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Resumo

Os objectivos deste trabalho consistiram em de$esvam meétodo de separacéo
eficaz e reprodutivel de modo a isolar as lactosesquiterpénicas - dehidrocostus e
costunolida - de extractos do fungo parasita daéasplLaurus novocanariensis -
Laurobasidium lauriem testar os compostos relativamente as suasidagas antioxidantes
e bioactivas - citotoxicidade e alelopatia - e dotep uma quantidade consideravel destas
lactonas de modo a enviar para laboratérios emepar@ara realizacdo de testes de
actividade anticancerigena vitro (Instituto Canario de Investigacdo em Cancro)adg-
tuberculosen vivo (Instituto politécnico Nacional, México), de adatizde anti-inflamatorian
vivo (UNIVALL, Brasil) e de actividade anti-ulcerativa vivo.

Neste trabalho foi possivel isolar 116 mg de la&toostunolida com 97% de pureza
através do fraccionamento do extracto de Madre derd-em hexano pela técnica de
cromatografia em coluna aberta com sistema de telsiéfexano:Acetato de etilo (50:0 — 43:7
mL), procedendo & sua identificacdo por HPLC-MSMNR™C, ndo tendo sido possivel
atingir o mesmo objectivo para a lactona dehidrusos

O extracto de Madre de Louro em Metanol demonsteria amostra com maior poder
antioxidante relativamente aos teste de ABTS, DRPHRAP, enquanto o extracto em
Diclorometano apresentou maior poder antioxidantteste d@-caroteno/acido linoléico.

No que toca aos ensaios bioldgicos, o extracto aldrende louro em hexano foi o que
apresentou um valor de BJLmais baixo (0,1mg/mL) representando assim maiolepae

toxicidade perante as larvas de cama#ite(nia salina.

iii
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Abstract

The aims of this study consisted in developing fficient and reproductible method
of separation and isolation of the sesquiterpentotes - dehydrocostus and costunolide -
from the parasitic fungus of the speti&urus novocanariensis - Laurobasidium lauwo; test
these compounds relatively to their antioxidantotxic and allelopatic capacities and to
obtain a considerable amount of these compoundsetal them to laboratories with
partnership to realize assays of anticancer agtinivitro (Instituto Canério de Investigacdo
em Cancro), anti-tuberculosi;n vivo (Instituto politécnico Nacional, México), anti-
inflamatory activityin vivo (UNIVALI, Brasil) and anti-ulcerative activityn vivo.

In this work it was possible to isolate 116 mg o$tunolide lactone with 97% purity
by fractionation of the hexane extract from thegiusyMadre de Louro using an open column
chromatography technique with hexane:Ethyl ace(a@®0 - 43:7) and proceding to the
identification by HPLC-MS and RMN®C. It was not possible to achieve the same goal for
dehydrocostus lactone.

The methanolic extract from Madre de Louro dem@stbeing the sample with most
antioxidant power relatively to ABTS, DPPH and FRa$says, whereas the diclotomethane
extract displayed more activity in tiiecarothene/linoleic acid assay.

For theArtemia salinabioassay, the hexanic extract showed a lower vafulLsg

(0,1mg/mL) witch represents more toxicity power &ods brine shrimp.
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Lista de abreviaturas:

ABTS — Acido 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline@{énico)
AChE — Acetilcolinesterase

CC(s) — Coluna(s) cromatogréfica(s)

DCM - Diclorometano

DPPH - 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl

EP — Eter de Petréleo

FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power

g — Grama

GC — Gas Chromatography

IV - Infravermelho

MeOH - Metanol

ML — Madre-de-louro

mL — Mililitro

min — Minutos

mg — Miligramas

MS — Mass Spectrometry

m/z — Raz&o massa carga

ppm — Partes por milhdo

% — Por cento

TLC — Thin Layer Chromatography

TMS — Tetrametilsilano

Rf — Coeficiente de Retencéo

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

13C-.RMN — Ressonancia magnética nuclear de carbono-13
UV — Ultravioleta

pg/mL — Micrograma por mililitro

pumol/eq. Trolox — Micromole por equivalente de ol
pmol/mg — Micromole por miligrama

uL — microlitro

& — Desvio quimico
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1. Introducéo

A Natureza tem sido, por milhares de anos, umaefa® agentes terapéuticos, e
muitos farmacos existentes actualmente derivanodies$ naturais, muitos baseados no uso
de plantas ou extractos vegetaissker et al., 2006)

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OVMS), das pessoas ainda

acorrem primeiramente a produtos a base de plpatastratar problemas de saldesker et
al., 2006)

Cerca de 259 (21,42%) das 1209 espécies de flaralldess Madeira e Porto Santo,
tém sido usadas na medicina popular, um valor supsmparado com os 10% estimados da
flora usada na Peninsula Ibérica para fins tergq@dutrivera e Obon, 1995)

As folhas doL. novocanariensispor exemplo, tém sido desde sempre usadas na
medicina tradicional da Madeira na preparacdo deédes com funcdo anti-ulcerativa e
depurativa(Tinoco et al. 2009)

Entre a variedade de produtos naturais, encontafs@go parasitdaurobasidium

lauri, o qual cresce nos troncosldmirus azorica(Rivera e Obon, 1995)

1.1 Madre de Louro

A espécieLaurobasidium laurié um fungo pertencente a Ordem Exobasidiales e a
familia Exobasidiaceae, que vive sobre as arvaregdero Laurus.

Esta espécie era considerada como pertencente reevog&xobasidium (E. lauri
Geyler) até que Julicf1982) descreve o género Laurobasidium para asiespexclusivas da

familia Lauraceae que por sua vez € caracterizadg@ssuir hifas em forma de galhos.
(Cerceda et al., 1991)
O Laurobasidium lauri mais conhecido pelo seu nome tradicional, madrkxdro, €

um parasita dd_aurus azorica(Seub) Franco. E uma espécie que ndo apresemndegra
abundancia pois s se desenvolve em arvores cosd®di0 anosCruz Morais, 1987)

Maria Jodo Carvalho
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Figural- Laurobasidium laur{Madre-de-Louro)visualizado em
http://olhares.aeiou.pt/madre_dlouro/foto101665thta 01/05/10)

A Madre-de-louro encontra-se em lugares humidosgatoriamente onde existe o

seu hospedeiro (arvores de Loureiro), uma vez que fungo parasita, sendo mais frequente

na regido do Ribeiro friaCruz Morais, 1987)
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1.1.1 Aplicacdes medicinais

Cruz Morais descreveu na sua tese de Doutorameptol@B7 um estudo
etnofarmacologico que consistiu em obter informacéebre as utilidades medicinais da
madre-de-louro junto da sabedoria popular. Desoreeeno 0 povo usa a madre-de-louro na
preparacao de bebidas conforme o tratamento apbeado, por exemplo, para o alivio de
problemas de origem circulatéria ou erupcdes cakfeziam infusdes deste fungo e bebiam
um litro por dia(Cruz Morais, 1987)

Quando se tratava de combater problemas de origgwosa ou eliminar dores de
diversas origens — reumaticas, lombares, menstreiassitras — preparavam uma bebida
alcodlica, misturando aguardente e o fungo (agdtatmbos os dias durante um més,
adicionando, por fim um pouco de mel), que seriasumida aos poucos todos os dias, de
manha e a noite, até que os sintomas fossem camaete eliminadoscruz Morais, 1987)

Segundo Rivera e Obon (1995), o fungo parasitaodeeiro é usado como anti-
reumatico, homeostatico, emenagogo (que favoreceregulariza o fluxo menstrual),
insecticida e analéptico (que estimula o SNC acelndos centros cardiovasculares e
respiratorios)(Rivera e Obon, 1995)

Além do uso medicinal a madre-de-louro tomou imfomeia também em licores e
bebidas quotidianas devido ao sabor agradavel qppofTionava e porque o povo, no geral,
acreditava nas propriedades calmantes que advidbase consumecruz Morais, 1987)

Cruz Morais (1987) descobriu que as substanciaacti@as da madre de louro séao

lactonas sesquiterpénicas.

1.2 Lactonas Sesquiterpénicas

As lactonas sesquiterpénicas fazem parte da fachdsaterpenos, que por sua vez
constituem uma vasta familia de produtos naturaes @presentam diversas propriedades
guimicas(Campos, 2005; Lobo, 2007; Kaufman, 1999)

Apesar das varias modificagbes estruturais possives terpenos tém uma
caracteristica simples e Unica - sdo um grupo ude@rodutos naturais cujas estruturas
contém um esqueleto carbonado composto de varimades de isopreno (2-metil-1,3-
butadieno) - dando origem a estruturas que poderdigeidas em unidades de isopentano
(2-metilbutano)(Campos, 2005; Lobo, 2007; Kaufman, 1999)

Maria Jodo Carvalho
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V4

Isopreno Isopentano
(2-metil-1,3-butadieno) (2-metilbutano)

Figura 3 —Estruturas do isopreno e isopentano (ChemBioDGR8BP

Os terpenos séo classificados pelo nimero de wrsddel 5-carbonos que contém:

Hemiterpenos e
Monoterpenos Cio
Sesquiterpenos Cis
Diterpenos Coo
Sesterpenos (muito raros) Cos
Triterpenos Cso
Tetraterpenos Cao

(Kaufman, 1999)

Existe, assim, uma diversidade estrutural enorméssique leva a uma grande
variedade de compostos de terpenos (ou terpengid@s)nan, 1999)

Os terpenos encontram-se apenas nos seres vivdieiho Vegetal, com raras
excepcdes (como € o caso do esqualeno, Ny € o percursor dos esterdides em todos 0s
organismaos Vivos)Campos, 2005; Kaufman, 1999)

Os monoterpenos e sesquiterpenos sdo habitualroenstituintes do aroma destas
plantas - canfora, mentol, citronelal - que sa@auhente designados por “6leos essenciais”.
Estes compostos apresentam uma dupla funcdo naaglaecologica e/ou fisioldgica. Por
exemplo, muitos deles inibem o crescimento de atanbmpetitivas (alelopatia); alguns séo
conhecidos por terem funcdo insecticida; outros &nsapacidade para atrair insectos
polinizadores(Campos, 2005; Kaufman, 1999)

Derivados de unidades de isopreno, 0s sesquitesp€dd existem numa grande

variedade de formas, incluindo estruturas linednes;licas e triciclicagkaufman, 1999)

Maria Jodo Carvalho
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Tal como os monoterpenos, muitos sesquiterpenasnfgzarte de 6leos essenciais
uma vez que pertencem a fraccdo destilada que snudaes contém o0s componentes
odoriferos que caracterizam as plantas.

O farnesol € um componente importante, cujo pifafosserve como uma chave
intermediaria da biosintese dos terpendidesiman, 1999)

As lactonas sesquiterpénicas (LSTs) pertencem grupo de metabolitos secundarios
das plantas que tém recebido uma atencéo consili@@y Ultimas décadas por varias razdes.
(Schmidt, 1999)

A maioria dos compostos deste tipo possui uma dadie de actividades bioldgicas e
constitui um grande valor ecologico, uma vez que regponsaveis, pelo menos em parte,
pelo sucesso evolutivo das plantashmidt, 1999)

Os tipos basicos de LSTs, isto €, os representaloieesqueletos de carbono mais
frequentes -germacrolidos, eudesmanolidos, guaianolidgoseus derivados - encontram-se
em muitas plantas da familia Asteracea, em alguaaspiaceae, Magnoliaceae, Lauraceae e

outras.(Schmidt, 1999)

guaianolides eudesmanolides germacranolides

Figura 4 —Imagem dos trés tipos basicos de lactonas sequgiiieas
(Kraker et al., 2002)

As lactonas do tipo germacrolido com func¢des gquasiem C-14 ou C-15, ou em

ambos, sdo os metabolitos secundarios tipicos deniwmero consideravel de espécies.
(Carollo, 2008)

1.2.1 - Biossintese

Krakeret al. (1998) propés um esquema simplificado (sem osopassidativos) para
a formacdo de compostos eudesmanolideos e gudeoslienvolvendo duas enzimas de
ciclizacdo — germacreno sintetase e germacrenaseick como indicado na figura 5. A

literatura sugere que o germacreno tenha comovabasiermediario o germacreno A ou B.
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germacrene / ,
= synthase 2 guaiane
skeleton
— germacrane
Z X 3 cyclase
PP \
FPP
germacrane
skeleton
A11,13 = germacrene A
A 7,11 = germacrene B eudesmane
skeleton

Figura 5 —Esquema simplificado de formagédo de compostosseuaigolideos e guaianolideos
(Kraker et al., 1998)

Krakeret al.(1998) propds uma via de biosintese para as lasteesquiterpénicas (na
planta Chicoria) usando a enzima (+)-germacrenietsise como o0 ponto de partida (Figura

6). (N&o sao conhecidas as etapas em que ocorrpassss oxidativos.)

cyclization
—_—

—» [EUDESMANOLIDES |

GleQy

O
(+)-germacrene A R \
synthase ra
ree - CO)

(+}germacrene A

cyclization -
[-H?] —» |GUAIANOLIDES

Figura 6 — Possivel via biosintética para os trés tiposwmie lactonas sesquiterpénicas
(Kraker et al., 1998)

Os trés tipos basicos de lactonas sesquiterpésammsidos como originarios de um
germacrolido comum designado de (+)- costunolidaker et al., 2002)
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Kraker et al. (2002) estudou a actividade enzimatica dos exisadas raizes da
chicéria em que o acido germacranolideo é conwesit (+)- costunolida. A enzima (+)-
costunolida sintetase catalisa o Ultimo passo mamdodo do anel presente nas lactonas
sesquiterpénicas e é dependente do NADPH e denixig#olecular. Este autor propds um
mecanismo para a biossintese da (+)- costunolidaabé considerada como um importante
intermediario na biossintese das lactonas sespéitieas (Figura 7):

I.  Ciclizacdo do farnesil difosfato (FPP) a (+)- gecraaolideo (A) através de
uma reacgao enzimatica por uma sintetase;

Il.  Hidroxilacdo da cadeia lateral de isopropenil poathidroxilase (uma enzima
citocromo P450);

[ll. ReaccbOes de oxidagdo catalisadas por desidrogendejgsndentes de

NAD(P)";
IV.  Hidroxilacdo na posicdog&lo acido germacratrien-12-6ico (14) e subsequente

lactonizacao irdo originar a (+)-costunolida (15).

NADP*
arp NADEH ~ NAD

H oy
s
T 13
= o
12
Bp 12 H,O0H
FPP +]-
{+)-germacrene A (11) MAD(PY
i

MAD(PH
13 HO

H.D NADP)*

1]l
MNAD(PIH
NADP™ NADPH
H.O H,0 0
.‘.n.._..."."_
v

o0OH
(+)-costunolide (15} germacrene acid (14)

Figura 7 —Representacédo esquematica do mecanismo de béssstta costunolidi&raker et al., 2002)
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Krakeret al. (2002) verificou que incubacéo da lactona dehimsties na presenca de
NADPH e de um extracto de raizes da chicdria priodum novo composto desconhecido
com menor tempo de retencdo, com a mesma mas&aexipiu um espectro de massa muito
semelhante ao da lactona dehidrocostus. E progaeeseja o resultado de uma isomerizagéo

de ligacao dupla algures na molécwaaker et al., 2002)

1.2.2 Lactonas Costunolida e Dehidrocostus

A costunolida pertence a classe dos germacrolplmssuindo na sua constituicdo um
anel de 10 Carbonos. Esta lactona é, estruturadmariorma mais simples de germacrolido, e
€ geralmente aceite como o0 composto parental ds tipos mencionados de lactonas

sesquiterpénicaszrieco e Nishizawa, 197Zuna-Herrera et al. 2007)

..... = 11EN3-DIHYDRO-GERMACRANCLIDES

_____ TSI -DIHYDRO-ELUDESHAMOLIDES

11{E 1 3-DIHYDRO-GLUAIANOLIDES

e Y
[ -

‘{+i-costunclide (15)
i

k- GERMACRAMDLIDEDS

Le==p= EUDESMANOLIDES

frsssssmsmssssmsE o

..... = GLUAIANOLIDES

Figura 8 — Formag&o de outras LSTs através da (+)-costimoli
(Kraker et al., 2002)

Luna-Herrereet al. no seu estudo em 2007 demonstrou que as lactosasiobda e
dehidrocostus sdo os maiores compostos do exiragtanodlico do 6leo de louro da Madeira,

enaltecendo estes compostos pelas suas variasladés bioldgicas.
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Costunolida Dehidrocostus
PM(CysH200,)=232,32 PM(CsH160,)=230,30
Figura 9 —Estrutura quimica das lactonas Costunolida e Debicstus
(Li et al., 2005)

1.2.3 - Actividades biol6gicas

Estudos recentes tém demonstrado as implicacoesadedes de oxidacao e radicais
livres nos processos de degeneracao relacionado® @mvelhecimento e com doencas, tais

como o cancro, as doencas cardiacas e neurodeigagraomo por exemplo, Alzheimer.
(Pulido et al. 2000)
As defesas antioxidantes que ocorrem no organisomrec espécies de oxigénio

reactivas (pro-oxidantes e radicais livres), que@@&duzidas durante uma respiracao celular
aerdbica normal, podem ser endodgenas (enzimatica8oeenzimaticas) ou de origem
alimentar (vitaminas, carotendides, flavondides.) €tulido et al. 2000)

Quando as defesas naturais sdo surpreendidas canprnatiucdo excessiva de pro-
oxidantes, desenvolve-se uma situacdo de stredatiwi, podendo ocorrer lesdo celular e,
deste modo, afectar a funcédo imunitaria. O aumedatingestdo de antioxidantes na dieta
pode ajudar a manter o equilibrio antioxidante-artd adequado nos organismos Vivos.
(Pulido et al. 2000)

Estudos epidemiolégicos suportam este efeito piartete antioxidantes na dieta: o
aumento de ingestdo de frutas e vegetais estdomd@o com uma reducdo do risco de
desenvolver doencas cardiovasculares e algunsdgoancro(Pulido et al. 2000)

Os antioxidantes provenientes da dieta alimentar téostrado ser um factor

maioritariamente responséavel pelos efeitos protest@ulido et al. 2000)
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Os antioxidantes que ocorrem naturalmente em Jieg&ihosos e sementes, tais
como o acido ascorbico, a vitamiBse compostos fendlicos possuem a habilidade deiredu
os danos oxidativos associados a muitas doenghsiniio o cancro, cataratas, aterosclerose,
diabetes, artrite, imunodeficiéncias e envelhectmeniddhuraju and Becker 2003)

Os legumes tém um papel muito importante na dieteeatar por todo mundo, uma
vez que sao pobres em gorduras e ricos em protefimas e numa variedade de
micronutrientes e fitoquimicos. Recentemente, farificado que o0s constituintes
polifendlicos de variadas sementes de legumes tétengiais propriedades medicinais,
incluindo actividade antioxidantesiddhuraju and Becker 2003)

1.2.3.1 Inibicado da Acetilcolinesterase na prevencd de doencas
neurodegenerativas:

A doenca de Alzheimer (AD) € uma desordem cron@aaiogica que é caracterizada
pela disfuncdo cognitiva, alteracdo da memoriags comportamentais e a dificuldade
nas actividades mais béasicas do quotidiano. Estmgdotem sido associada a um défice
colinérgico no cérebrgpost-mortem caracterizada por um decréscimo significativo de
acetilcolina.(Orhan et al., 2004)

