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Resumo

Em Cabo Verde ha uma forte pratica da medicina tradicional, mas verifica-se pouca
informacao sobre a composicdo quimica de algumas espécies endémicas usadas nesse tipo
de terapia. Esse facto motivou o desenvolvimento deste tema dissertativo. Os objetivos
principais sdo (i) analisar a composicdao quimica de duas plantas de uso tradicional da
medicina popular selecionadas da flora Cabo-verdiana, nomeadamente o Campylanthus
glaber Benth ssp glaber e a Globularia amygdalifolia Webb; (ii) realizar extratos em
solventes de diferentes polaridades; (iii) proceder ao fracionamento, purificacao e isolacao
dos seus principios bioativos. Para a identificacao e caracterizacdo dos compostos presentes
nas plantas procedeu-se a extracao soélido - liquido, usando-se trés solventes a frio, por
ordem crescente de polaridade: n-hexano, acetona e etanol. Na caracterizacao dos
componentes isolados, as suas estruturas foram completamente elucidadas por técnicas
comummente utilizadas no campo da fitoquimica, tais como: a Espectrometria de Massa
(MS), a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), o Infravermelho (IV), o fracionamento em
cromatografico em coluna (CC), a cromatografia em camada fina (CCF) e a cromatografia
gasosa com espectrometro de massa (GC-MS).

No estudo efetuado sobre as folhas de Campylanthus glaber Benth ssp glaber verificou-
se que para além dos compostos principais e maioritarios como o Esqualeno (55,17 %),
Hentriacontano (37,82%; 31,20%) e o octadecanal (27,51%), misturas de triacilglicerois,
cetona artemisa (79,79 %) e de a-tecoferol (Vitamina E) (75,41 %), estas apresentam uma
serie de compostos como esteres metilicos, hidrocarbonetos, triterpenoides, fitoesterdis ,
acidos fendlicos, acidos gordos e alcoois gordos de cadeia linear de interesse quimico e
biologico. Relativamente ao estudo fitoquimico da espécie Globularia amygdalifolia Webb,
foram identificados nos extratos de hexano os compostos maioritarios B-sitosterol (87,46%),
handianol (cicloartenol), dihidrocalisterol, B-dihidrofucosterol e acido z,z-9,12-
octadecadienodico , 9, 12, 15 octadecatrienoato de metilo e 9, 12 octadecadienoato de
metilo. No estudo efetuado ao extrato de acetona solGvel em cloroférmio e da analise
efetuada nas fragdes obtidas por RMN de 3C e de 'H, verifica-se a existéncia de um Unico
composto em toda a fracao, a globularina, um derivado do catalpol, formado por um iridoide
e uma unidade de glucose.

Portanto, este é o primeiro estudo sobre a caracterizacao dos compostos dos extratos
de hexano e de acetona para estes géneros. Deste modo, espera-se que os resultados desta
pesquisa representem um passo para a realizacao de mais estudos sobre a atividade biologica

dos constituintes quimicos presentes nas espécies em apreco.
Palavras-chave: produtos naturais, medicina tradicional, plantas endémicas,

Campylanthus glaber Benth ssp glaber, Globularia amygdalifolia Webb, compostos

bioativos.
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Abstract

In Cape Verde there is a strong practice of traditional medicine, but there is little
information on the chemical composition of some endemic species used in this type of
therapy. This fact motivated the development of this dissertation theme. The main
objectives are to (i) analyze the chemical composition of two traditional folk medicine
plants selected from Cape Verdean flora, namely Campylanthus glaber Benth ssp glaber and
Globularia amygdalifolia Webb; (ii) perform extracts in solvents of different polarities; (iii)
to fractionate, purify and isolate its bioactive principles.

For the identification and characterization of the compounds present in the plants,
solid-liquid extraction was carried out using three cold solvents, in increasing order of
polarity: n-hexane, acetone and ethanol. In the characterization of the isolated
components, their structures were completely elucidated by techniques commonly used in
the field of phytochemistry, such as Mass Spectrometry (MS), Nuclear Magnetic Resonance
(NMR), Infrared (IR), Column chromatography (CC), Thin Layer Chromatography (TLC), and
Mass Spectrometry Gas Chromatography (MS-GC).

