorajam estudos adicionais visando a realizacdo de estudos

biomonitorados.
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