A doenca de Alzheimer tem se revelado extremammaig@lematica particularmente
em paises desenvolvidos, devido ao aumento daaeg@emédia de vida em populacdes
desenvolvidas com qualidade de vidahan et al., 2004)

A acetilcolina € um neurotransmissor inibido priragiente pela acetilcolinesterase
(AChE) e secundariamente pelo butirilcolinesterd®€hE), e considera-se que tenha um
papel importante na patologia de Alzheimer. Amlmsr&zimas estdo presentes no cérebro e
sdo detectadas entre o emaranhado de neurofibfalacas neuriticas (acumulagdo de
componentes degradadosjhan et al., 2004)

Uma das estratégias usadas como tratamento maiaz efiontra a doenca de
Alzheimer € a elevagdo da quantidade de acetik@@la inibicdo da enzima AChEiwhan et
al., 2004)

Os inibidores das enzimas AChE e BChE tém se torexdelentes alternativas no
tratamento desta doenca, no entanto os farmacosisciom actividade inibitéria da AChE
possuem alguns efeitos secundarios e sdo eficageessanuma fase inicial da doenca, néo
havendo também, até ao momento, um farmaco disponom actividade inibitéria da
BChE. E por isso vital o desenvolvimento de novasnicos para o combate da doenca de
Alzheimer.(Orhan et al., 2004; Mroczek, 2009)
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A procura de novas estratégias no desenvolvimeatanda droga para combater a

doenca de Alzheimer baseia-se em plantas medicinaisn et al., 2004)

No estudo de I. Orhan (2004), testaram o poteacigicolinesterase dos extractos de
algumas plantas medicinais da Turquia, com o dbfecde descobrir novos compostos anti-
colinesteraseOrhan et al., 2004)

Muitas das plantas testadas revelaram ser efigzzeasibicdo das enzimas AChE e
BChE, duma forma dependente da concentracdo, etitubar, espécies pertencentes as
familias Fumariaceae, Papaveraceae and Ericaceaeyegelaram ser as mais potentes,

direccionando os estudos da terapéutica da doenédzbleimer para estes produtos naturais.
(Orhan et al., 2004)

Uma vez que a maioria dos inibidores de AChE sahecdos por conter azoto, a
elevada actividade destes extractos podera ter @&ore a sua riqueza em alcaldides, no

entanto sdo necessarios mais estudos sobre estedenm et al., 2004)

1.2.3.2 Efeitos inibitérios na absor¢éo de alcool:
A ingestdo momentanea de grandes quantidades del glode induzir a uma

toxicidade aguda com acidose, faléncia cardiaceemredsdo respiratdria causadas por
disfungdes cerebraistoshikawa et al., 2000)

O consumo prolongado de grandes quantidades del afmuz o aparecimento de
varias condicdes patoldgicas afectando a integeidkdvarios 6rgados como por exemplo, o
figado, o tracto gastrointestinal, o pancreas &stersa cardiovascular, provocando também
disturbios do foro psiquico e sociafoshikawa et al., 2000)

Para o tratamento do alcoolismo sdo usadas varapéuticas, umas das quais
consiste na toma de benzodiapezinas e inibidoreendama aldeido-desidrogenase. A
primeira pode causar dependéncia psicologica & Bwyabuso no seu consumo resultando
noutras complicacdes, e a segunda demonstra progédas sintomas de toxicidade. Tudo
isto impulsiona uma necessidade na procura deéegtiaps mais seguras na prevencao e
tratamento do alcoolismoroshikawa et al., 2000)

Yoshikawaet al (2000) verificou que o extracto metandlico e draac&o soluvel em
acetato de etilo das folhas denobilis inibiam o aumento dos niveis de etanol no sangue d
ratos. As lactonas costunolida e dehidrocostusnfoidentificadas nessas fraccdes e foi
demonstrado que um anel @enethylene-i-butyrolactone ¢-MGBL), presente em ambas as
moléculas, é o responsavel pela inibicdo do aumeéatetanol do sangueroshikawa et al.,
2000)
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Outros estudos mostraram que a administracdo arabsdtunolida ou de-MGBL,
isolados do extracto metandlico das folhad doobilis atrasavam a sensacéo de estdbmago
vazio e causavam a estagnacdo do suco gastricates garregados de etanol, sendo este
processo da responsabilidade do gragddGBL. (Yoshikawa et al., 2000)

Estes resultados sugerem que as lactonas sesquitarp tém um efeito preventivo
potente para a toxicidade aguda por alcool, podeiagabém ser disponibilizados na
reabilitacdo de alcodlicosioshikawa et al., 2000)

Tinoco et al (2009) vem reforcar os resultados obtidos porhikasvaet al. (2002)
ao observar as propriedades gastro-protectoras xttac® hexanico das folhas de
novocanariensisem casos de distirbios causados pela ingest&cdel, dando grande
importancia a presenca das lactonas costunoliéghierdcostus.

O estudo foi realizado em ratos Wistar, no quaificeu-se que os animais tratados
com o extracto hexanico, antes da administracélodaraalcool, apresentaram uma menor

concentracdo de alcool no sangue em relacéo ao tgsf@ado apenas com alcaolnoco et al.,
2009)
Os resultados sugerem que a inibicdo observadaepastar relacionada com o atraso

no esvaziamento gastrico causado pelas lactongsitsgpénicas, aumentando o tempo de
exposicdo da enzima alcool desidrogenase (ADH)emoelo assim o metabolismo gastrico
do etanol. Desta forma a quantidade de alcool némbuolizado é reduzida, o qual, € tido

como o causador de disfuncdes celularesaco et al., 2009)

1.2.3.3 Efeitos citotoxicos e quimiopreventivos eélulas tumorais:

A costunolida, um composto sesquiterpénico comumwargas espeécies, tem sido
conhecida por possuir efeitos citotoxicos e quimgepntivos em varias células cancerigenas
humanas(Choi et al., 2005)

Sang-Ho Choet al.(2005), estudou a inibicdo do crescimento de dahag celulares
do cancro da mama Humano — tipo selvagem p53 ME€mnntante p53 MDA-MB-231 - na
presenca da costunolida. Neste estudo a costunfideésolada do caule d#agnolia
sieboldiida Coreia(Choi et al., 2005)

A telomerase é uma ribonucleoproteina especifieatgm um papel vital no processo
de proliferacdo celular, como um importante mecaaisle proteccdo contra os erros de

finalizacdo da replicagéo, adicionando uma seqaéegetida — TTAGGG — aos telémeros.

12
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A maioria das células humanas normais ndo apreseatdividade detectavel da
telomerase, mas, isto € observado na maioria datagécancerigenas. A actividade da
telomerase esta, portanto, associada a imortatzagjélar e a tumorigénesehoi et al., 2005)

Neste estudo, verificou-se que a costunolida inicrescimento e a actividade da
telomerase das células MCF-7 (tipo selvagem p5B)DA-MB-231 (mutante p53), duma
forma dependente dos parametros concentracédo ®.tésfe efeito foi associado e mediado
(pelo menos em parte) por uma diminuicao signifieatia actividade da telomerasenoi et
al., 2005)

Com os resultados obtidos é sugerido que estankacfmssa liderar futuras
experiéncias relacionadas com o mecanismo moleouatarido na inibicdo da actividade da
telomerase, assim como em estuithogvo e clinicos tendo com alvo esta proteinaoi et al.,
2005)

Em termos de patologia maligna nos homens, o cadargrostata permanece,
actualmente, a ser um dos maiores problemas. Aatitatle proveniente deste tipo de cancro
deriva das metastases que espalham-se para oseodsias € na progressao do crescimento
do cancro, inicialmente dependente de androgéngsapao a ser independente desta
hormona(Kim et al., 2008

Num estadio em que o crescimento do cancro depmd@drogénio, o tratamento é
eficaz na terapéutica de privacdo do mesmo, nom&ntaa maioria dos pacientes, o cancro
progride para uma fase fatal em que o seu crestintema-se independente do androgénio,
deixando de responder ao tratamento inicial. Dag@essidade de desenvolver estratégias
guimiopreventivas usando agentes anti-cancerigenaset al., 2005)

Kim et al. no seu estudo em 2005 pretendia determinar seractxthexanico de
Saussurea lappadHESL) induzia a apoptose em células tumorais distgta DU145
(insensiveis ao androgénio).

Os resultados demonstraram que o HESL inibe o ionesto celular e induz a
apoptose(Kim et al., 2008

Isolaram, ainda, o principio activo do HESL - ada@ dehidrocostus (DHCL) - a qual
também demonstrou induzir a apoptose nas céluldsiBlXim et al., 2008

Este estudo (em culturas de células) providendigunzas bases moleculares no uso
de HESL e DHCL como potenciais agentes quimioprives e quimioterapéuticos, no
entanto, e apesar da demonstragdo de que pequendslgdes de HESL e DHCL inibem o
crescimento celular, sdo necessarios estudos mgddis em modelos animais, de modo a

avaliar o seu potencial como agentes anti-carcmogs.(Kim et al., 2008
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1.2.3.4 Efeitos protectores na resposta dos ostsibs ao stress oxidativo:

A formacdo e manutencdo da estrutura 6ssea saguesdas pelo equilibrio entre a
actividade de dois tipos de células. Os osteoldgstoduzem os componentes assegurando a
formacdo Ossea, enquanto 0s osteoclastos permitemacdo dos componentes, do 0SSO

‘antigo’, a serem eliminados. Este ciclo é assedpupor diversas hormonas e factores locais.
(Choi et al., 2009)
Os osteoblastos podem produzir antioxidantes deoraquoteger a estrutura éssea de

espécies de oxigeénio reactivas, enquanto os oattoslproduzem o superéxido, contribuindo
para a degeneracdo 6sseaoi et al., 2009)

O desequilibrio deste ciclo, em que a actividade dsteoclastos é superior a
actividade dos osteoblastos, esta na origem dersdivedoencas 0sseas incluindo a
osteoporose. O stress oxidativo, resultante deisniglevados de espécies de oxigénio
reactivas, representa a maior causa de danos ertie eelular num largo leque de condigbes
patolégicas incluindo a osteoporose, em que é whderum aumento significativo de
marcadores de stress no sangueoi et al., 2009)

Os farmacos desenvolvidos para a prevencéo e &atanda osteoporose funcionam
pela inibicdo da degeneracdo 6ssea, mas falhanumer&o significativo de massa dssea.
Torna-se necessario entdo conseguir desenvolverteagde formacdo 6ssea, que possam
simular a formacdo do 0sso e corrigir a microaggtitra trabecular caracteristica da
osteoporoseChoi et al., 2009)

O desenvolvimento de agentes para o aumento daa¢donoOssea, devera ser
direccionado no sentido em que estes actuem segamento da proliferacédo da linha celular
osteoblastica ou na inducao da diferenciacao deslolastos(Choi et al., 2009)

Um modelo usado comummente no estudo do desenwaittinosteogenico € a linha
celular osteoblastica MC3T3-E1, uma vez que enurjliestas células sdo caracterizadas por
uma proliferacéo distinta e estadios diferenciagosduzindo, assim um programa temporal
consistente com a diferenciacéo dos osteoblastosente na formacao do osisovivo. (Choi
et al., 2009)

Eun Mi Choi et al, (2009) investigou os efeitos da lactona dehigstes nas
mudancas de funcdo osteoblastica e nas modificapdestivas apos exposi¢cao ao peroxido
de hidrogénio (KO,) usando células MC3T3-El:hoi et al., 2009)

O estudo demonstrou que @®4 induzido pela disfungéo osteoblastica esta asdocia
com os danos oxidativos nas proteinas e lipidosélatas MC3T3-E1. Este estudo sugere,
ainda, a habilidade protectora da lactona dehidtosacontra o stress oxidativo (induzido na

inibicéo da diferenciacéo osteoblastica).
14
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As terapias com antioxidantes, especialmente quaodwinadas com tratamentos
existentes, podem entdo representar uma hipoteseelvna terapéutica de condicdes
patolégicas 6sseas associadas com 0 aumento 8 @xidativo(Choi et al., 2009)

Os resultados demonstram que a lactona dehidracpstile proteger os osteoblastos
da disfuncao celular induzida pele®4, sugerindo o potencial desta lactona como um agent

protector dos danos oxidativos nos osteoblastasi et al., 2009)

1.2.3.5 Actividade anti-micobacteriana:
A ressurgéncia da tuberculose (TB) € um dos maidesafios da saude publica do

século 21. Apesar de esforcos para o seu conadl® permanece como lider nas causas de
doencas e morte pelo mundo todo. O recente aurdent® estd associado com a emergéncia
do virus humano de imunodeficiéncia (HIV) e conapida difusdo de estirpes de TB multi-
resistentes a farmacasuna-Herrera et al., 2007)

Existe uma necessidade para o desenvolvimento depasios da classe dos
antibidticos com actividade contra estas estirg@s. compostos puros que ocorrem ha
natureza, assim como os extractos de plantas aisngas terrestres e marinhos, tém indicado

gue a actividade inibitoria, contraMycobacterium tuberculosigsta espalhada na natureza.
(Luna-Herrera et al., 2007)
O nosso grupo tem vindo a desenvolver um estudas coipjectivos se baseiam na

determinacao do potencial micobacteriano do dlelow®, das suas frac¢des e das suas duas
lactonas sesquiterpénicas contra varias estirpesobecterianas, e em estabelecer a

possibilidade de ocorréncia de alguns efeitos gét®os entre as lactonas usando uma

modificacdo do micro-ensaio fluorimétrico AlamauBI(FMABA). (Luna-Herrera et al., 2007)

Os resultados j& realizados confirmaram o factoqde ambas as lactonas —
costunolida e dehidrocostus - apresentam uma iaertaccao inibitéria contra ambas as
estirpes deM. tuberculosis(luma susceptivel e outra resistente as drogagngando esta
accao com a juncao das lactonas, 0 que leva ausacla existéncia de actividades de
sinergia entre as lactonas, aumentando a actividatfigica.( .una-Herrera et al., 2007)

A demonstracdo do potencial sinérgico das lactenagtentes no 6leo de louro com
actividade inibitéria micobacteriana potencia agiudade de uso deste produto natural
como um adjuvante da terapéutica actual usada aisntes recentemente diagnosticados

com a TB.(Luna-Herrera et al., 2007)
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Com a informacao recolhida, os trabalhos futuroslepo ser direccionados na
obtencdo de frac¢des enriquecidas com a misturdadamas costunolida e dehidrocostus
(com efeito sinérgico), eliminando procedimentabaihosos de purificacdo, melhorando
resultados e reduzindo os custos, originando assma nova geracdo de agentes

antituberculose do tipo nao-antibioticgsina-Herrera et al., 2007)

1.3 Ensaios de bioactividade

Uma forma de complementar os estudos fitoquimicogssgocia-los a ensaios
biologicos simples no intuito de seleccionar eaiienar a pesquisa de extractos de plantas
na procura de substancias bioactivasscimento et al. 2008)

Os compostos bioactivos sdo quase sempre toxicoddases elevadagsDey e
Harnorne, 1991)

1.3.1 Toxicidade sobre Artemia salina

Um dos parametros principais a ser avaliado cieatifente, em relagcdo a
bioactividade dos produtos de uma determinadadlant terapias classicas ou alternativas, é
0 seu potencial toxicou. Leite et al. 2009)

Dentro dos bioensaios, encontra-se 0 método que avdoxicidade sobrértemia
salina Leach (Figura 10). Esta espécie designa um microcrustabeoagua salgada
comummente usada como alimento para peixes: et al., 2005; Nascimento, et al. 2008)

Este microcrustaceo pertence a divisdo dos Artrépod classe dos Crustaceos,
estando inserido na subfamilia Branchiopoda e denerAnostraca. Tem um comprimento de
8 a 10 mm e a sua coloracdo pode variar confornmalotat (vermelho claro, rosa ou
acastanhado)Leite et al. 2009)

A larva reproduz-se rapidamente e os seus ovodrdéesilos podem ser armazenados
aproximadamente por 10 anos, mantendo a capacteelosdo quando expostos a agua

salina.(\V. Leite et al. 2009)
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O uso de larvas de camardo como bioensaio de xitt@mtade tem como vantagens: a
sua disponibilidade comercial, a simplicidade care gode ser manuseado (ndo requerendo
condi¢cbes especiais para 0 mesmo), a rapidez dasosr(eclosdo em 48h e teste em 24h), o
seu baixo custo, e a requisi¢do de pouca quantidedeibstancia, favorecendo assim, a sua
utilizacao rotineira e reprodutivel em diversosidss, além do que, tais ensaios de letalidade
sdo muito utilizados em andlises preliminares deigiade geral(Luna et al., 2005; Nascimento,
et al. 2008; Harwig e Scott, 1971;Dey e Harnorn@91)

Este bioensaio tem sido estabelecido como um mé&edaro, pratico, econémico,
rapido e eficiente na determinacdo da bioactividadéo de compostos sintéticos, como de
produtos naturais (de plantas)iva et al. 2007; Leite et al. 2009)

A Artemia salina Ltem sido usada em larga escala nas mais variaels, éais como,
na quantificacdo do potencial anestésico, na aaaiada toxicidade de varios produtos
sintéticos (insecticidas, pesticidas, antibioticos e materidisntarios)e produtos naturais
(sais de metais pesados, algas, produtos de plantasas de boloresfomandogrande

importanciacomo teste preliminar dos efeitos inibitorios decregéneos(Harwig e Scott,
1971; Leite et al. 2009; Dey e. Harnorne, 1991)

~ A e

de linhas de células tumorais humanas tem sidefattiia, demonstrando propriedades
citotoxicas para alguns tumores humanos, validast® bioensaio como uma ferramenta de
testes prévios na procura de farmacos anti-tumaogdis et al. 2007; Leite et al. 2009).

Figura 10 - Artemia salina

(http://www.hlasek.com/artemia_salina_6908.htm\falizado a 01-09-2010)
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1.3.2_Alelopatia

A alelopatia pode ser definida como um processo geahl produtos — um quimico, ou
um conjunto de quimicos - do metabolismo secunddeéoum determinado vegetal séo
libertados e influenciam directamente o desenvawim e crescimento de outro. Esta
inibicdo alelopatica interfere com varios proced&iel0gicos.(Alves et al., 2004; Kil-Ung Kim e
Dong-Hyun Shin, 2003; Einhelling, 1996)

A producdo de substancias alelopaticas esta fortiemelacionada com varios tipos
de stress - bidticos e abidticos - do ambiente eensg encontra o vegetal, incluindo insectos
e doencas, temperaturas extremas, variados nesienmisturas, radiagdo e herbicidas, por
isso podemos dizer que séo induzidas por streseeatrab

Os aleloquimicos séo induzidos por varios tipostdess - na figura 11 (em baixo)
estdo representados alguns exemplos - elevadgdadie UV, lesdo dos tecidos e ataque de
patogénicos.