In the study carried out on the leaves of Campylanthus glaber Benth ssp glaber, it
was verified that in addition to the main and major compounds such as Squalene (55.17%),
Hentriacontane (37.82%, 31.20%) and octadecanal (79.79%) and a-tecoferol (Vitamin E)
(75.41%), these present a series of compounds such as methyl esters, hydrocarbons,
triterpenoids, phytosterols, phenolic acids , fatty acids and linear chain fatty alcohols of
chemical and biological interest. In the hexane extracts, the major compounds were
identified as B-sitosterol (87.46%), handianol (75.84%), dihydrochalisterol (49.73%), B-
sitosterol dihydrofucosterol (50.85%) and z, z-9,12-octadecadienoic acid (33.32%), methyl
9,12,15-octadecatrienoate (17.25%) and methyl 9,12-octadecadienoate (16.39% %). In the
study carried out on acetone extract soluble in chloroform and the analysis performed on
the fractions obtained by 13C and 1H NMR, there is a single compound in the whole fraction,
globularin, a derivative of catalpol, formed by a iridoid and a glucose unit.

Therefore, this is the first study on the characterization of hexane and acetone
extract compounds for these genera. Thus, it is expected that the results of this research
represent a step towards further studies on the biological activity of the chemical

constituents present in the species under consideration.

Key words: Natural products, traditional medicine, endemic plants, Campylanthus

glaber Benth ssp glaber, Globularia amygdalifolia Webb, bioactive compounds.
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Introducao

0 conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico
de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na cura de
enfermidades e tao antigo quanto a espécie humana. As observacdes populares sobre o uso
e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma significativa para a divulgacao das
virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que
produzem, apesar de nao terem seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa forma,
usuarios de plantas medicinais de todo 0 mundo mantém em voga a pratica do consumo de
fitoterapicos, tornando validas informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas

durante séculos. ["]

A descoberta racional de drogas a base das plantas comecou no inicio do século XIX, quando
o assistente alemao de apicultor Friedrich Sertiirner conseguiu isolar o analgésico e o agente
indutor do sono do 6pio, que ele chamou de morfinio (morfina) em alusdo ao deus grego dos
sonhos Morpheus. Ele publicou um documento abrangente sobre seu isolamento,
cristalizacdo, estrutura de cristal e propriedades farmacoldgicas, que ele estudou primeiro

em caes vadios e depois em experiéncias proprias. 2

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a definicao de medicina tradicional tem
uma longa historia. E a soma total de conhecimentos, habilidades e praticas baseadas em
teorias, crencas e experiéncias de diferentes culturas, explicaveis ou ndao, usadas para

manter a saude e prevenir, diagnosticar, melhorar ou tratar doencas fisicas e mentais. [*!

A medicina tradicional é geralmente disponivel, acessivel e comumente usada em grande
parte da Africa, Asia e América Latina. O que estima que cerca de 80% da populacdo nos
paises em desenvolvimento ainda dependem da medicina tradicional para suas necessidades
de cuidados de salde primarios. No entanto, essa percentagem pode variar de pais para

pais. 4]

Como um primeiro passo critico a OMS realizou uma analise situacional em 2007 para avaliar
o nivel de desenvolvimento da medicina tradicional nos estados membros Africanos.Onze
dos 15 paises da sub-regido Africana tinham uma politica nacional de medicina tradicional,
enquanto que 9 paises tinham uma lei e regulamentacdo da medicina tradicional. Com
apenas 7 paises com um quadro regulamentar para a pratica da medicina tradicional. Até
mesmo paises como a Guiné, que foi o primeiro a desenvolver uma politica nacional em
1994, bem antes da declaracdo da década da medicina tradicional africana em julho de 2001

e a adocao da resolucao da OMS sobre medicina tradicional em agosto de 2000 nao tem um



quadro legal ou dados, mas tem um plano estratégico que foi desenvolvido em 2005. Cabo
Verde, Guiné Bissau e Libéria precisam se juntar aos outros paises para desenvolver seu
setor de medicina tradicional.