O stress leva a planta a desenvolver uma respesiaradeccdo, que baseia-se na
producdo de substancias quimicas que sao trandasrtaexpostas ao ambiente em redor
resultando em respostas alelopaticasing Kim e Dong-Hyun Shin, 2003)

Induction of allelochemicals

High light!UV .*.. :

Wounding

Pathogen
attack
/ /
. i\ | 0\ (]
o ::'e"o"c compounds \ { - suppressing seed germination
~sofpanes ; - inhibiting root and shoot growth
- long chain fatty acids oE— = ¢ and olhegr ineritamia g
- simple acids
Production Transport and exposure Allelopathic responses

Figura 11 - Inducao dos aleloquimicos por streégdai e abiético(Kil-Ung Kim e
Dong-Hyun Shin, 2003)
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Resposta alelopatica:

Os organismos que sao expostos aos aleloquimidosnqiaas) poderdo sofrer
consequéncias como: a supressdo da germinacdo emasntes e/ou a inibicdo do
desenvolvimento dos varios tecidos, impedindo saineento da planta.

Dependendo de varias condi¢cdes proprias de cadéciesp de cada individuo
(genética, metabolismo celular, etc) a respostatesesorganismos (expostos aos
aleloguimicos) pode variar. Por isso a resistéaugi#olerancia aos metabolitos secundarios é
uma caracteristica espécie-especificaling Kim e Dong-Hyun Shin, 2003; Einhelling,96)

Além dessas condi¢des intrinsecas, as interac@esuttiplos stresses — bioticos e
abidticos - nos cultivares também irdo determinanmacto relativo da alelopatigil-Ung Kim
e Dong-Hyun Shin, 2003)

Como exemplo de espécies mais sensiveis temaactuca sativalL. (alface),
Lycopersicon esculentunM. (tomate) e Cucumis sativusL. (pepino). Devido a sua
sensibilidade aos aleloquimicos séo consideradasitgsl indicadoras de actividade
alelopatica, sendo as mais comummente analisadébenatorio.

Nos estudos e experiéncias realizadas para queplamia seja indicada como planta
teste, a espécie deve apresentar germinacao &pitiforme, e um grau de sensibilidade que
permita expressar os resultados sob baixas coacées das substancias alelopaticas.

Este mecanismo de inibicdo alelopatica que ocoarenatureza € um mecanismo muito
interessante e muito vantajos@ves et al., 2004)

As interaccOes por stresses alelopaticos tém iagiiEes nas estratégias como
herbicidas e controlo de infestantes, rotacesuttvares, medidas biolégicas de controlo, e
préaticas de cultivo que podem contribuir para ugrécaltura mais sustentavel.

As substancias alelopaticas, se presentes em adesdde culturas - plantas ou
produtos agricolas - podem reduzir a necessidaderaleccdo de ervas invasoras, por
produtos herbicidas (sintéticog)veston, 1996; Kil-Ung Kim e Dong-Hyun Shin, 2003)

A alelopatia por si s6 podera ndo ser uma tecrmlpgifeita na eliminacao das ervas
parasitas, mas pode ser uma ferramenta suplenmensau controlo.

Uma estratégia que vale a pena explorar é a phdade de incorporar tracos
alelopaticos nos diversos cultivares, o que podstaz ou mesmo anular a necessidade para

aplicar herbicidas ao cultivesil-Ung Kim e Dong-Hyun Shin, 2003)
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1.4 Isolamento e purificacdo dos compostos bioaotis

Na tentativa de isolar as lactonas costunolida Eddecostus com uma elevada
percentagem de pureza e identifica-las com um etevpau de certeza surgiram alguns

estudos com resultados interessantes.

O método descrito por lgt al. (2005) foi o primeiro a ser bem sucedido na seyEr
das lactonas costunolida e dehidrocostus por lpgkescounter-current (HSCCC). Este autor
utilizou a técnica de HSCCC para o isolamento dfipacdo das lactonas costunolida e
dehidrocostus a partir da planta chinesa medicheaklandia lappa DecnéMuxiang em
chinés), usando solventes de duas fases petrglesniietanol-agua (5:6,5:3,5. v/v/v), sendo
gue a fase superior de petréleo light-metanol-&&u,5:3,5. v/v/v) foi usada como fase
estacionarialLi et al. 2005)

Foram obtidas 35,7 mg de costunolida e 43,6 mgetiédbcostus com a pureza de
100% e 99,6%, respectivamente, através dum processeparacdo de um passo a partir de
110mg de extracto de raizes Aacklandia lappa DecneAs estruturas das lactonas foram
identificadas pofH NMR e13C NMR. (Li et al. 2005)

Outros autores, nomeadamente, Fert@dl (2005) tiveram sucesso na identificacdo
directa e na determinacédo da quantidade das lactmsiunolida e dehidrocostus, no 6leo de
Laurus novocanariensigor anélise do espectro tE-NMR, sem o processo de separacao
prévia dos constituintes (glicéridos), nem derzatéio ou qualquer preparacdo da amostra.
(Ferrari et al. 2005)

Muitos métodos tém sido desenvolvidos na quangifioada costunolida e da
dehidrocostus em extractos de plantas, baseadeeganacéo por HPLC (high-performance
liquid chromatography) com deteccdo UV (ultravia)etespectroscopid®C NMR, TLC
(Thin-layer chromatography) e HSCCC (high-speedntarucurrent chromatography), nao
existindo, no entanto, na literatura disponivel valiacdo destas lactonas em matrizes
bioldgicas.(Hu et al. 2010)

Os ensaios com amostras biologicas sdo muito noamplecados que com matrizes
nao-biolégicas. A auséncia de estudos detalhadbgegisponibilidade e de farmacocinética
das lactonas costunolida e dehidrocostus devefaktaade procedimentos analiticos fidveis
para a analise destes compostos em matrizes lwaigiu et al. 2010)
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Mais recentemente, no estudo de Elual (2010) foi desenvolvido um método
cromatografico UPLC-MS/MS (ultraperformance liquichromatography-tandem mass
spectrometry) para a quantificacdo das lactonatimoldda e dehidrocostus em plasma de
ratos. O método baseou-se na precipitacdo dasimasteom acetonitrilo, seguida pela
separacao por cromatografia liquida isocraticaldeparformance usando uma fase moével de
metanol-acido férmico (0,1% em agua; 70:30 wiv).et al. 2010)

A deteccdo ocorreu por espectrometria de massa(di&itrospray ionization) em
modo ionico positivo usando MRM (multiple reactianenitoring).

O espectro de massa da costunolida e da dehiduscagtesentaram [M + Hh m/z
233 como o ido principal e alguns fragmentos a2fize 187, e [M + H]a m/z 231 como o
ido principal e alguns fragmentos a m/z 213 e i&pectivamenteLiu et al. 2010)

Este método demonstrou ser preciso, reprodutispkafico e aplicavel a avaliagbes
de perfis farmacocinéticos das lactonas costunelidehidrocostus em ratos, podendo ser um

método promissor para a avaliacdo de parametrasaarcinéticos em humanagsiu et al.
2010)
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2. Procedimento experimental

Aqui encontram-se descritos todos os procedimert@zados no trabalho laboratorial.

Os reagentes, material de TLC e outro encontradeseritos nos anexos.

Antes de passar aos passos complexos de separpgéficacdo, € de vital importancia
a preparacédo da amostra, de modo a eliminar pastea@mpostos que ndo sao de interesse para
0 estudo em questaeiostettmann et al.,2001)

Ao criar protocolos iniciais de purificacdo, é natmque os primeiros passos combinem
alta capacidade com baixo poder de resolucao. dhsces mais classicas e muito Uteis incluem

uma extracgao selectiva, filtragdo e cromatografacoluna aberta, entre outrgsostettmann et
al.,2001)

2.1 Extraccao

A escolha do procedimento de extraccdo dependeatlrera do material e dos
compostos a serem isolados. Primeiro € necessiabetecer o objectivo da extracg@ovker et
al., 2006)

A forma inicial mais ébvia para preparar correctateea amostra é a eleicdo adequada
do(s) solvente(s) de extracgdo. Com uma extraagémli com solventes de baixa polaridade
obtém-se os compostos mais lipofilicos enquanto soimentes mais polares obtém-se um
amplo espectro de material polar e apalarstettmann et al.,2001)

O processo de extracgdo tipico, especialmentegsapantas, envolve diversos passos,
um dos quais baseia-se em secar e triturar o ralatprocedendo posteriormente a maceracéo

com solventes de polaridades diferentesker et al., 2006)

O fungo foi colhido na zona da Portela sob autgémada Direccdo Regional de
Florestas.

O fungo colhido fresco foi posto a secar num Igrategido da luz num ambiente sem
humidade, e depois triturado para ficar em pé. [bBegpl a maceracdo com solventes de
diferentes polaridades - Hexano, Diclorometanor@@mio e Metanol - na proporgéo (100g
fungo: 1L de solvente). Apds 24h de extracgdo, gitea-se a filtracdo adicionando carvado

activo de modo a retirar clorofilas, levando demsotavapor para evaporacao do solvente.

22

Maria Jodo Carvalho



. LIS
UNIVERSIDADE da MADEIRA

Caracterizacéo e isolamento de compostos bioactiedsingo Laurobasidium lauri (Madre de Louro)

2.2 Fraccionamento do extracto hexanico da Madre deouro

Para o fraccionamento e caracterizacdo dos congodto interesse — lactonas
dehidrocostus e costunolida - dos extractos, fangadas varias técnicas de Cromatografia e
Espectroscopia.

Uma vez que o extracto de um produto natural comdéitos compostos torna-se dificil
aplicar uma unica técnica de separacédo para isalaridualmente os compostos da mistura
bruta. De modo a contornar este problema, procedmsfraccionamento, ou seja, separa-se
inicialmente o extracto bruto em varias frac¢deat@ndo compostos com polaridades ou
tamanhos moleculares semelhantesker et al., 2006)

2.2.1 Técnicas de Cromatografia

A cromatografia, por definicdo classica, € um pssoede separacdo em que a resolucao
€ conseguida pela distribuicdo dos componentesndenuistura entre duas fases: estacionaria e
movel. (Scott, 1997)

Os componentes que fixam-se preferencialmentesgadstacionaria sdo mais retidos no
sistema em relacdo aos que séao distribuidos narfégel. Como consequéncia os solutos sao
eluidos pelo sistema conforme o seu aumento decmreés de distribuicdo, permitindo assim a
sua separacgagscott, 1997)

Em relacéo a fase estacionaria, esta pode ser siraugam liquido o qual origina duas
formas de cromatografia: Cromatografia Gasosa (&Cyomatografia Liquida (LC). A fase
estacionaria divide-se em sdlida e liquida, origitta dois subgrupos de GC e LC,
nomeadamente Cromatografia Gas-Sélido (GSC) e Gogradia Gas-Liquido (GLC), juntos
com a Cromatografia Liquido-Sélido (LSC) e Cromaadig Liquido (LLC).(Scott, 1997)

A Cromatografia de Camada Fina - TLC (Thin Layerdbmatography) — foi introduzida
para descrever algumas formas de Sistemas Crordfibogr laminares, Cromatografia por
exclusdo de tamanho (SEC) para separa¢ctes bassadamanhos moleculares, Cromatografia
de fase reversa (RPC) para separacdes cromategréfie sdo determinadas por interaccoes
dispersivas com a fase estacionaria, e existana amuitas outragscott, 1997)

A Cromatografia de camada fina €, basicamente, fommaa de LSC (Liquid Solid
Chromatography), mas com duas diferencas distintas.

A separacdo é conseguida numa folha laminar de datxcionaria, ao contrario da
coluna cilindrica, e a fase mével ndo € bombead&é&d do sistema, mas permitida a percorrer

através da camada de fase estacionaria por foec@nsio superficiaisscott, 1997)
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A fase estacionéria, usualmente silica ou silidinizada, encontra-se em toda a
superficie de uma placa de vidro na qual € colocawigponto da amostra na parte de baixo e é

depois mergulhada numa camara (recipiente) contarfdse moével, onde ocorre a separacgao.
(Scott, 1997)

A medida que o solvente sobe na placa, os sol@m®lsiidos por diferentes distancias
ao longo da placa, e a separacgdo é conseguidaéEsiea é limitada no seu poder de resolugéo
e no tamanho da amostra no entanto € uma técra@amente economica, tornando-se um

procedimento eleitgscott, 1997)

2.2.1.1TLC:

Recorreu-se a técnica de cromatografia em camaddTLC) como teste qualitativo em
varias fases do trabalho laboratorial: Numa faseiaindos extractos obtidos para testar e
determinar qual o melhor sistema de eluentes pasaparacdo dos compostos; Durante a
cromatografia em coluna para verificar as fracgiigglas; Testes qualitativos do DPPH e de

inibicdo da acetilcolinesterase.

Escolha de eluentes e do revelador adequado:
De seguida encontra-se uma tabela com os variessis de eluentes testados;

Tabela 1 —Sistemas de eluentes testados

Extracto em: Eluentes Proporcédo (mL)
Hexano : Eter dietilico 45:5
Hexano : Eter dietilico 40:10
Hexano : Eter dietilico 40 :20
Eter de Petr6leo/Hexano, Hexano : Eter dietflico 10:49
DCM. Cloroférmio Hexano : Eter dietilico 20:30
Hexano : Eter dietilico 25:25
Hexano : Eter dietilico 75:25
Hexano : Eter diet. : Acet. Etilo 75 : 25 : (3gotas
Hexano : Acetona 24:76
Cloroférmio 100 %
Metanol Acetato de etilo : MetOH 38:2
Acetato de etilo : MetOH 55:5
Acetato de Etilo : DCM 25:25
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Para os extractos em Eter de Petroleo/Hexano, em ®€m Cloroférmio o sistema de
eluentes que foi escolhido como o mais adequado Féxano:Eter dietilico (75:25), enquanto
para o extracto metandlico o mais adequado foietao de etilo : MetOH (55 : 5).

O revelador Lieberman-Bouchard foi testado e detnomsser adequado para o0s

compostos analisados.

Preparacao da solucdo Lieberman-Bouchardlunta-se 5mL de anidrido acético com 5
mL de &cido sulfarico concentrado e adiciona-seélannsamente a 50 mL de etanol absoluto,
engquanto se arrefece em banho de gelo. Aqueceiseade TLC apos ter sido pulverizada a
100°C.

Procedimento: Numa placa coloca-se duas gotas da amostra na tiehaplicacéo,
transferindo a placa para uma camara de cromatagsaturada com o sistema de eluentes
escolhido, tapando e esperando que a eluicao Gigopleta. Apos eluicdo retira-se a placa da
camara e desenha-se a linha do solvente, vapoazantesma com o revelador escolhido.

A visualizacdo dos compostos eluidos e separadds per feita pelo aparecimento de
manchas de cor, ou com a ajuda de uma camara détriamioleta com o comprimento de onda
nos 366 nm.

A figura abaixo representa um esquema de cromdimgean camada fina, com 0s
compostos principais revelados — dehidrocostug)resostunolida (verde) - e os seus factores
de retencéo (Rf). O factor de retencéo foi calaulattavés da divisdo da distancia percorrida

pelo soluto pela distancia percorrida pelo eluente.

4 Linha do solvent
10cm
Rf ~ 0.3cm
® Rf ~ 0,23cm
1.5¢cn t © © Linha de aplicac?

A
v

5cm

Figura 12 - Esquema de uma placa de TLC com as lactonaladase
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2.2.1.2 Cromatografia em camada fina Preparativa:

Testou-se o procedimento em cromatografia preparam varias fases do trabalho
experimental: Para fraccionar o extracto de Madrd.ouro em Eter de Petréleo de modo a
obter frac¢Oes contendo compostos com composigaelisante; Para tentar separar as lactonas
dos restantes compostos obtidas no fraccionamemtexttacto por colunas cromatograficas

abertas.

Na cromatografia preparativa, a maior grossuraamaada contendo a fase estacionéria
(silica) permite uma aplicacdo de maiores quangislal® amostra. Além disso, apds o0 processo
de eluicdo a amostra pode ser raspada e extra@aguaperar os analitosliller 2005)

Este teste decorre basicamente como o anterior ranabém de servir para qualificar,
serve também para quantificar os compostos separado

O processo de aplicacdo da placa decorre ao loedoda a linha de aplicacédo, sendo
gue nas margens (ambas) procede-se como anteriermemplicacdo de duas gotas do
composto, que vao servir como indicadores.

Apos eluicdo numa camara saturada, com o sisteraleéetes escolhidos, os compostos
séo revelados, com o relevador seleccionado, negemsada placa, procedendo-se a raspagem
da silica (entre as margens) contendo os compdstigeresse.

A silica e os compostos eluidos sdo moidos num fafimoe transferidos para um
erlenmeyer com solvente (Hexano) e pde-se em agitegntinua por cerca de 24h para extrair
0s compostos de interesse. Posteriormente, proocsdanfiltracdo para um baldo e vai ao
rotavapor para evaporacao do solvente, de modteanods 0s compostos separados.

A figura abaixo representa um esquema de cromdiagreparativa, com 0S compostos

principais revelados — as lactonas dehidrocostsajre costunolida (verde).

| 5cm
* Linha do solvent
10cm
Rf =0,3cm
® ® Rf=0.23cm
© 6— Linha de aplicacé
v 1.5cn t«
2cm

Figura 13 -Esquema de uma placa de cromatografia preparativa.
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Nota: Nos Resultados e Discussdo séo indicadas as oéesditilizadas nesta técnica,

nomeadamente, a quantidade de amostra testadaterasde eluentes escolhido.

2.2.1.3 Cromatografia em coluna aberta:

A técnica de cromatografia em coluna aberta congeat € utilizada universalmente
deivo a sua simplicidade de preparag¢éostettmann et al.,2001)

Recorreu-se a técnica de cromatografia em coluedeapara a separacdo dos compostos
do extracto hexanico da Madre-de-louro, usand@asjél (0,035-0,070 nm, 60 A) como
preenchimento. Testou-se a separacdo do extragéimice do fungo por cromatografia em
coluna alterando alguns parametros:

» Sistemas de eluentes:
v' Hexano: Eter dietilico;
v' Hexano: Acetato de Etilo;
v" Hexano: Ciclohexano: Acetato de Etilo;
» Quantidade de solvente adicionada: testou-se c&mil@ com 50mL;
» Coluna: Dimensdes (altura e diametro);
» Ré&cio amostra:silica (mg:mg):
v 1:30
v 1:60

Solvente

Rodela de papel de filtro

Adsorvente

Coluna de vidro

Filtro de vidro poroso

—  Tomeira

Recipiente de recolha

Figura 14 —Representagao esquematica (a esquerda) e fotoaafireita) de uma cromatografia em
coluna
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Procedimenta Procede-se ao enchimento da coluna com a silmadamdo com o
solvente mais apolar — Hexano — mexendo paradibag bolhas de ar enclausuradas. A adicao
de silica e de solvente é alternada de modo a tewmpie a silica assente tornado a fase
estacionaria o mais homogénea possivel, sem quebras

E deixado um espaco suficiente para deitar a amestr solvente, tendo o cuidado de
nao deixar a coluna secar.

As fraccdes foram recolhidas em baldes de fundon@a ou em tubos de ensaio.

Na tabela seguinte encontram-se as condi¢cdesadtiiiz nas colunas cromatogréficas

realizadas.
Tabela 2 —Colunas cromatogréficas - amostras e solventediEes
Colunas Amostras Solventes
Altura x _
N® . ID @ Mistura Proporg&o
diametro (cm)
12 30x3 ML em EP 1,0104 Hexano:Eter dietilico 100%8:62
o 30x3 MLemEP | 2,5058 Hexano:Eter dietilico 100:0 - 20:80
3 30x3 MLemEP | 25173 Hexano:Eter dietilico 100:0 - 30:70
49 30x2 MLemEP | 0,6377 Hexano:Eter dietilico 50:0 —22:28
58 30x3 MLemEP | 07211 Hexano:Eter dietilico 50:0 - 27:23
62 30x3 ML em EP 0,7828 Hexano:Acetato de Etilo 50:0 - 41:9
72 30x3 ML em EP 0,5618 Hexano:Acetato de Etilo 50:0 -42,5:7,5
82 30x3 MLemEP | 0,5739 Hexano:Acetato de Etilo 50:0 — 437
92 30x3 MLemEP | 06165 Hexano:Acetato de Etilo 50:0 —43:7
102 48x3 MLemEP | 1,8057 Hexano:Acetato de Etilo | 100:0-82:18
Fraccbes
10a) 30x2 F10c-F17d | 0,5836 9 | Hexano:Acetato de Etilo 50:0 —43:6
da 102 CC
112 30x2 MLemEP | 0,54679| Hexano:Acetato de Etilo | 100:0-87:13
Fraccbes Hexano:Ciclohexano:Acetato  25:25:0 -
122 30x3 1,0322g .
(A...V)* de Etilo 18,5:18,5:13
ML em ]
132 48x3 1,8064g Hexano:Acetato de Etilo 50:0 - 38:12
Hexano
ML em ]
142 48x3 1,5113¢g Hexano:Acetato de Etilo 50:0 - 35:15
Hexano
fraccBes
152 48x3 (misturado | 2,0608g Hexano:Acetato de Etilo 50:0 - 34,5:15,5
em
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19/11/09)*
Fraccdo 15a-
162 30x3 16b da 1,1880g Hexano:Acetato de Etilo 50:0 - 41:9
152CC

172 30x3 ML em 1,0974g Hexano:Acetato de Etilo 50:0 — 39:11
Hexano

182 30x3 ML em 1,0974g Hexano:Acetato de Etilo| ~ 50:0 - 38,5:11,5
Hexano

*\VVer nos anexos

A sequéncia e condi¢cdes das 18 colunas cromatogsafealizadas encontram-se nos
anexos. As fracgcOes obtidas nas colunas realizaplees,demonstraram em TLC conter as
lactonas dehidrocostus e costunolida, foram sgjaitaestes de identificagcdo por técnicas de

RMN, HPLC e GC acopladas a espectrometria de massa.
2.3 Caracterizacao /ldentificacéo das fraccoes

Neste trabalho foram varias as técnicas que aradiiana caracterizacao e identificacao
dos compostos, muitas delas associadas com aa@mgeparacao — Sistemas em tandem.

A maioria dos sistemas em tandem envolve a assacide técnicas de separacdo com
alguma forma de espectroscopia, as mais comuns sgtnavioleta, infravermelho, ressonancia
magneética nuclear e espectroscopia de massa, @utha&s. Todas, com excepcao da ultima
dependem da absorcédo de emisséo de radiacao elagtrética(Scott, 1997)

As técnicas de cromatografia GC e HPLC acopladespactrometria foram essenciais
no desenvolvimento do trabalho mais precisamentaurdio na identificagcdo dos compostos.

O poder da espectrometria de massa reside no d&cigue o espectro de massa de
muitos compostos é suficientemente especifico panaitir a identificacdo com certo grau de
confianca, se ndo com a certeza absoluta. Se ibocatk@linteresse for encontrado como parte de
uma mistura, no entanto, o espectro de massa obfidconter ides de todos 0s compostos
presentes e, particularmente se o analito de s#erfor um composto minoritario da mistura,
sera mais dificil a identificagdo com algum graucedeteza. A combinacdo da capacidade de
separacdo da cromatografia (na obtencdo de conspdstoos’) com a capacidade de
identificacdo do espectrometro de massa € clareamemttajosa, particularmente devido ao
facto de muitos compostos terem caracteristicastdacdo idénticas ou similares, mas uma vez

gue apresentam diferentes espectros de massaigassim a sua diferenciacdadrey, 2003)
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2.3.1. GC-MS

Cromatografia Gasosa/ espectrometria de massa (§C/B1 uma combinacao
sinergistica de duas técnicas analiticas poterteecnica cromatografia gasosa separa 0s
componentes de uma mistura num espaco de tempespeatrometria de massa providencia
informagao que auxilia na identificagéo estrutdeacada componentedtson et al., 1996)

O principio basico de operacéo da GC envolve ailipégdo da amostra com a ajuda de
um injector (a determinada temperatura), a separdgd componentes da mistura numa coluna
especialmente preparada, e a detec¢cdo de cada memt@gor um detector. A cromatografia
gasosa utiliza um gas de arraste — hidrogénio ba hépara transferir a amostra do injector,
através da coluna, até o detectoirson et al., 1996)

A coluna contéem um preenchimento como fase estacamnA separacdo dos
componentes é determinada pela distribuicdo de caa@onente entre o gas de arraste (fase
movel) e a fase estacionaria. Um componente gueegasuco tempo na fase estacionaria vai
eluir rapidamente. Apenas 0s materiais que possasimaporizados sem sofrer decomposicao
sédo adequados para andlise em GCon et al., 1996)

Os componentes chave da cromatografia gasosa sste@mas que aquecem o injector,
o detector, as linhas de transferéncia e permug g temperatura programada, controle a
coluna.(Kitson et al., 1996)

O espectrometro de massa € um instrumento que meéleio massa-carga (m/z) dos
ibes da fase gasosa e providencia uma medida ael@hcia de cada espécie idnica. A medigcéo
€ calibrada contra i6es de racio m/z conhecidoG@IMS, a carga é quase sempre 1, pois a

escala de calibracdo é em Dalton ou unidades aaSrdie massacitson et al., 1996)

Condicbes do GC-MS:As andlises foram efectuadas num sistema de GCevttposto
por um cromatégrafo gasoso Varian STAR 3400 CX palo com um auto-injector Varian
8200 e um espectrometro de massa de “ion trap™a@itha de ides) Varian Saturn 3. O gas de
arraste usado foi o Hélio N60 (AirLiquide) com uprassao a entrada da coluna de 100kPa (13

Psi), originando um fluxo constante de cerca de/imrl. como indicado na tabela seguinte:
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Tabela 3 —Condic¢8es utilizadas na analise das frac¢Bes ahtidaxtracto de Madre de Lourp
em Eter de Petréleo no GC-MS

Injector Programa de Temperaturas Detector
200 - Tipo:
Temperatura: 175 e Espectrometro de
« 250°C o massa, Varian
= 150 -
= Saturn 3
=}
Modo: 81251 oC/mi TRAP:
: §. 100 4 4°C/min. :
+  Splitless £ . 17C°C
> - 2 75
Gas de arraste: £ ) q
nergia e
° He (N60) 50 T T T T T T ) .
. 0 10 20 30 40 50 60 lonizagao:
e 13Psi .
Tempo (min.) « 70eV
(constante)
Coluna: o
Fluxo: ) Multiplicador de
e TR-WaxMS, Polyethylene Glicol (Thermp .
e 1mL/min ) electrdes:
Electron Corporation)
(constante) e 2750V
¢ 30mx0,25 mmx 0,2hm
Modo:
Injecgéo: Linha de Transferéncia: ¢ Impacto
o lul « 220°C electrénico
e Varrimento total

Os compostos foram separados numa coluna capilaV@MS (30 m x 0,25 mm x
0,25um) de polietileno glicol, Thermo Electron Corpooati O injector foi aquecido até 28D
e a temperatura inicial da coluna ajustada“€ Sfurante 5 min.. Apés os 5 min. a temperatura
aumentou ZC/min até aos 20C mantendo-se a esta temperatura durante 20mirosTosl
cromatogramas foram obtidos no modo scan com iga@gpor impacto electronico. A

temperatura do detector foi de 220 o volume de amostra injectada foi gé.1

2.3.21C-MS

A combinacdo de HPLC com espectrometia de massaitpaima melhor identificacdo
e determinacado quantitativa dos compostos em ekg#PLC por si so.

Em HPLC a fase mével é um liquido que corre amkasao (até 400 bar (4 x’1a) de
modo a permitir um fluxo constante e assim uma etografia reprodutivel, enquanto a fase
estacionaria encontra-se numa coluna capaz deireseltas pressfes que sdo necessarias. A
separacao cromatografica ocorre se os componeatesstura interferirem de diferente forma

com as fases movel e/ou estacionaria e originardpds diferentes de deteccéodrey 2003)
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A andlise em HPLC constituiu uma fonte de iderdif@o e auxilio na quantificacdo das
lactonas de algumas fraccOes obtidas dos extrdwménicos e ainda na identificacdo de
compostos presentes no extracto metanolico da Medk@uro.

Equipamento e acessoriosO equipamento usado nesta analise foi 0 LC-MStfBa
espectrofotometro de massa do tipo lon trap mud#ip(Sistema LCMSMS Bruker Esquire
6000) com fontes ESI e APCI, com capacidade".M3 cromatografo liquido acoplado
(DIONEX ULTIMATE 3000 Fast Separation LC) com ddtwcde diodos (PDA 3000) e
colector de fracgbes. O Software consiste no COMPISluindo SmartSuite para optimizacao
automética de todos os parametros experimentais@@leon®.

Condicdes: O leque dos comprimentos de onda variou de 212G rim e foi
monitorizado a 280 nm. As amostras foram sepanagias coluna C18 Phenomenex Gemini (5

mm, 250_3.0mm i.d.; Phenomenex) com um volume j@¢eg¢éo de 10 mL.

Para as amostras com as lactona#s fase movel consistiu em Acetonitrilo (0,1% Aac.
Formico) (A) e agua/acido férmico (0,1% ac. Formig®). Foram testados varios programas de
gradientes tendo sido escolhido o que reproduzihaores resultados: 30% B (0-1 min), 30% B
(1-4 min), 25% B (4-8 min), 20% B (8-12 min), 18%{R®-16 min), 10% B (16—18 min), 0% B
(18-20 min) e 30% B (aos 20 min). O fluxo da fasevet foi de 0,4 mL/min; o cromatograma
foi registado a 280 nm e os dados espectrométpams todos os picos foram acumulados dos
190 aos 400 nm. A temperatura da coluna foi coediaob 30°C.

Preparacda 5 mg de amostra foram dissolvidas em 1mL de @ongio (visto ser o
solvente com melhores resultados de solubilidadegaucéo foi filtrada para um vial adequado

ao equipamento de injeccédo do HPLC.

Para as amostras com o extracto metandlic# fase movel consistiu em Acetonitrilo
(0,1% &c. Férmico) (A) e agua/acido formico (0,186 Bérmico) (B). Foram testados varios
programas de gradientes tendo sido escolhido aepreduziu melhores resultados: 0% A (0
min), 5% A (15 min), 15% A (20 min), 20% A (30 mid0% A (40 min), 60% A (42—47 min) e
0% A (59-52 min).

Preparacda 10 mg de amostra foram dissolvidas em 1mL de iMéta a solucdo foi

filtrada para um vial adequado ao equipamento jeée¢éo do HPLC.
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2.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) € uma técesmectroscopica que baseia-se
nas propriedades magnéticas do nucleo atomico. d@ueolocado num campo com elevado
magnetismo, alguns nucleos ressonam a determinagiaéhcia no leque de frequéncias radio
do espectro magnético. E possivel obter informagialhada acerca da estrutura molecular, no

gual o atomo esta contido, através de ligeiras ficagbes da frequéncia ressonaniecobsen,
2007)
Muitos atomos (por exemplo, 1H, 13C, 15N, 31P) corgm-se como se 0 nucleo

carregado positivamente estivesse a girar sobreixm A carga deste movimento giratério,

como uma corrente eléctrica, causa um pequeno canggmético. Quando colocado num

campo externo com forte magnetismo, o nldcleo magntgnta alinhar-se com este como uma
agulha compassada no campo magnético da Terrabsen, 2007)

A técnica espectroscopica de RMN é a mais podeemsatermos de elucidacdo
estrutural, infelizmente é uma das técnicas meansigeis(Scott, 1997)

Alguns nucleos de spinning tém cargas assimétrcasssim constituem magnetos
nucleares tendo associados campos magnéticos. davabnservacdo do momento angular,
guando tais nucleos estdo situados num campo niegifiétte, eles alteram o eixo de rotacéo
conforme o seu ambiente magnético, o qual por saaisd depender dos atomos adjacentes, e
dos protdes associados aos atomos adjacentes.1997)

A espectrometria de massa tem muito mais sensiddidque o RMN, e o espectro de
massa permite a confirmacédo da identificacdo de subatancia e permite a elucidacdo dos

detalhes das estruturas moleculares desconhecidas.1997)

Condicoes: As fraccbes contendo as lactonas sesquiterpénidebidrocostus e
costunolida) foram analisadas por RMN num espect@™00 MHz (UltraShield™ 400 Plus
ULTRA LONG HOLD), com uma sonda quadrupolar de 5 ,miugissolvidas em
aproximadamente 0,7 mL de cloroférmio deuterad®9,8%, %HO <0,01%, SDS). Os valores
de desvio quimicod] sdo expressos em partes por milhdo (ppm) retatuée ao desvio do
padréo interno de tetrametilsilano (TMS, Merck, NI@Rade) e a frequéncia de observacao foi
de 75,477 MHz para o nicleo Hi€. O niimero (méaximo) de scans acumulados para marbo
foi de 23185. Como sinal de "lock" foi usado o kida deutério da molécula de solvente
(CDCl).
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2.3.4 Espectroscopia do Infravermelho e do Ultravieta

A espectroscopia do infravermelho é uma técnicabqeia-se na interaccéo da radiacédo
electromagnética com um sistema molecular, maisigamente, nas vibracbes dos atomos de
uma molécula. Na maioria dos casos essa interaugiice na forma de absorcéo de energia dos

raios incidentes induzindo transi¢cdes entre osisite energia vibracionaktuart, 2004; Wartewig
2003)

A absorcao de luz infravermelha ocorre com compmimele onda mais longo que o
espectro visivel, isto €, entre 2 e 15 microns.aRama molécula mostrar absorcdo no
Infravermelho tem que possuir uma caracteristiqggea@fca, isto €, um momento dipolar
eléctrico da molécula tem que mudar durante a @arascott, 1997; Stuart, 2004)

A interaccdo da radiacao infravermelha com a neafgwde ser entendida em termos de
mudanca nos dipolos moleculares associados comg@ies e rotacdeSituart, 2004)

O espectro de IV demonstra a absorcdo de luz aedils comprimentos de onda
resultantes das mudancas de energia rotacionbfa@cional da molécula, e € geralmente obtido
pela passagem da radiacdo infravermelha atravéa domstra e determinando qual fracgdo da
radiacdo incidente € absorvida a uma determinadegien A energia correspondente a um
determinado pico num espectro de absorcao corrdsgofrequéncia da vibracdo duma parte de
uma molécula da amostracott, 1997; Stuart, 2004)

Cada modo de vibracdo esta entdo associado a em@éficia caracteristica e a uma
banda de adsorca@cott, 1997)

No espectro infravermelho, a intensidade da baonda per medida pela absorvancia ou
pela transmiténcia, no entanto a transmitanciaaglausradicionalmente para interpretacdo do
espectro e a absorvancia usada para o trabalhatgtigo. (Stuart, 2004)

Opticalmente, o sistema de Espectroscopia do lefraglho € muito semelhante ao
usado para medir a absorcao do Ultravioleta exagpeoos materiais de construcdo tém de ser
diferentes, ou seja, os componentes Opticos ténmsguadequados a luz correspondente com
comprimento de onda caracteristicoott, 1997)

Enquanto a espectroscopia do IV detecta as mudaocasmento dipolar da molécula
a medida que esta vibra e é sensivel aos grupesofais polares, a espectroscopia do UV
providencia informacao nas transi¢cdes dos elecedesadequada para a identificacdo de certas
classes de compostos, tais como aromaticos e iagdaiScoit, 1997)
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A absorcdo no ultravioleta ocorre a frequénciaseam@nergia de radiacdo € igual a da
transicao electronica especifica nas moléculasibist&ncia, enquanto a adsorcdo do IV ocorre a
frequéncias onde a energia de radiacdo € igualsandalancas de energia vibracional e
rotacional da moléculascott, 1997)

Ambas as absorcdes em UV e IV providenciam espequie sdo caracteristicos de cada
molécula e ambos podem ser usados para identificiggEicompostos. No entanto o espectro de
IV, devido ao largo numero de possiveis bandasbderedo, mostra diferengcas consideraveis
entre as diversas moléculas sendo mais facil asélise. Pelo contrario, em relagdo ao UV, a
maioria dos espectros sdo muito semelhantes, amsagstrutura das moléculas diferir
consideravelmentescott, 1997)

Consequentemente, o0 espectro de IV pode ser mute adequado para confirmar a
identidade dos compostos relativamente ao espdettdV. Uma medicdo em IV requer mais

amostra do que o UV e assim, apesar do IV ser imi@isnativo, a técnica ndo é tdo sensivel.
(Scott, 1997)

A técnica do Infravermelho foi utilizada neste &l numa fase inicial para identificar
a presenca das lactonas costunolida e dehidrocespasa garantir a completa secagem dos
extractos, de modo a despistar a presenca de sokecausurado no extracto bruto.

Condic6es do IV:Analisou-se cada uma das amostras usando o edp&untnetro FT-
IR (Avatar 360) em janelas de NaCl (para amostasdas).

A técnica do Ultravioleta serviu como instrumente dnalise na determinacdo de

compostos com actividade antioxidante e na queatifio de compostos fendlicos.

2.4 Testes de Actividade Antioxidante

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para avaliagficiéncia de antioxidantes
provenientes da dieta alimentar, seja como compgsioos ou como extractos de alimentos,
como também para determinar a actividade antiokgddn plasma como um index do status
antioxidantein vivo. Estes métodos focam os diferentes mecanismostéenas de defesa por
antioxidantes, isto €, eliminacdo do oxigénio erddicais hidroxilo, reducdo de radicais
peroéxilos lipidicos, inibicdo da peroxidacao dgsdds ou quelacdo de metais idnic@slido et
al. 2000)
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Assim, alguns métodos determinam a habilidade dtexidantes de eliminar radicais
livres gerados no meio da reaccdo tais como osiosns8EAC (capacidade antioxidante
equivalente Trolox), ORAC (capacidade de abson#dcs radicais de oxigénio) ou TRAP
(habilidade do plasma de reducéo total). Outrosodu&t tais como o DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) ou DMPD medem a captura de espédeesadicais estaveis por antioxidantes.
(Pulido et al. 2000)

Na maioria dos casos ocorre um mecanismo comumhaman uma reaccao redox.
(Pulido et al. 2000)

Sao muitos os métodos disponiveis para avaliar derpantioxidante de compostos
naturais em comidas ou em sistemas biolégicos. D@gdos comummente usados nesta
avaliacdo séo os procedimentos que usam o DPPHli¢h2nyl-1-picrylhydrazyl) ou o ABTS
(2,2-azinobis(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonicidgc como geradores de radicais livres,
respectivamentereow et al., 2007)

O mecanismo para ambos os métodos € similar, nidseem que o espectro de
absorvancia do radical livre estavel muda quandmi&cula é reduzida por um antioxidante ou
por espécies de radicais livreszow et al., 2007)

O ABTS é soluvel seja em solventes aquosos ou mag@re reage relativamente rapido
guando comparado com o DPPH, o qual normalmente &yumas horas para completar a
reaccao(Teow et al., 2007)

A interferéncia da coloracdo do ensaio de DPPH @mostras que contenham
antocianinos leva a uma estimacdo mais baixa deidaate antioxidante. No entanto, este
problema néo ocorre com o ensaio de ABTS, espeerdbdmuando a absorvancia é medida a

734 nm.(Teow et al., 2007)

Para os ensaios de actividade antioxidante — ABIJPPH e FRAP - utilizou-se o
espectrofotometro Perkin Elmer UV/Vis (espectrométmmbda 2).