Cabo Verde foi um dos muitos paises comprometidos em preservar a diversidade bioldgica e
aderiu a Convencao sobre Diversidade Biolégica em 1995, concordando assim em usar seus
componentes sustentaveis e compartilhar os beneficios do uso de recursos genéticos e seu
acesso. Ao contrario de outros paises, este juntou-se as preocupacdes ambientais com seus
planos de desenvolvimento, a fim de fazer algumas mudancas substanciais. Desde a
independéncia em 1975, varios esforcos foram feitos para uma maior compreensao,
conscientizacao e protecao do meio ambiente. Para esse efeito, Cabo Verde confiou em
varios programas de cooperacdo internacional para auxiliar no projeto e a execucao dos

importantes instrumentos de gestdo ambiental. [*!

Um estudo bibliografico realizado em 2006 identificou 157 taxa aromaticos com interesse
medicinal em Cabo Verde, sendo plantas maioritariamente aldctones, introduzida,
subespontaneas, naturalizadas ou cultivadas. Estdao distribuidas em 68 familias, com
destaque para Lamiaceae, Asteraceae e Solanaceae, com 21,6 %. As plantas cultivadas
representam 32%, seguida das endémicas com 17%. Em relacao aos endemismos, cerca de
35 taxa de angiospérmicas endémicas de Cabo Verde estdo a ser utilizadas na medicina

tradicional, equivalentes a 41% da lista de taxas endémicas de Cabo Verde.[¢]

As poucas espécies de plantas que crescem no arquipélago desempenham um papel
importante para os cuidados de salde dos habitantes locais, atendendo suas alegacoes
medicinais. Algumas dessas espécies sdo aromaticas, com os metabolitos volateis e

permitindo isolar 6leos essenciais. !

Sao os casos de mais de uma centena de espécies existentes nas diferentes ilhas, ja com
reconhecida importancia na medicina tradicional noutras regides, nomeadamente no
Arquipélago das Canarias, mas que ainda ndo sdo utilizadas pelas populacdes em Cabo
Verde.[¢

Muitas outras plantas da flora cabo-verdiana, sobretudo endémicas, sao utilizadas na
medicina tradicional, sem que tenham sido realizados estudos comprovativos dos seus
principios ativos. Este trabalho sera focado na caracterizacdo quimica de duas das plantas
usadas na medicina popular, nomeadamente o Campylanthus glaber benth ssp glaber, e a

Globularia amygdalifolia Webb.



1.1. Objetivos

Com base em inventarios floristicos, familias/espécies bem classificadas, assim como no uso
popular e efeitos dentro da medicina tradicional, consideramos a importancia de se estudar
a composicao quimica para a justificacao cientifica desses efeitos, através de uma pesquisa
das plantas endémicas/plantas medicinais para saber quais sdo, como sdo usadas (partes das
plantas usadas, extratos, em seco, etc.) e determinar os produtos responsaveis pelas suas
atividades bioldgicas e para que finalidade em termos de funcdo terapéutica que sao
utilizadas.

O “screening” quimico das plantas endémicas de Cabo Verde, tendo como base a sua
utilizacdo terapéutica, e o consequente isolamento do respetivo principio ativo constitui um
contributo importantissimo para o entendimento da acao que leva sua utilizacdo. Numa
etapa mais avancada a descoberta do principio ativo, pode ser a primeira etapa do
desenvolvimento de um novo medicamento. E sobre estes pressupostos que se assenta este
trabalho.

1.1.2. Objetivos especificos

Este trabalho teve como objetivos especificos:

-Isolar os metabolitos Secundarios existentes na planta Campylanthus glaber Benth ssp

glaber e na Globularia amygdalifolia Webb;

-Utilizar técnicas de separacéo e purificacdo de metabolitos, tais como a Cromatografia em
coluna e Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de Massa (GC-MS).