De seguida encontram-se as condi¢fes de cada teste:

2.4.1 ABTS

Um método para a verificagdo de actividade antemtie € o ensaio de descoloracdo que
se aplica tanto a antioxidantes lipofilicos como hirofilicos, incluindo flavondides,
hidroxicinamatos, carotendides, e antioxidantepldsma/Re et al. 1999)

O radical monocatido pré-formado de Acido 2,2-azimo(3-etilbenzotiazoline-6-
sulfénico) (ABTS™) é originado pela oxidagdo do ABTS com persultigcsodio e é reduzido

na presenca de antioxidantes doadores de hidrogéaig al. 1999)
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A determinacdo da actividade antioxidante é inftiemha pela concentracdo do
antioxidante e pela duracdo da reaccao de inildgdabsorcao do catido radical. Este ensaio €
um melhoramento do ensaio TEAC (the ferryl myogithBTS) na determinacéo da actividade
de antioxidantes em muitas formas: et al. 1999)

Primeiro, a quimica envolve a formacdo directa donoeatido radical ABTS sem
envolvimento de um radical intermediario. Segunélajm ensaio de descoloracdo, assim o
catido radical é pré-formado antes da adicdo dstensas de testes antioxidantes, em vez da
formacdo do radical tomar lugar continuamente reseca do antioxidante. Dai que os
resultados obtidos com o sistema melhorado ndcaposempre ser directamente comparados
com os obtidos usando o ensaio original TEAC. Tievcé aplicavel a ambos sistemas aquosos

e lipofilicos.(Re et al. 1999)

O procedimento para este ensaio foi baseado nodméte Reet al. (1999), com
algumas modificacoes:

Preparou-se duas solucdes iniciais — solucédo agleos®BTS (2 mM), e solugcdo aquosa
de Persulfato de Potassio,80s) com concentracdo de 70 mM.

A solucéo do radical ABTS foi preparada pela jund@50 mL de solucdo aquosa
ABTS com 200 pL de solugéo aguosa de Persulfatotiessio. Esta solucdo foi colocada num
local escuro a temperatura ambiente por 12h-16mipedo assim a estabilidade do radical
ABTS".

Preparou-se ainda uma solucao tampao PBS (pH isghleendo-se 8,18 g NaCl, 0,27 g
de KH,PQy, 3,94 g de NaHPO,.12H,0 e 0,15 g de KCI para um litro de agua destilada.

Para a determinacdo da actividade antioxidanteada uma das amostras, preparou-se,
no dia de cada andlise, a diluicdo da solugcdo dESABom solucdo tamp&do PBS (Phosphate
buffered saline) pH 7,4, até se obter uma absoi®atec0,70 + 0,02 a 734 nm.

As amostras foram preparadas, separadamente,ipstdug¢do em etanol, de modo a obter
uma concentracdo de 1 mg/mL.

Para cada analise adicionou-se 100 pL de cada rmrest,8 mL de solugdo ABTSe
registou-se a diminuicdo da absorvancia a um congmtio de onda de 734 nm, durante 6
minutos.

A capacidade antiradicalar € expressa em pmolretpx¥ g amostra com base na recta de
calibracédo obtida com solugdes referéncia de Trid®8 — 268 uM).

Para cada amostra as analises foram feitas emsadpl
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De seguida encontram-se as equag0des da curvaloiacab obtidas:
Abs vs umol Troloxy = -12,521x + 0,673%0m F = 0,9988
Abs vs mM Trolaxy = -2,5023x + 0,673%om f = 0,9988.

2.4.2 DPPH

Este método é semelhante ao anterior, sendo qtecae® o gerador de radicais € o 2,2-

diphenyl-1- picrylhydrazyl.

O meétodo é baseado no descrito no artigo de Tebwal (2007), com algumas
modificacdes:

Preparou-se seis solugbes, em metanol, dos exyacim seis concentragdes diferentes
(mg/mL).

Adicionou-se 100 pL de cada solucédo a 3,5 mL decéol metandlica de DPPH (0,06
mM) e mediu-se o decréscimo da absorvancia a 51@&mmintervalos de 60 segundos, durante
30 minutos. Em todas as determinagfes usou-se baango uma solugao de metanol puro. O
espectrometro usado nas medi¢cdes de absorvanaienféterkin Elmer UV-Vis Spectrometer
Lambda 2 com células de quartzo de 1 cm de peréytse.

A capacidade antiradicalar € expressa em pumolretpxf100 g de extracto com base na
recta de calibracao obtida com solugdes refer@wcibrolox (> 99,8%, HPLC, Fluka).

A concentragdo de DPPH restante no meio reaccfondeterminada a partir da curva

de calibracédo da seguinte forma:

Onde [DPPH]é a concentragdo de DPPH no tempo final e [DRRElJa concentracéo
de DPPH no tempo inicial.

Representaram-se os valores da % DRPlm funcdo da razdo entre a massa de
extracto (mg) e massa de DPPH (mg). Assim detemunseoa actividade antiradicalar (§)C
gue é definida como sendo a quantidade minima tlexatante necessaria para diminuir a
concentracéo inicial de DPPH de 50%.

Equacdo da curva de calibracao obtida:

A vs pmol Trolox
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A vs mM Trolox

2.4.3 Analise qualitativa da actividade antioxidang (DPPH) por TLC

A deteccdo de compostos com actividade antioxidanteplacas de TLC ocorre pelo

aparecimento de manchas de cor amarelo esbranquigattastando um fundo roxo de DPPH.
(Rodriguez et al. 2008)
Este teste qualitativo é feito pela técnica de T(eplicada anteriormente) com a

alteracao do revelador, que € a solucédo de DPPH.
Preparacéo da solu¢doProcede-se a diluicdo de 0,1 g de DPPH em 50 nMedanol.
Apoés eluicdo a placa é vaporizada com a soluca®lleH e as manchas brancas
correspondem aos compostos que reagem a solucdoPBél, ou seja, que apresentam

actividade antioxidante.

2.4.4 FRAP

Pulido et al. (2000) descreve o método de FRAP (Ferric Redusimipxidant Power)
baseando-se na metodologia de Benzie e Strain 1#36es autores desenvolveram uma
metodologia para determinar a habilidade redutorgldsma como uma medida do seu poder
antioxidante.

Inicialmente, desenhado para determinar a actieidattioxidante do plasma, também
foi aplicado a outros substratos tais como chasnkos, e foi renomeado como ensaio de
reducao do ferro/ poder antioxidanteulido et al. 2000)

O ensaio de FRAP é um meétodo simples de determurdgdnabilidade de reducéo do
ferro. O método, usando ferro como um sensor redetermina a reduc¢do de um complexo
incolor ferric-tripyridyltriazine (TPTZ-F€*) na presenca de antioxidanteswa et al. 2008)

E um método espectrofotométrico simples que o@tmm pH de 3,6 a 37°C.

A reaccdo origina a forma ferrosa {Heque apresenta uma cor azul intensa com um
méaximo de absorcdo a 593 nimulido et al. 2000)

O Trolox, um anélogo da vitamina E, solivel em aguasado para a calibracdo. Este
método mede o poder redutor da amostiaua et al. 2008)

A auséncia de medicdo da contribuicdo dos grums & o pH acido representam a

principal limitacdo do métodaoviiwa et al. 2008)
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O método para este procedimento esta descritoat@lho de Raquel Pulidet al.

(2000) com algumas alteracgdes:

Preparacdo de solu¢cdeO reagente FRAP é preparado adicionando 2,5 ndollggdo
FeCk.6H,O (20 mM) e 2,5 mL de solucdo TPTZ (10 mM, em HCIMM) a 25 mL de solucdo
tampédo de acetato (0,3 M) com pH 3,6. Para premasoslucdo tampao adicionou-se 3,1 g
CH3;COONa.3HO a 16 mL de acido acético glacial e perfez-se &goa destilada até um litro.

Teste: Juntou-se 1800 pL de solucdo FRAP (preparadatenente e aquecida a°€j
a 180 pL de agua destilada e 30 pL de amostra,edanml (para o branco). A dilui¢éo final da
amostra é de 1:15.

Registou-se o0 decréscimo da absorvancia a um comptd de onda maximo de 593
nm, em intervalos de 15 segundos, durante 30 ngnatantendo a temperatura a 37°C.

O espectrofotometro utilizado foi um Perkin EImeY-MIS Spectrometer Lambda 2
(com células de vidro com um percurso oOptico dem equipado com um porta-células
termostatizado. Durante o tempo de reaccio a tetyparfoi mantida a 3T + 0,2C.

Recta de calibracdo:Para a elaboracéo da curva de calibracdo pregaraelucdes
metandlicas de Fe (Il) (FeQ®@H,O) com concentrac¢des no intervalo de 500 - 2000 pM.

O parametroEquivalent Concentration 1EC,) é definido como a concentracdo de
antioxidante que tem ferric-TPTZ reducing abiliuezalente a 1 mmol/L FeSOH,0. O EG
€ calculado como a concentracdo de antioxidanteoggaa um aumento na absorvancia no
método FRAP equivalente ao valor teérico da abswmiadde 1mmol/L de solucdo de Fe (lI)
usando a equacéo de regressao linear.

De seguida encontram-se as equacdes da curvalltacab obtidas:

Abs vs mM FeSOYH,O: y=0,184%+0,0712(com F = 0,9952)
Abs vs mmol FeSOH,0: y=1,62(E-04x-1,136-0,5 (com £=0,9952).

A equacao da curva de calibracdo obtida para odoéle FRAP usando solugdes de
trolox, paraAbs vs mM Trolofoi - (com )-
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2.4.5 Sistemd-caroteno / acido linoléico

Os carotendides sdo compostos naturais com pragesdipofilicas com mais de 500
compostos diferentes identificados, send@-caroteno o mais proeminente. A maioria dos
carotendides contém um sistema extenso de dupkasdks conjugadas, o qual é responsavel
pela actividade antioxidante. Estudos epidemioligyiem humanos tém sugerido queB-o
caroteno ajuda na prevengao do cangres e Stahl, 1995)

Os carotendides protegem os sistemas biolégicodades derivados de radicais de
oxigénio e parecem inibir reaccdes de radicaigdiveies e Stahl, 1995)

Karamac e Amarowicz (1997) abordam o teste de M{l®71), em que ocorre a
combinacdo da oxidag&o fecaroteno e do acido linoléico, para determinag@@cdtividade
antioxidante, uma vez que este teste tem sidorntege aplicado em estudos de actividade
antioxidante de compostos naturais isolados dastgda Estes autores compararam as
propriedades antioxidativas @ethylated hydroxyanizdBHA), buthylated toluen€BHT) and
buthylated hydrochinon@BHQ) num teste corfi-caroteno e acido linoléico, para propor o uso
destes antioxidantes como padrdes em ensaios @mtps naturaigkaramac e Amarowicz, 1997)

No sistemap-caroteno/4cido linoléico, os radicais livres aragios pela oxidacdo do
acido linoléico, atacam as moléculas insaturadag-daroteno, causando um decréscimo na
absorvancia a 470nm. A presenca de antioxidanis Iploquear a extensao do descoloramento
do B-caroteno pela neutralizagcdo do radical livre dwléato e de outros radicais livres
formados no sistema. Na auséncia de antioxidantedbsarvancia a 470 nm descresce

rapidamente enquanto na sua presenca, a cor,nme, assibsorvancia € retida por mais tempo.
(Oliveira et al., 2008)

O procedimento foi baseado nos métodos usadosgrondet al (2007) e Siddhuraju e
Becker (2003), mas com algumas modificagdes:

Adicionou-se 1mL de solucd®-caroteno em cloroférmio (1mg por 5mL) a 25uL de
acido linoleico e 200mg de Tween 40.

O cloroférmio foi evaporado num sistema de vacotagrapor) a 45°C por 4 min. Depois
adicionaram-se 50 mL de &gua ultrapura oxigenadaeamuo semi-solido, com agitacédo
vigorosa, de modo a obter uma emulsé&o.

Adicionaram-se 250uL da emulsdo em cada poco da pla880uL de cada amostra e a
absorvancia foi medida de imediato, a 492 nm, tewhoo composto de referéncia o BHT. Os
tubos foram colocados em banho-maria a 55°C coenvedbs de 15 min num tempo total de
180 min.
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Todos os ensaios ocorreram em triplicata.

A actividade antioxidante (AA) das amostras foileda pela coloracdo dé-caroteno
usando a seguinte formula: _ , em que Ae Ay sdo os valores da

absorvancia medidos a tempo zero de incubacéo pamostra teste e para o controlo,
respectivamente, e o At e A't sdo os valores deraBacia medidos apds incubacédo por 180

minutos.

2.5 Quantificacao de Fendis totais

Existem muitas substancias fendlicas nas plant@éensequentemente, nos alimentos,
incluindo frutos, chas, café, cacau e alimentosgssados derivados destas matérias-primas.
Quando em grande quantidade, em particular, quagsdoveis de aclUcar sdo baixos, os fendis
caracterizam-se pela sua adstringéncia, amarguraore nos alimentos, influenciando
grandemente o gosto dos vinhos tintos, chas e fm®dde chocolate. Torna-se, entao,
importante a avaliagdo do conteudo fendlico nesaitos (\Waterhouse, 2002)

No geral, a resposta dos testes de fendis totamsngaravel a dos testes de actividade
antioxidantes, com melhor correlacdo nos testesaad®idade antioxidante baseados em

sistemas aquosos em relacdo aos de meios lipidicoshouse, 2002)

2.5.1 Teste Folin-Ciocalteau (FC) colorimétrico

A gquantificacdo espectrométrica de compostos feosleé realizada por meio de uma
variedade de técnicas, todavia, a que utiliza gamt® de Folin-Ciocalteu figura entre as mais
extensivamente utilizadaS.ousa et al., 2007)

O reagente Folin-Ciocalteu consiste da mistura degdos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, no qual os 6xidos de tungsténimatibdénio sdo reduzidos na presenca de
certos agentes redutores, como por exemplo, coogpémtodlicos. A reducdo destes compostos
exibe uma coloracdo azulada correspondendo a uma @@ absorvancia de luz com um
maximo nos 765nm.

O teste usando o reagente de Folin-Ciocalteau €@ teste colorimétrico uma vez
gue a coloracao adquirida devido a reducdo doéxpdrmite a determinacdo da concentracdo
das substancias redutoras, sendo que a intensalddsorcdo da luz a um determinado

comprimento de onda é proporcional a concentrag&ofehais.(Waterhouse, 2002; Sousa et al.,
2007)

42

Maria Jodo Carvalho



LU
UNIVERSIDADE da MADEIRA

Caracterizacéo e isolamento de compostos bioactiedsingo Laurobasidium lauri (Madre de Louro)

Este método foi, originalmente desenvolvido paralises em amostras de vinho, no

entanto pode ser adaptado a outras matrizes, temd@tencdo os possiveis interferentes
(Waterhouse, 2002)
O método FC tem sido adoptado como um procedimefit@l para determinacdo dos

niveis de fendis. O desenvolvimento da cor é lems pode ser acelerado pelo aquecimento da
amostra. Com o aumento excessivo do aquecimententamto, a perda de cor subsequente é

muito rapida, tornando-se dificil a reprodutibiliga do registo da variacdo colorimétrica.
(Waterhouse, 2002)
Andlise espectral: As substancias fendlicas podem ser também quzatds pela

medicdo da absorvancia a 280 nm. A aplicabilidagitedmétodo € muito mais limitada, no
entanto, devido as propriedades de absorvancidifiwentes fendlicos variam e ndo podem ser
relacionados com um padrao especifico. Devido @ stdevido a facilidade do método, a
analise espectrofotométrica esta bem adequadaocaesso de monitorizacdo do contetudo de

fendis totais(waterhouse, 2002)

O teor total de compostos fendlicos nas amostrdgafdos e fraccdes) deaurobasidium
lauri (Madre de Louro¥oi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu.

Adicionou-se 50 pL de solugdo da amostra (10 mg/erh) Metanol a 1,25 mL de
reagente de Folin-Ciocalteu (diluido 1:10) com 1 woht carbonato de sodio (75 g/L). A
absorvancia € medida a 765 nm durante 30 minutos;&ulas de vidro de 1 cm de percurso
optico.

Para a elaboracgéo da curva de calibracdo preparsohs;des de acido galico em metanol
com concentragOes diferentes, nomeadamente, M4, 0,105, 0,3 e 0,4 mg/mL, usando o
mesmo procedimento.

Os resultados foram expressos em mg acido galidé&)@or grama de extracto. Todas as

determinacdes foram efectuadas em triplicata.
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2.6 Testes de actividade biologica

Os ensaios bioldgicos aqui realizados vém compléanem estudo fitoquimico do

extracto ML em vérios solventes.

2.6.1 Artemia salina

A Artemia salinatem sido usada desde cedo, nos anos 50 pararavsliefeitos de
varias toxinas em animais. Nos anos 80, McLaughlgeus colegas enalteceram a capacidade
dos ensaios com este organismo propondo outragladils para 0 mesmo, como testes
toxicoldégicos. Um dos exemplos praticos seria testaxtractos de plantas, de modo a avaliar a
sua capacidade biologica, permitindo assim a e@olugo conhecimento das actividades
bioldgicas dos extractos das plantasyden, 2003)

Gerou-se a ideia de usar sistemas biolégicos uala os compostos bioactivos das
plantas. De acordo com McLAughlin os testes biadgideverdo poder ser generalizados e
econdémicos, sendo que as larvas de camardo enguadrgerfeitamente como ensaio
bioldgico. (Hayden, 2003)

O ensaio de brine shrimp tornou-se entéo rotingravaliacdo de compostos biologicos
das plantas facilitando o caminho da producédo amtag farmacoldgicos a partir de fontes
naturais(Hayden, 2003)

As larvas de camarao servem de guias do potenasalpthntas e ajudam a ilustrar a
fronteira entre efeitos toxicos e efeitos teram@sti uma vez que é a sua morte por intoxicacao
gue serve como um indicador directo de potenciamspostos de plantas que podem se tornar
novas formas de agentes terapéuticos. Mantém edcelproxima entre a farmacologia e a
toxicologia.(Hayden, 2003)

A FDA (Food and Drug Administration) considera ntue haja toxicidade em testes
clinicos de Ill fase, no entanto, numa primeiraefasalta toxicidade em larvas de camarao
podem indicar potenciais compostos farmacologicasden, 2003)

Apobs estudos fitoquimicos e toxicoldgicos, os essuidrmacologicos irdo determinar a

dosagem adequada na introducédo de agentes tecaigéddél modo a permitir efeitos benéficos.
(Hayden, 2003)
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Segundo Dey e Harnorne (1991) o teste de letalisdagieyo num organismo zooldgico
simples(Artemia salina)pode ser usado na monitorizacdo das fraccOesashdie extractos de
plantas. E também um teste simples, econdmicoigoagai que optamos por efectuar este teste
de modo a complementar o estudo quimico feito arédd Louro.

O procedimento ocorreu como descrito por Dey e étae (1991) baseado no método
de Meyeret al, (1998), com algumas modificacdes.

Os ovos de camardo foram colocados num erlenmeyeragua do mar (previamente
filtrada) por 48 horas para atingirem a maturagiemaada.

Na preparacdo das solugcdes comecou-se pelas ssimg@epara cada uma das amostras,
diluindo em DMSO, para a concentracdo de 20mg/mpa#ir desta solucdo-mae prepararam-
se diluicbes em DMSO (1 mL) com as seguintes cdrexgies de 5; 1; 0,5; 0,1 mg/mL.

Conforme a % de mortalidade verificada, sendo deeada nalguns casos, houve a
necessidade de testar concentracdes intermédiaaisibaixas que as definidas anteriormente.

Colocou-se 5 mL da agua do mar filtrada em cada tigbensaio e adicionou-se pi0
de cada solucao diluida. Colocaram-se 10 larvasagla um dos tubos e para cada concentracao
realizaram-se trés ensaios.

O numero de sobreviventes foi contabilizado apdsdids.

Calculou-se a média e o desvio padréo e glfd calculado através por interpolacao

linear.

2.6.2 Alelopatia

Para o ensaio de alelopatia foram testados vaai@setros com base em alguns artigos.

Foram usadas sementes de alfat@ctuca sativgBatavia) - para verificar a actividade
inibitéria dos extractos de Madre-de-louro e dedées do extracto hexanico, contendo as
lactonas de interesse, sobre a germinacéo das tsmmen

Consideram-se germinadas as sementes que apresgotaumsao da radiculailves et al.,
2004)

A escolha da espécie tedtactuca sativaleveu-se ao facto de as suas sementes estarem
comercialmente disponiveis e facilmente acessiwaievido ao facto de exibir uma elevada

sensibilidade perante outros quimicos como € difera literatura.
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Baseado no procedimento descrito por Abdelgadilal (2007), com algumas
modificacdes:

As solucbes mée foram preparadas em dimetilsuldld@MSO) como solvente inicial
seguido de diluicdo com agua destilada para umeectracao final de 500pg/mL.

A concentracdo de DMSO nas solu¢cdes mae foi de 9/8%~oram preparadas outras
solucdes teste (10, 50, 100 e 250 pg/mL) pelagditudas solugcbes mae com agua destilada. O
tratamento controlo foi uma solugéo aquosa em DNIS&% v/v).

Foram preparadas trés réplicas, cada uma com Shsespara cada teste usando caixas
de Petri (9 cm) semeadas em papel de filtro. Fadicionados directamente 6 mL de solugéo
teste a cada caixa de Petri. A percentagem de gac¢ao foi verificada e calculada apos 3 dias.

Devido aos resultados obtidos, repetiu-se esteednmento variando alguns parametros.
Preparou-se solugbes mae de 2000 pg/mL. As soltesiesforam de 1500, 1000, 500 pg/mL.
Foram preparadas trés réplicas, cada uma com 3@ngesnpara cada teste usando caixas de
Petri (9 cm) semeadas em papel de filtro. Forami@tidos directamente 3 mL de solucéo teste

a cada caixa de Petri. A percentagem de germirfac&@erificada e calculada apods 3 dias.

Baseado no procedimento descrito por Aleeal. (2004), com algumas modificagdes:

Cada extracto foi emulsionado com Tween®40 (Acroga@ics), na proporgcao 1:1, e
dissolvido em agua destilada para a obtencao ded&sd com concentracbes de 0,01; 0,1; 1,0;
2; 5; e 100% (v/v), (20, 1, 0,4, 0,2, 0,02, 0,00¢/mL, respectivamente). Essas concentracdes
constituiram os tratamentos e, para a concentr@dgdn0 utilizou-se a solucdo de Tween®40 a
1,0% viv.

A verificacdo do potencial alelopatico dos extratokteis de cada amostra, nas diversas
concentracoes, foi realizada pela avaliagédo da gedainacdo. Trés repeticdes de 50 sementes
(pré-lavadas com lixivia diluida em agua destiladal0 (v/v) por 10min) foram semeadas em
placas de Petri (9 cm de diametro), tendo como tsibstrés folhas de papel-filtro,
humedecidas com quantidade de agua destilada &piva trés vezes a massa do papel seco.

Logo apdés a semeadura da alface, 3 mL da solucacadi® concentracdo de cada
amostra foram distribuidos em dois papéis-filtmados na tampa da placa, evitando o contacto
directo. As placas ficaram a germinar a temperaaambiente (24°C+3°C) por dois dias. Ap6s
48 horas fez-se a contagem das sementes germi(@esderam-se germinadas as sementes

gue apresentam protrusdo da radicula) e calculadsele germinacéao.
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A percentagem de germinacéo foi calculada pelagéqgua

G (%) =(N/A) x 100,

onde G € a percentagem de germinacdo, N é o nlodeesementes germinadas e A é o

numero total de sementes postas a germinaii, 2003)

2.6.3 TLC screening (Inibidores da Acetilcolinestase)

A enzima Acetilcolinesterase (AChE) tem um papelpomante na hidrélise da
acetilcolina dos neurotransmissores (ACh). Disfeischeste equilibrio AChE — Ach originam
condi¢cdes neurodegenerativas, dai que os inibiceeSChE sdo os agentes mais eficazes no
tratamento de doencas deste forumiio et al., 2006)

Actualmente os farmacos disponiveis para a tergg@édé doencas neurodegenerativas
tém varias limitagbes, incluindo os efeitos secuodadesfavoraveis. Surge, entdo, a
necessidade de pesquisar potenciais agentes giaragstes distlrbiosiiiio et al., 2006)

Os extractos das plantas tém revelado possuir ickoles de inibicdo da AChE, dai a
opcao de realizar um teste qualitativo por TLC padficar se existem compostos com essa

capacidade nos extractos de ML.

Preparacéo de solucdesA solucdo da acetilcolinesterase foi preparadeigmeente por
Emanuel Camacho. Para a deteccdo da enzima foarpdep a solucdo de acetato de natftil
(>99% GC, Fulka) em etanol (250 mg/mL) e a solucad-dst Blue B —(Fluka) em &gua
destilada (400mg/160mL). Estas solucOes foram pa€pa imediatamente antes de usar para
evitar a sua degradacao.

Teste: Aplicou-se 20 puL de solucdo metandlica a cada dasm amostras (1,5 — 6
mg/mL) e de dois compostos de referéncia — esearira acido clorogénico (99%, Acros
organics) — numa placa de silica gel.

O processo de eluicdo ocorre colocando a placa mwamara saturada com a mistura de
solventes (seleccionados anteriormente). Apos &dug; placa foi colocada sobre um suporte
num tanque fechado contendo uma pequena quantiladgua, para que esta ndo entre em
contacto directo com a 4gua, mas que a atmosfesstona seja mantida com humidade. Este
tanque foi colocado na estufa a 37°C durante 2Qtwsmno escuro. ApOs este processo a placa
foi vaporizada com a solucédo da enzima, colorinde-eoxo passados 5 minutos. Os compostos

inibidores da acetilcolinesterase déao origem a tmambrancas.
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3. Resultados e Discussao

Aqui encontram-se 0s resultados e os tratamenspgctvos do trabalho experimental.

3.1 Extraccao

3.1.1 Rendimentos das extraccoes

Os rendimentos das extrac¢des foram calculadogatda equacao:

Tabela 4 —Rendimento das extrac¢des do fungo com varioestds
Peso do extracto
Extraccdo Solvente Tempo de extraccdo (horas) 1 (%)
(gramas)
i 24 11,76 1,89
Eter de Petrélec
48 4,74 0,76
12 extraccdg Diclorometano 24 11,58 1,86
Cloroférmio 24 2,86 0,46
Metanol 24 76,86 10,96
. 24 N
22 extraccdg Eter de Petrolea 0,4567 0,052
72 0,0821 0,0095
32 extraccdd Eter de Petréleo 72 0,5467 0,1799
48 Hexano 72 0,9299 0,0391
52 Extracc¢éad Hexano 72 6,2554 0,4891
62 Extraccad Hexano 48 3,7474 0,5817
72 Extraccad Hexano 67 8,5185 0,6143

3.2 Fraccionamento e Caracterizacao dos compostomactivos
Nesta fase do trabalho utilizaram-se diversas tésnile separacéo e identificacdo dos

compostos de interesse (lactonas dehidrocostustenaida).
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3.2.1TLC

Testaram-se alguns sistemas de eluentes adeqeadd4,C, para os extractos de Madre
de Louro em Hexano, DCM e Cloroférmio, e para asddes contendo maioritariamente as

lactonas ‘rosa’, ‘verde’ e a mistura de ambas. fiteri-se que o mais adequado € o

Hexano:Eter dietilico na proporcéo de 75:25 viv.

Para a amostra de extracto ML em MeOH o sistemeldentes mais adequado

verificado foi o de Acetato de Etilo e Metanol (b%1v).
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Tabela 5 —Sistemas de eluentes escolhidos e Rfs dos compaategpais
Concentragad ]
Amostra Sistema de eluentes Revelador Rfs
(mg/mL)
ML em Hexano 5,3 Hexano : Eter Dietilico Lact.rosa ~ 0,29
ML em DCM 5,7 7225 Lact. Verde ~ 0,23
ML em Cloroférmio 5,0 ’
Acetato de Etilo : Metanol| Lieberman
ML em MeOH 1,6 555 B
) Bouchard
Lactona ‘rosa 5.0 Hexano : Eter Dietilico ~0.29
Mistura das lactonas 5,0 Lact.rosa ~ 0,29
’ 72:25 Lact. Verde ~ 0,23
Lactona ‘verde’ 5,0 ~0,23

Hex DCM Clorof. MeOH;: . rosa Mix verdé_

Figura 15- TLC desenvolvida em Hexano:Eter

dietilico (75:25)

Maria Jodo Carvalho

MeOH

Figura 16- TLC desenvolvida em Acetato de

Etilo: Metanol (55:5)
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3.2.2 TLC Preparativa

Uma das técnicas testadas para o fraccionamemoagagao dos compostos de interesse

— lactonas dehidrocostus e costunolida — foi a pPt&parativa.
Na TLC preparativa, verificou-se um rendimento mugaixo (<50%), como verifica-se

em baixo na tabela seguinte:

Maria Jodo Carvalho

Tabela 6 —Rendimentos das TLCs preparativas realizadas
Sist. Eluentes
Amostra (mg) (Hex: Eter Fracc¢Bes obtidas (mg) 1(%)
diet.)
A 19,8 36,464
Extracto ML em
EP 24h 54,3 B 6,4 11,786
C 8,1 14,917
41,8
F4 da 12 CC — = =
21,5 6F (FA - FF) _ _
A 1 2,392
F5da 12 CC 41,8 4,5.0,5 B 12,4 29,665
C 2,4 5,742
A 2,6 4,221
B 8,1 13,149
C 14,4 23,377
61,6 70,0:30,0 -
A (contaminado) 3 4,870
B (contaminado) 5 8,117
C (contaminado) 12,3 19,968
A 3,9 6,783
57,5 70,0:30,0 B 9,5 16,522
C 115 20,000
A 2,4 4,528
Fllda22CC
B 59 11,132
C 4,1 7,736
D 49 9,245
53 70,0:30,0 X
A (contaminada) 2,6 4,906
B (contaminada) 4,6 8,679
C (contaminada) 6.6 12,453
D (contaminada) ’ 12,453
A 0,4 0,698
57,3 70,0:30,0 B 10,3 17,976
C 9,9 17,277
A 18,3 32,105
57 70,0:30,0
B 8,6 15,088
F12 da 22 CC A 13,9 26,731
52 70,0:30,0
B 14,9 28,654
53 70,0:30,0 A 4,6 8,679
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B 0,9 1,698
A
56,1 70,0:30,0 = =
B —_ —
A
51,6 70,0:30,0 5 — —
50,3 28 8,833
53,3 FA+ EB + EC 96,6 36,220
54,7 iunca 73,6 34,489
F8 da 32 CC 70.0:30.0 (juncéo de todas as
51,2 fraccoes
509 correspondentes)
56,6

Alguns valores relativos a massa, das fraccoesladbipor cromatografia preparativa,
nao se encontram descritos na tabela, pois a deamileacdo nado foi possivel por diversos
factores, entre eles: a perda do produto devidallea fhumana ou no processo de raspagem,
extrac¢do com solvente e a filtracao da silica.

Este procedimento ndo reproduziu resultados faemsavouve um baixo rendimento,
reflectindo uma grande perda do produto inici@d@des obtidas nas colunas cromatograficas).

A cromatografia preparativa apesar de ser um désdog de separacdo mais econémico

e de requerer 0 mais basico dos equipamentos teas wdconvenientes, tais comeiostettmann
et al.,2001)
Adsorventes: no geral o formato das placas cromatograficasdea@0x20 cm ou de

20x40 cm, limitando a espessura e o tamanho da,placuzindo assim a quantidade de
material que se pode separar, uma vez que a caxgimmde amostra para uma placa de silica
com 1mm de espessura é aproximadamente de 5fMmg/cm

A aplicacado da amostra:é um dos aspectos mais criticos da TLC preparadiy@lacas
devem ser pré-lavadas de forma a minimizar as iegasr que se podem recuperar quando se
extrai o composto de interesse do adsorvente. v@rs@l para diluir a amostra para aplicagéo na
placa deve ser volatil para ndo haver problemadatgamento da banda de aplicacdo. A banda
de aplicacdo deve ser mais estreita possivel parenelhor poder de resolug&eiostettmann et
al.,2001)

Eleicdo da fase modvel e desenvolvimento da placaonratografica: A eleicdo do
solvente necessita de testes preliminares por N&©. é recomendado o0 uso de metanol para
eluir os componentes uma vez que pode solubilizgl de silica e algumas das suas impurezas.

(Hostettmann et al.,2001)
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3.2.3 Colunas Cromatoqraficas abertas

As colunas cromatogréficas (CCs) abertas forans atei fraccionamento do extracto
ML em hexano e na separacao das lactonas.

Na realizacdo das colunas cromatograficas foratades parametros diferentes (como
descrito no Procedimento Experimental), tendo-s#ic@do que as colunas que reproduziram

melhores resultados reuniam as seguintes condic¢oes:

Tabela 7 -Condi¢cdes mais satisfatérias das CCs para o fra@giento do extracto ML em Hexano
Coluna Sistema de eluentes )
i Rendimento
Dimenséo da
) das colunas
) coluna Racio FracgBes com
Tipo . Total com estas
(altura x Amostra:Silica lactonas o
] condicdes
didmetro)
Hexano:Acetato de Média=69,596
) Entre 36,5:13,5
Molhada 30cmx 3 cm 1mg:60mg Etilo 446 Desvpad=13,11
e 44:
50:0 — 38:12 CV(%)=18,84

A técnica de cromatografia por coluna aberta, réimjtiu 100% de reprodutibilidade na
separacgdo dos compostos do extracto ML em Hexai@ decessidade de realizar um elevado
namero de colunas cromatograficas, de modo a adelguma quantidade de fraccbes
contendo as lactonas puras ou, pelo menos, minimtancentaminadas para proceder a outros
passos de separacao.

Existem algumas limitacdes inerentes a técnicaramatografia em coluna aberta, tais
como, a separacdo ser lenta, a ocorréncia de dadsdrgeversivel dos solutos e a
incompatibilidade com particulas de granulometaquena(Hostettmann et al.,2001)

Em baixo encontra-se uma tabela indicando, de wmmaaf geral, a obtencdo da lactona

‘verde’.
Tabela 8 —-Esquema geral da obtencédo das lactonas
Colunas Fraccgbes M obtida (mg) Lactona TLC
® 12a-12c ~36.5 Lactona costunolida
(~116 mg)
Caracterizacao:
8 12b-12c ~40,9 RMN + HPLC-MS
Fracgdo Z— Mancha
( jun%éo) & —> corverde
92 _0 o=
12b-12c ~40,9 Rf=0,2:
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Lactona
dehidrocostus

172 10b ~131,1 (contaminada)

(~131,1 mg) Mancha
Caracterizacao: cor rosa

HPLC-MS Rf=0,2¢

Verificou-se através de testes de identificacateiilos mais a frente) que as lactonas
designadas neste trabalho de ‘verde’ e ‘rosa’ aewdsua coloracdo em TLC representam a
costunolida e a dehidrocostus, respectivamentengdjo das fraccbes 12a-12c (da 72 e 82CC) e
12b-12c (da 92 CC) ficou denominada coRraccdo Z de modo a facilitar o seguimento do

trabalho.

3.3 Caracterizagao dos compostos bioactivos

3.3.1 GC-MS
A fraccdo C obtida por TLC preparativa feita a §@x 5 obtida na 12 CC foi analisada

em GC-MS, e apresentou 0s seguintes picos:

Library Search D:\PCPLANTANFCCPF5CC Acquired: 12 Feb 2009 18:47:30 + |;_64‘
Comment: FC COL PREPAR FS CROMAT COLUNA EM ETER PET 2

?(a;gple-ﬂ)ackgraund Base Peak 91 Intensity 16270 Scans 8112815 - 823+827
2 91

Figura 17— Espectro de massa com as fragmentacdes da lalgbithocostus

Com destaque: m/z de 230 V1215, 150, 91 e 79. A biblioteca de massa identif
este composto como sendo a lactona dehidrocostus woa certeza de 96% o que foi
confirmado pela comparacdo com os dados obtidos Groz Morais na sua tese de
Doutoramento (1987).

Uma vez que o equipamento de GC-MS apresentou alima tecnica, ndo foi possivel
continuar a andlise de frac¢des por este métodentamto, em relacdo ao aspecto qualitativo
ficou provado com algum grau de confianca a preseals; lactona dehidrocostus nalgumas

fraccOes obtidas do extracto hexanico de Madreoded.
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3.3.2LC-MS

Analisaram-se algumas frac¢cbes obtidas no fracoiento do extracto de Madre de
Louro em Hexano por LC-MSMS com o objectivo de iderar e auxiliar na quantificagao dos
compostos de interesse presentes no extracto lkkexdaictonas dehidrocostus e costunolida.

Experimentou-se a analise em modo ESI positivd ®$m modo ESI negativo MS

tendo-se verificado que o analito responde melhom®do positivo.

3.3.2.1 Identificacdo e Quantificagao da Costunaid

# | BT [min] Chramatogram Area| Areal | S/M
Hil 7.9 BPC 50-1000 +AI M5 | 8185148010 | 100.0°] BEE
2 9.6 | BPC 50-1000 +Al M5 | 149611111 18] 45
3 10.2 | BPC 501000 +41 M5 2956023 00| 03
4 11.5 | BPC 50-1000 +&l M5 | 116383532 14] 22

Figura 18 - Cromatograma geral da Fracgéo Z contendo a latiende’

+MS, 7.9min #311

1253 233.0

0.50 187.0

7
0.25 215.0 4871

0.00:
Xi0 +MS2(233.2), 7.9min #312
1.0

187.0

215.0

LAl e

Eo
=

+MS3(233.2->187.1), 7.9min #313

145.0

0.0
ud +MS4(233.2->187.1->145.1), 7.9min #314

o T 2 T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z

Figura 19 - Espectro de Massa com as fragmentacée’s-NB4" da Fraccdo Z contendo a lactona

‘verde’
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O espectro de massa da fracgdo Z apresentou [Vedd) racio m/z de 233 (100% dg |
como o i&o maioritario com fragmentacdo: M§233,2]: 187 (100%); MS3[233,2-187,1]:
145(100%); MS4[233,2-187,1-145,1]: 53,3 (100%). Estes resultados indicam agmea da
lactona costunolida, de acordo com os resultadacaelos no artigo de Hat al (2010).

Para a quantificacdo da percentagem da lactonanmsta na fraccdo Z baseamo-nos

no seguinte célculo:

Tendo-se verificado que a costunolida apresentoaxapadamente 97% (96,899%) de
pureza nesta frac¢géo analisada.

Num calculo generalizado (excluindo perdas de peagieuantidades de amostra ao
longo de todo o processo), isto indica-nos quegxteaccdo de 721,1g de fungo seco em
6500mL de Eter de petréleo obteve-se 16,5116g dmata contendo 1,06g de lactona

costunolida.

3.3.2.2 Identificacdo e Quantificagao da Dehidrod¢os:

o
? I 3
e 2030
x
o
b Ly
1bo 200 abo

Figura 20 - Cromatograma geral da Fraccéo 10b da 172CC contelaabbona ‘rosa’ contaminada
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\nlen% LRosaD1_GC1_01_3661.d: BPC 50-1000 +All MS, Smoothed (9.65,1,GA)
x1084

2.0

159
1.04
059

o
xJo¥ LRosaD1_GC1_01_3661.d: BPC 50-1000 +AIll MS2

0.6
0.4
0.24
/N ,r.AA/u\/\

O

X?OG] LRosaD1_GC1_01_3661.d: BPC 50-1000 +All MS3
1.04

0.8

0.6

0.4+

N J\//\I\/\A_/\A /J\/\,/‘*\/k

o 1 T T T T T T 7 T

T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

A I U
LRosaD1_GC1_01_3661.d: BPC 50-1000 +All MS4

\nlen§ 231.0 +MS, 8.2min #314
x10
24 195.0 461.1
0l Mt . L)
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

Figura 21 - Espectro de Massa com as fragmentacdes-NBS4" da Fraccdo 10b da 172CC contendo a

lactona ‘rosa’

O espectro de massa da fracgdo 10b da 172CC ajoe$ki+H]" com racio m/z de 231
(100% de ) como o ido maioritario com fragmentacdo: M$231,2]: 185 (100%); MS3
[232,2-185,3]: 143(100%); MS4231,2-185,3-143,3]: 128 (100%).

Estes resultados indicam a presenca da lactonalrdebstus, de acordo com o0s
resultados verificados no artigo de ldtal (2010), no entanto esta fraccdo com a lactona
contém outros compostos, ndo tendo sido possitéb @obtencdo de uma fracgdo com elevado

grau de pureza para a lactona dehidrocostus.

Os fragmentos obtidos do extracto ML em MeOH nadepam ser alvo de estudo e de
identificacdo devido a falta de tempo, no entaeti@ © passo imediato no seguimento deste

tema.

3.3.3 RMN
Como auxilio na identificacdo das lactonas nas;@r@s obtidas do extracto hexanico de

Madre de Louro, analisou-se o espectro de RMK@e
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3.3.3.1 ldentificacao da Costunolida:
Procedeu-se & anélise da fraccdo Z contendo a#actstunolida em RMN déC.

Peak V(F1l) [ppm] Intensity [abs] Intensity [rel]

- 170.4233 1202016.75 0.14
2 141.4213 2039448.75 0.25
3 140.1327 2286109.25 0.27
4 136.9194 2375437.25 0.2
5 127.3185 4563442 .50 0.51
6 127.0809 4156925.75 0.51
7 119.5744 3825300.50 0.43
8 81.8934 5904699.00 0.67
9 77.3110 58085318.75 6.95
10 77.1966 2843673.00 0.32
11 76.9939 62628240.00 7.04
12 76.6761 57271157.25 6.99
13 65.2853 521476.25 0.06
14 50.4423 4823291.75 0.62
15 41.0115 4769020.75 0.54
16 39.4691 4868360.25 0.61
17 28.0731 4530377.00 0.55
18 26.1955 4944499.00 0.56
19 17.3208 5295076.25 0.61
20 16.3330 383867.50 0.06
21 15.0886 3800269.00 0.43

Figura 22 — Picos obtidos no espectro de RMN'® da Fracgéo Z contendo a lactona costunolida

Fraccdo Z (Costunolida): 13C NMR (400 MHz, C2HCI3)(ppm): 170.42 (C-12),
141.42 (C-11), 140.13 (C-4), 136.91 (C-10), 127@15), 127.08 (C-1), 119.57 (C-13), 81.89
(C-6), 50.44 (C-7), 41.01 (C-3), 39.46 (C-9), 28(Q72), 26.19 (C-8), 17.32 (C-15), 16.08 (C-
14).

Os dados foram comparados com a literatura e atifidagdo da costunolida foi

auxiliada pelos estudos feitos pordtial (2005) e Ferraet al (2005).

3.3.3.2 ldentificacdo da Dehidrocostus:

Uma vez que néo foi possivel obter uma fraccdo gomminimo de grau de pureza da
lactona dehidrocostus, refiro aqui a fraccdo conthameespectro de RMNSC, de modo a
identificar a presenga desta lactona no extractarieo da Madre de louro.

Fraccdo 11 da 22 CC (dehidrocostus): 13CNMR (40 MERHCI3),6 (ppm): 170.22
(C-12), 151.22 (C-11), 149.25 (C-3), 139.66 (CHYN.18 (C-13), 112.63 (C-15), 109.63 (C-
14), 85.22 (C-5), 52.06 (C-4), 47.65 (C-6), 45.0610), 36.25 (C-2), 32.61 (C-8), 30.95 (C-7),
30.32 (C-1).

Os dados foram comparados com a literatura e difidagdo da dehidrocostus foi

auxiliada pelos estudos feitos pordtial (2005) e Ferraet al (2005).
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3.3.4 Espectroscopia IV

Analisaram-se algumas amostras dos extractos lw&arem espectroscopia IV e
verificaram-se bandas a 1762.16 e 1767.64 cwmrrespondendo ao stretching de carbonilo
(C=0) tipico das lactonas costunolida e dehidrasoBista observacao é feita por comparacao

com a literatura, nomeadamente com os estudos fedp Castilhcet al. (2005) e Diazt al.
(2003).

3.4 Testes de actividade antioxidante

Aqui encontram-se representados os graficos coraspdtados dos testes de actividade
antioxidante.

Para os testes de actividade antioxidante as amsoststadas foram as seguintes:

extractos de madre de louro em Hexano, DCM, Clonoim e MeOH, e as frac¢cdes contendo a

lactona rosa (12a da 182CC), a lactona verde @ica@) e a mistura de ambas (12b-14a da
18aCC).

Nota: os ensaios espectroscopicos de actividade ardiabadABTS, DPPH e FRAP para

as amostras contendo as lactonas foram feitos @iicala devido a pouca quantidade obtida
destes compostos.

3.4.1 ABTS

500,0

450,0
00,0
50,0
£300,0

ML em
MLem
MLem
Hexano DCM Clorof. MLem Lacton

Mist.
MetOH 'rosa’

Amostras verde

Figura 23 —Gréfico representativo da actividade antioxidatae amostras testadas em pmol eq trolox/

g de amostra
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ABTS
(mM eq trolox/mg amostra)

250,0
200,0

150,0 706,022

100,0 —
50,0 —
19,680
0,0 8,960 17,163

MLem
ML em
Hexano pc ML em

Lem
MetOH

mM eq trolox/mg amostra

Lactona Mist.
'rosa’ Lactona

Amostras

Clorof.

Figura 24 —Gréfico representativo da actividade antioxidat#ae amostras testadas em mM eq

trolox/mg amostra

As amostras com 0s extractos revelaram maior detid perante o ensaio de FRAP em
relacdo as amostras com as lactonas, sendo quaactexde ML em MeOH foi 0 que se
mostrou mais activo seguindo-se o extracto ML enMDEm Hexano e em Cloroférmio. As
fraccBes testadas com as lactonas revelaram metisidade em relacdo a fraccdo com a

mistura das lactonas.

3.4.2 DPPH

Os resultados do teste DPPH nao revelaram actwidim$ compostos testados com
excepcdo do extracto metandlico, sendo que estseiou um valor de 1,09Emol eq trolox/

100g extracto.

2.4.3 Analise qualitativa da actividade antioxidant (DPPH) por TLC

A deteccdo de compostos com actividade antioxidanteplacas de TLC ocorre pelo

aparecimento de manchas de cor amarelo esbranquigattastando um fundo roxo de DPPH.
(Rodriguez et al. 2008)
Este teste qualitativo é feito pela técnica de T(eplicada anteriormente) com a

alteracdo do revelador, que € a solucdo de DPPHnfsstras testadas foram os extractos de
ML em Eter de Petroleo em 24h/48h, DCM e Cloroférméspectivamente, como verificado de

seguida:
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Figura 25— TLC revelada com solucido de DPPH

Os compostos mais apolares foram os que exibirararmaidez na descoloracdo ao
aplicar o revelador, sendo que os compostos condBfiticos aos das lactonas ndo demonstram
uma mancha significativa.

Este teste qualitativo contrasta com os valoresdabtpelo ensaio espectroscopico
quantitativo de actividade antioxidante de DPPH,seatido em que o teste espectroscopico
revela actividade apenas no extracto ML em MeOH.

3.4.4 FRAP
FRAP
(mg amostra /mmolFeSO,.7H,0)
§ 1,4E-04 - 1,216-04
~N .
3 1,2E-04
@ 1,0E-04 -
&
TE'-\ 8,0E-05 6,20E-05 g
£ 6,0E-05 -
~
o 4,0E-05 -
2 > OE-05 _/1{21E-05 4005 15E-05
E ’ "
H 0,0E+00 . . . . : : .
o ) -0 > N\ e
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Figura 26 —Gréfico representativo da actividade antioxidartemg amostra por mmolFe$2H,0

FRAP
(mmolFeS0O,.7H,0/mg extracto)
1,20E+06
2 1,2E406 -
©
£ 1,0E+06 -
()]
oo 4
£ 8,0E+05
o)
S 6,0E+05 -
T
N 4,0E405 - s
2 8,66E+04 R
2 2,0E+05 -828E:04 ’ 1,54E+04 8,66E+03
w o= [ [
2 0,0E+00 : : : : : : .
o o O > A\ e
£ e_\_'z? é@° § > é@k‘o @"ﬁb . ‘;@@ @3’0
& & Q &F&
& & A NN &
& &Q\ \,Q’& ~ 'aéo
& 7 N ol M
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Figura 27 —Gréfico representativo da actividade antioxidarmemmolFeSQ7H,O por mg amostra

Verificou-se que o extracto ML em MeOH é a amostrais activa uma vez que
necessita de apenas 8,36fg de amostra para reagir com 1 mmolFeB&0, enquanto a
mistura das lactonas (dehidrocostus e costunofigapssita de 1,21Emg de amostra para
reagir com 1 mmolFeS{’H,0.

Pelos resultados obtidos, os extractos de ML aptasemais actividade antioxidante
em relacéo as lactonas.

3.4.5 Sistemd&-caroteno / acido linoléico

p- Caroteno
ividade antioxidante (%))

ESO,O

© 65 048

0 T —

¥ 40,0

© —

o — 37 73

< 20,0 38 i}

_g

s 00

=3

< ML em EP D
24h ML em EP

48h ML em DCM

ML em
Cloroférmio I\,\/I/“E-teon:l Lactonas
(mistura)
Amostras
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Figura 28 —Grafico representativo da percentagem de actigeidadioxidante por amostra

Nao foi possivel realizar o teste facaroteno nas amostras de lactonas devido a pouca
guantidade obtida, no entanto foi testada uma aeoshtendo a mistura das lactonas.

Todas as amostras testadas revelaram actividaidanhte, no entanto o extracto ML
em DCM foi o que revelou maior percentagem de @mletde antioxidante com 65%, seguindo-
se o0 extracto ML em Eter de Petr6leo com ~50%resiantes amostras com valores inferirores
a 50%.

O extracto metandlico foi o que revelou melhoresiltados para os testes de ABTS,
DPPH e FRAP, destacando-se em relacdo as restamtestras, virando as atenc¢des para o
potencial antioxidante existente neste extractquanto no teste d@-caroteno os extractos de
ML em Diclorometano e em EP sdo os que revelam rmp@ycentagem de actividade

antioxidante.

3.5 Quantificacao dos fendis totais

Fenais totais
mg acido galico/ g extracto)

300,0 259,649

250,0
200,0
150,0

100,0 5130425 I
50,0 29,786 \
J = s g
0,0 - 21,287 54 874
T

Fenois totais mg ac.gélico/g amostra

& o N — o 4,629
N 5% —
> <o & QR
@V & o > N
N < @ e Q@ N
< S & & & &
< Q\,Q’ P & S
& L
0 \J

N3
Amostras

Figura 29 —Gréfico representativo da quantificagdo dos fetaias pelo método de Folin (mg de acido

gélico por g de amostra)

Verificou-se que o extracto metandlico contém, eoteza, compostos fendlicos.

As fraccdes testadas com as lactonas acusaranvpamtte teste, e uma vez que estes
compostos nao sao fendlicos representa uma fallta neétodo, ou seja, demonstra a auséncia
de preciséo.
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Uma vez que as amostras contendo as lactonas denai@lso positivo e cujos valores
aproximam-se dos valores obtidos para os extrat#oslL em hexano, DCM e Cloroférmio,
nao € possivel determinar se estes extractos possisua constituicdo compostos fendlicos.

Esta falha indica a falta de sensibilidade desstetetendo sido apenas possivel
guantificar os compostos fendlicos no extracto MiMeOH.

Os meétodos baseados em transferéncia de electrédemma capacidade de um
antioxidante na reducao do oxidante, o qual mudeodejuando reduzido. O grau de variagcéo
da cor é correlacionado com as concentra¢cfes dioxidantes na amostra. Aqui os valores de
pH tém um efeito importante na capacidade de reddg@é antioxidantes-iuang et al., 2005)

Estes ensaios incluem o teste de ABTS, FRAP, DPBHIe Folin-CiocalteuHuang et
al., 2005)

Apesar das desvantagens o teste quantitativo desfersando o reagente de Folin-
Ciocalteu, é conveniente, simples e reprodutiveene se tornado num ensaio de rotina no
estudo de antioxidantes fendlicosuang et al., 2005)

O teste de DPPH é tecnicamente simples mas algdesasntagens inerentes limitam a
sua aplicacaqgHuang et al., 2005)

O ideal sera sempre realizar varios testes basesddsansferéncia de electrdes, o que
muitas vezes permite a obtencdo de excelenteslagies lineares, valorizando assim o0s

resultados obtidostiuang et al., 2005)

3.6 Ensaios bioldgicos

Aqui encontram-se representados 0s resultadosndagos bioldgicos.

Para os testes de actividade bioldgica, as amdsstas foram as seguintes: extractos
de madre de louro em Hexano, DCM, Cloroférmio e Me® as fraccbes contendo a lactona
rosa (12a da 182CC), a lactona verde (fraccacadnestura de ambas (12b-14a da 18aCC).

3.6.1 Teste de citotoxicidade eArtemia salina

A % de mortalidade foi calculada pela regra de:

10 (larvas mortas)------------- 100% (mortalidade)

N° larvas mortas (teste)------ X

sendo que X representa a % de mortalidade de udaact&@centracao.
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A determinacdo do Dy, foi feita por interpolacao linear, como exemphfio em baixo
com a amostra de extracto ML em Eter de Petréleo:

Concentracdo % Mortalidade

(mg/mL)
5 100
2,5 97,5
2 97,5
1 57,5
0,5 0
0,1 0
X y
0,5 0
X 50
1 57,5

ML em EP
ML em DCM
ML em Clorof

Mist. Lact

Amostras

Figura 30 —Gréfico representativo da Dose Letal 50 em mg/aé @mostras testadas.

As amostras de ML em MeOH e das lactonas ‘roseesde’ apresentaram valores de %
de mortalidade inferiores a 50%, tendo sido, ptotaexcluidas deste gréfico.

O extracto em Eter de Petroleo foi a amostra quesaptou um valor de R mais
baixo seguindo-se o extracto em diclorometano,tmeto em cloroférmio e por fim a Fraccao
(12b-142 da 182CC) com a mistura de lactonas covaloses de 0,10; 1,06; 1,47 e 2,93 mg/mL,

respectivamente.
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Estes resultados indicam que o extracto ML em &¢ePetréleo foi o que apresentou
maior citotoxicidade nas larvas de camardo umajuezapresentou o valor de §lmais baixo,

ou seja, requer menos quantidade de amostra jaiaa 50% da populacéo.

3.6.2 Teste de alelopatia sobre sementesldectuca sativa

Devido a indisponibilidade de alguns equipamentasagentes no laboratério, foram

testados varios parametros (individualmente) dendon verificar qual o procedimento mais
adequado a este teste com as condicbes disponmesar de terem sido testados varios
parametros incluindo varias concentracdes das amspsis resultados obtidos ndo permitem
avaliar precisamente a inibicdo das amostras sogeeminacdo das sementes de Alface.

Seria requerido mais tempo e maior quantidade desian(extractos e lactonas) para
chegar ao procedimento adequado de modo a avalisgctamente a actividade alelopatica
sobre as sementes de alface e possivelmenterniesteais espécies também.

Existem muitas condicdes a serem monitorizadassao sementes em bioensaios. A

maioria dos estudos usa uma ou pouco mais espéstesdiferentes limitando assim a resposta

aos quimicos testadagsiacias et al., 2000)

No entanto, estudos ja realizados provam a acteidalelopatica das lactonas
sesquiterpénicas costunolida e dehidrocostus, ceenificado, por exemplo, no estudo de
Abdelgaleilet al. (2007) que refere a lactona costunolida comonpadéaleloquimico.

3.6.3 TLC screening — Inibidores da acetilcolinestase

O sistema de eluentes para todas as amostras f@xdmo e éter Dietilico (75:25), com

excepcao do extracto ML em metanol, que foi de #oede Etilo e Metanol (55:5).

Tabela 9 —Identificag8io dos compostos assinalados nas figegainte
D Amostra Concentragad Rf (revelador Liberman- Rf (revelador enzima
(mg/mL) Bouchard) AChE)
A Eserina -
B Acido clorogénico -
Hex ( C) ML em Hexano 53 ~0,30
DCM (D) ML em DCM 5,7 Lact.rosa ~ 0,29
Clorof. ( ML em 50 Lact. Verde ~ 0,23
E) Cloroférmio '
MeOH (F) ML em MeOH 1,6 -
Rosa (G) Lactona ‘rosa’ 50 ~ 0,29
. Mistura das Lact.rosa ~ 0,29
Mix (H) lactonas 5.0 Lact. Verde ~ 0,23 0,25
Verde (I) Lactona ‘verde’ 5,0 ~ 0,23
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) - ( )
() &2 X5 —

R

Hex ~ DCM  Clorof. MeOH rosa Mix \"/‘e'rdej;

w‘

Figura 31 —TLCs reveladas com a solugéo
acetilcolinesterase

A 12 TLC foi revelada com o Lieberman-Bouchard pawdermos comparar os factores
de retencdo com possiveis manchas brancas das rEMEgdas com a solucdo da enzima
acetilcolinesterase.

O extracto de ML em Hexano e a mistura das lactomadaram manchas brancas muito
ténues com Rfs de aproximadamente ~0,30 e ~0,@%e @oderia repesentar ambas as lactonas.
N&o é portanto, possivel dizer com toda a certaas@s amostras que reagem perante a ac¢ao
da enzima acetilcolinesterase.

Sera necessario a realizacdo de um teste mais@neaia defnir quais as amostras que

inibem a actividade da acetilcolinesterase.
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4. Conclusao e Perspectivas Futuras

A Madre de Louro possui ha sua constituicdo congsodé grande interesse cientifico,
nomeadamente as lactonas sesquiterpénicas codtureldehidrocostus. Pensa-se que estes
compostos advém do hospedeirbatirus novocanariensis tal como € descrito no trabalho de
doutoramento de Cruz Morais (1987), em que estw &t um estudo comparativo entre ambas
as espécies.

Estas lactonas tém sido alvo de muitos estudosifates nos ultimos tempos devido ao
seu potencial nas mais diversas actividades brd8giO problema consiste em desenvolver
métodos eficazes na obtencado de fraccdes com wadelgrau de pureza (> 97%).

Pela técnica de TLC, usando como revelador a soldgE Lieberman-Bouchard,
verificou-se a presenca de duas manchas que saca®stdos restantes compostos pela
coloracdo que adquirem, nomeadamente rosa e \rdanais tarde vieram a ser identificadas
como as lactonas dehidrocostus e costunolida, cegamente.

Neste trabalho experimental foram testadas algugwscas de fraccionamento e de
separacao destas lactonas de interesse a pagtitrdetos do fungo Madre de Louro.

Foi possivel obter 116 mg de lactona costunolida cona percentagem relativa de
pureza de 97%, através do fraccionamento pelaci&@da cromatografia em coluna aberta com
sistema de eluentes Hexano:Acetato de etilo (50:837 mL), tendo procedido a sua
identificacdo por HPLC-MS e RMKC.

Infelizmente, a purificacdo da lactona dehidrocestéio foi conseguida, permanecendo
em frac¢cOes com alguns contaminantes.

Relativamente ao estudo de actividade antioxidgraey os estudos de ABTS, DPPH e
FRAP o0 extracto metanodlico obteve melhores resoftadlemonstrando ter maior poder
antioxidante, dai que seja necessario proceder a identificacdo dos compostos que este
apresenta. Esta tarefa requer tempo, dai que nfia $édo possivel realizar neste trabalho.

No estudo de actividade antioxidante pelo sistrcaroteno/acido linoléico todas as
amostras testadas revelaram actividade, tendamstatracto em diclorometano o mais activo.

O teste de quantificacdo dos fendis utilizandoayeate Folin-Ciocalteu demonstrou a
sua falibilidade ao revelar um falso positivo nagatras contendo as lactonas, no entanto veio
enaltecer a presenca destes compostos no extratémdtico. A davida sobre a presenca de
compostos fendlicos nos extractos de hexano, dicietano e cloroférmio mantém-se uma vez

gue os resultados quantitativos assemelham-sebtide®nas amostras com as lactonas.

67

Maria Jodo Carvalho



LU
UNIVERSIDADE da MADEIRA

Caracterizacéo e isolamento de compostos bioactiedsingo Laurobasidium lauri (Madre de Louro)

Em relacdo aos ensaios bioldgicos, o teste deidaxie sobre artemia salina demonstrou
ser 0 extracto hexanico o mais activo em relacdesiantes amostras, incluindo a fraccdo com
a mistura das lactonas, uma vez que apresentoualonde Dlsp mais baixo (0,1mg/mL), ou
seja, requer menos quantidade de amostra paraeliBn% da populacao.

Testaram-se alguns procedimentos para o estudvligiio da germinacédo das sementes
de Lactuca sativano entanto ndo foram obtidos resultados concr&eda necessario mais
tempo e maior quantidade de amostra para testpardsnetros minimos de modo a chegar as
condi¢cOes ideais para a sua realizacdo. O tesldatjua sobre a presenca de inibidores da
enzima acetilcolinesterase pela técnica de TLCde&envolveu resultados concretos, ndo sendo
possivel a sua determinacéo.

A sinergia das lactonas em questdo ndo pode skeadeaneste trabalho devido aos
resultados obtidos, no entanto outros estudossfpin nosso grupo (Luna-Herrataal.,2007)

demonstram e enaltecem esta situagao.

Perspectivas futuras:

Este trabalho traz mais informacéo de caracterwagds lactonas costunolida e
dehidrocostus obtidas a partir do furdgaurobasidium laurj e de algumas possiveis técnicas e
procedimentos de isolamento e purificacdo. Ser&ntanto, necessario isolar mais quantidade
destes compostos puros de modo a enviar para dabrstorios com 0s quais temos parceria,
de modo a proceder a testes:

» de actividade anticancerigema vitro (Instituto Canario de Investigacdo em
Cancro);

» de anti-tuberculosm vivo (Instituto politécnico Nacional, México);

Y

de actividade anti-inflamatéria vivo (UNIVALI, Brasil);

> de actividade anti-ulcerativa vivo.

Os testesn vivo com estas lactonas serdo de vital importanciaeserd/olvimento de

novos agentes farmacoldgicos para terapias deogésldiversas.
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6. Anexos

Exemplo dos calculos feitos sobre os resultadogl@bino teste de citotoxicidade em

Artemia salina, neste caso com extracto ML em EP.

Tabela I- Dados e respectivos calculos da citotoxicidade deeM EP enArtemia salina
. I 5 .
Concentracdo | Diluigdo Repeticdes n° larvas Média DeS\go cV (%) % Mortalidade
(mg/mL) (mg/ml) mortas padréo
1 0 0 0 0 0
Branco
2 0
3 0
2 10 10 0 0 100
1 10
20 5
2 10
3 10
20,3 2,5375 1 10 9,75 0,5 5,12820% 97,5
2 10
3 9
20 2,5 1 10
2 9 9,75 0,5 5,128205 97,5
20 2
3 10
1 10
2,03
3 10
20,3
2 6 5,75 0,5 8,695652 57,5
3 6
1 1 6
20 3 5
3 0 0 0 0
1 0
20 0,5 2 0
3 0
1 0 0 0 0
20 0,1 2 0
3 0
1 0
20 0,1 2 0
3 0
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Chromatogram Plot D :\PCPLANTANFCCPFSCC Date: 02712709 18:47:30
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Figura |- Cromatograma geral da Frac¢éo C obtida na TL@gpeativa feita a Fraccado 5 da 12 CC
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FlzalBoc 1 1 Ci\Bruker\LQOPN paula

Fizalgee - 13C em CDCLI
3
8
i
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Figura IV - Espectro de RMN do conjunto de frac¢gbes F12belbda82 CC
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Tabela Il - Reagentes

Reagente

Marca

% pureza

Acetato de Etilo

Fischer Scientific

99,99% por

Acetonitrilo LC-MS Lab-Scan 99,9% LC-MaScan
Acido Galico Panreac 99%
Carbonato de Sddio Anidro Merck 99,9%
Carvéo Activo Panreac -
Cloreto de Potassio Panreac 99,5%
Cloreto de Sédio Panreac 99,5%
Cloroférmio Fischer Scientific 99,99%
Clorof6rmio-d SDS Carlo Erba 99,8 Atom % D
Diclorometano Merck 99,5%
Dihidrogenofosfato de Potassio Riedel-de Haén 99,5%
DMSO Fischer Scientific -
DPPH Fluka > 85%
Eter Dietilico Lab-Scan A.R. 99,5%
Folin-Ciocalteu Fluka 2N(with respect to aci
Fosfato de di-s6dio dodecahidratado Riedel-de Haén 99%
Metanol Fischer Scientific A.R. -
Persulfato de Potassio Merck P.A. -
TMS Merck 99,7%
TPTZ Fluka >99%
Tween®40 Acros Organics -

Tabela lll — Placas de TLC e Papel de filtro

Placas TLC

De aluminio revestidas com 0,20 mm la&sjel 60A

Placas TLC Preparativade silica gel 60A 20x20cm 250um com indicador fasmentes

Papel de Filtro

150 Whatman 1

Maria Jodo Carvalho
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Sequéncia das Colunas Cromatogréficas realizadas:

1,0104g extracto ML em EP (24h)

12 Coluna Cromatografica

Mistura de
solventes Q n €~ 0 O o 9« o~ o < LN (o} N oQ o) o —
. O 1N d «H = +H d —«=H N ~ o~ ~ o ~N N ~ N ™ m
(Hexanoitter S 7 & i g M A o 8 & 6 N O W O & N H S &
diet.) n < € 0 & M n NN mn N ~N ~ ~ ~ N N N ~ ~ i
L | [ | [ I N N N A
1 ot
FraccBes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

v l

Cromatografia Preparativa

(40 Hexano: 10Eter dietilico)

[ TTTT]

FracgBes A BCDTEFTF

Maria Jodo Carvalho

Cromatografia Preparativa

(4,5 Hexano: 0,5Eter dietilico)
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22 Coluna Cromatografica

2,5 g extracto ML em EP (24h)

Mistura de " " - " " " "
(HS:XI;Ii:E:er @ 2 2 < E ﬂ E 8 § n 5 ‘9’ § Q E g Q':
diet) F IR Er M 8x & &8 3 4 8 &8 2
I T S A A A A I I T
o 1

Fraccdes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

) l l ,,

152CC RMN RMN > 122CC
v
5 Cromatografias Preparativas 4 Cromatografias Preparativas
(70 Hexano: 30 Eter dietilico) (70 Hexano: 30 Eter dietilico)

i i

[T ] [ ]

ABC A B

-~ _/
Y

Juncdo das Frac¢Ges com Rfs idénticos em 3 vials correspondentes a:

v v v
Lactona ‘rosa’ Mistura das Lactonas Lactona ‘verde’
v v v

152CC 122CC 123CC
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32 Coluna Cromatogrifica

2,5173g extracto ML em EP (24h)

Mistura de " " .
solventes © © o ! N 9 o N
(Hexano:Eter c @ @ a4 o & o > M W e}
C O O O Q < 1 g 9O 9 n
diet.) r©F N N M N & N « N — —
HHHH
Frac¢®es 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
6 Cromatografias Preparativas RMN
(70 Hexano: 30 Eter dietilico)
v
l 122CC
Fraccbes B

<« >
<4+— O

RMN | | | 152cC

122CC
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42 Coluna Cromatografica

0,6377 g extracto ML em EP (24h)

Mistura de -
solventes o O o < e} ~ o
£ e 2 ¢ o4 g 3 o o o o
(Hexano:Eter S &8 & & & 2 Qo un < ™M ~
diet.) n N mn 0O M « ~N N o~ ~ ~
I T T
FracgBes NS S % 3 =2 2 ¥
“ o w T % a4 o m oa & g
Juncdo das FracgGes F10+F11
v
122 CC
52 Coluna Cromatografica
0,7211 g extracto ML em EP (24h)
Mistura de " . "
solventes o O o - o NN on
(Hexano:Eter e 2 2 o o 3 N3 N3 N
: O O 6 O O &g O « S ~
diet.) n wn N M M N ~ ~ o~ ~ (o]
I T |
Fracgdes 2 &8 & 8 &8 =® 3 < S =
| | |
s g 8 &8 &8 & &8 8 & s
v

Juncdo das Frac¢Ges F7a+F7b

v
122 CC
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FracgOes

Mistura de
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62 Coluna Cromatografica

0,7828 g extracto ML em EP (48h)

n n 0 0, n, 0 in 0, n
2 g2 2 o ad g £ F v 2 © e N o 2 g
A 2R3 T2 ¥ 5¢ § 2 @3 3 ¢ % 4§ & 7§
-
g 2 8 2 g 88 & 8 8 & 4 & &8 &8 & § 3§
- &N n 100 L e
Juncdo das FracgGes F16b-F17b
\4
122 CC
72 Coluna Cromatografica
0,56834 g extracto ML em EP (48h)
n ) n, i
o 2 o oo g % F N5 e g2 o=
F 3 2 35T ¢ 8 ¥ T 3 Q9
AN I S A S Y Y
T
$ 8 8 & 8 & 8 S § &8 8
- o o Lo [ T
%h&k%%.m_ammmm
v
Fl1lb
v
122 CC
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82 Coluna Cromatogréfica

0,5739 g extracto ML em EP (48h)

Mistura de
solventes n n n
(Hexano:Acetato ©c @ o o n S < I N 3 © 2 ~
: o O (@] a N O O 5 LN < < o ™M
de Etilo) 1n N A S S S <t < < & <
X I O B B
FracgOes § 2 Tg 'Tu cl.g Tu 8 8 8 &
! I
"N "z zE e 8 &8 5z = o § &
- - - -~
v
Flic
A 4
122 CC
92 Coluna Cromatogréfica
0,6165 g extracto ML em EP (48h)
Mistura de
solventes ) n n
(Hexano:Acetato e 2 2 < o 3 0 E n 3 © g ™~
: o O (@] a N O O 5 LN < < o ™M
de Etilo) n N A5 S S S <t < < & <
T ]
Fraccbes 3 8 8 & 3 Tu § § § ﬁ
1 1 1 1 :
=N "z zE e 8 & &z = § &
- - - -
v
Fllc
v
122 CC
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Tabela com a juncédo das fraccbes das Colunas Cromagtaficas 72+82+93

ID Fraccgdes Colunas

1 1-7a 72+83+ 02
2 7b/7b + 7c 72+ 82/ 92
3 7c +8a 72 + 82

4 8b+8c / 82+8b 72 +83/93
5 9a-10a/8c—10b 72 +83/93
6 10b+10c/ 10c + 11a/ 11a+11b 72/ 82 /92
7 10b/ 10c 8a/0a

8 11a/11b 72/ 88

9 11b/11c 72/83+ 93
10 1ic/12a 73/ 83+92
11 12a-12c/12b+12c 72/82 + 92
12 13a—14c/13a- 13c 72/ 82+92

Tabela B Juncéo de algumas frac¢bes para testar 122 CC

A | Fl12da22CC

C | Mistura das Lactonas (juncdo das preparativaftias12 da 22CC)

E | F8B obtida na TLC preparativa da 32 CC

G | Lactona ‘Verde’ (juncéo das preparativas das F12+da 22 CC)

H | F9da32CC

L | F10+11da42CC

N | F7a+7bda52CC

R | F16b-17b da 62 CC

V | ID9 (F11b da 72 CC e Flic da 82 e 92 CC) (tattlerior)
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102 Coluna Cromatografica

0,7828 g extracto ML em EP (48h)

Mistura de
solventes o o o [« ~ ™M < LN [Co] ~ o]
] S &8 8 N € 8 o o o o - o e
(HexanoAcetato & = & & 4 N N « S & [ N Qo LN < oM™
de Etilo) A =+ <4 O o o o o O o [ee] o0 (o] o0 o0 o0 o0
fraccoes 2 % 3 3 g =g 38 3 & 8 § & 8 B
. 1 1 1 1 1 | | 1 | | 1 | 1 |
102a) Coluna Cromatografica
0,5836 g Fracgbes 10c-17d obtidas na 102CC
Mistura de
n 0 0
solventes o o ¥ T o o2 @ 2 ©
(Hexano:Acetato S O U OV 5 n & < o )
) n ¢ ° < v < 3 S €7 <
e T O I
: T T 11 b
o 2 o o ° Q o m
Fracgdes TTOT F¥ 8o v 9 T3
S & 3 $F 8 8 R & & S
-
112 Coluna Cromatografica
0,5467 g extracto ML em EP
Mistura de
solventes 2 2 L, N o o & S 8 9
(Hexano:Acetato m m d O F & &8 o & 0N
de Etilo) - <€ o O O O O o o %)
N R
FracgcOes T .._m T n_,c T 3 ® 3 3 m
I |
S8 &3 % : oz & 8 8 &
-
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Tabela com a Juncéo de algumas frac¢des para testaa 152 CC

Fllda22CC

Lactona ‘rosa’ (juncdo das preparativas das F1H&al2*CC)

F8C obtida na TLC preparativa da 32 CC

F8 da32CC

F9 da42CC

F6b+F6c+F7c da 52 CC

F15b-16a + F17c-18c da 62 CC

ID6 + ID8 + ID10 (tabela A)

F6a-9c da 10%) CC

F7b-8d da 113CC

F9c + 11c da 122CC

F18a-18b + F19b-20b da 132CC

142 Coluna Cromatografica

1,5113 g extracto ML em Hexano (72h)
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s n n L

solventes o — — ~N N ™M ) < < N
Hexano:A 2 g ¥ g v Y ~ e @ o o F oo 2o 2 o2 o
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° T © © ®© © © © ©
-l ~ (C (T (T © © (T v © (T © © ©
® 3488~ a8 &g g o & 5 8 & 5 8 & g
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Mistura de solventes
(Hexano:Acetato de

Etilo)

FracgOes

Mistura de solventes
(Hexano:Acetato de

Etilo)

FracgcOes
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172 Coluna Cromatografica

1,0974 g extracto ML emHexano (67h)

1 n n wn
o2 w nnen~ i oo i oo @ 9 F J
S i < ; P - R S
S22 433 de dF 73 5q g
NN I O ) N I
T T
2 &8 8 g8 g2 8 88 3 8 8 § 38
| | 1 1 1 1 1 | | |
S 8 &8 § 8 8 & & 3 8 S 8 2 8 3
182 Coluna Cromatografica
1,03 g extracto ML em Hexano (67h)
w, ), n L clw
© 2 m wuweY N i ® a8 o @ 93 g
O O 1N wnm n < ™ 9 N N A n - N -~ 13
R A ¥ S9d 3T T Y T Y T g §a 38
I I I I A
[ 1 11 [ 1 [ /] _ _ ]
2 8§ s88 28 88 3 8 8 § 8 §
\ | 1 1 1 1 | 1 | |
S 8 &8 § 8 8 & & 3 8 S 8 2 8 3 g
(F12a) Jungdo das fracgdes: 12b-14a da 182 CC
RMN +1la—12ada 172 CC

v

RMN
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