- Efetuar a elucidacao estrutural, usando técnicas comummente utilizadas em fitoquimica,
tais como: a Espectrometria de Massa (MS), Ressonancia Magnética Nuclear, (RMN),

infravermelho (IV), etc., com o objetivo de caraterizar os componentes isolados.
1.2. Cabo Verde: Caracterizacao Geografica

0 arquipélago de Cabo Verde esta localizado no Oceano Atlantico Norte, proximo da costa
da Africa Ocidental, 600 km a oeste do Senegal.[” Localizado na zona sub-saheliana, o
arquipélago é caracterizado por condicdes climaticas de aridez e semi-aridez. Conta com
duas estacdes: a das chuvas ou «das aguas» (muito irregulares) - de agosto a outubro - e a
estacdo seca, ou o «tempo das brisas», que vai de dezembro a junho. Os meses de julho e
novembro sao considerados meses de transicdo. A penulria em agua € uma constante. As
secas sao frequentes e no passado (até os finais dos anos 40), acarretavam frequentemente

a fome que dizimava, por vezes, 10 a 30% dos seus habitantes: [¢]



Pela sua posicao, Cabo Verde esta sujeito ora as influéncias climaticas da faixa de baixas
pressdes equatoriais, responsavel pela chuva no pais (julho a outubro), ora as altas pressoes
subtropicais, de onde sopram os ventos alisios de NE, (novembro a junho). A vegetacao
natural é rara, em especial nas regides baixas e aridas, mas durante o periodo das chuvas,
0 ambiente altera-se completamente com o aparecimento de plantas herbaceas que cobrem

as zonas de altitude, enquadrando-se no arquipélago da Macaronésia'

Com uma superficie de 991 km?, a ilha de Santiago representa cerca de 24,57% dos 4033Km?
que formam o arquipélago de Cabo Verde. O clima dominante e o arido saheliano, com
chuvas concentradas entre os finais do més de Julho e inicio de Outubro, isto € no periodo
mais quente do ano. A grande maioria das plantas endémicas da ilha aparece nos andares
humidos de altitude, nos coroamentos rochosos, barrancos e vertentes ingremes expostos
aos ventos alisios. Geralmente as plantas endémicas da ilha de Santiago pertencem a
familias e géneros comuns a macaronésia, e hoje constituem reliquias de um quadro

climatico menos arido que o atual. [
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Figura 1: Localizacao geografica de Cabo Verde; A-Arquipélago de Cabo Verde; B- Ilha de Santiago?.

1.3. Plantas usadas na Medicina Tradicional em Cabo Verde

Em Cabo Verde, as plantas medicinais constituem um componente fundamental do sistema
de saude, principalmente nas populacdes rurais das ilhas montanhosas, onde a assisténcia
farmacéutica ainda é limitada. ['%! A proporcao de pessoas que utilizam plantas medicinais é

consideravelmente alta, seja por opcao seja, em alguns casos, como Unico recurso. A maior

" http://www.sia.cv/index.php/sia-mainmenu/caracterizacao-geografica (consultado em
12/09/2017).
2 Fonte: https://www.google.pt/maps/place/Cabo+Verde.



parte das plantas introduzidas tem valor medicinal e muitas delas tém grande importancia

para a pecuaria (pastagem), alimentacdo e como ornamentais.['"]

O arquipélago apresenta uma grande variedade de endemismos, na flora, avifauna e
herpetofauna. [9] Considera-se que a flora do arquipélago de Cabo Verde no Atlantico norte
compreende aproximadamente 740 espécies de plantas vasculares, sendo 92 delas
endémicas.l'?l Algumas dessas espécies sdo aromaticas, com os metabolitos volateis e
permitindo isolar dleos essenciais. Devido ao seu perfume intenso, estas sao facilmente
reconhecidas e lembradas e, provavelmente por essas razoes, sdo as espécies preferidas e

as mais conhecidas.!

Como reflexo da situacado geografica do arquipélago, a flora de Cabo Verde engloba na sua
composicao elementos de floras de diversas regioes, das quais as mais representadas sao a
regiao floristica Macaronésica (Canarias, Madeira e Acores) e os paises africanos (Senegal,

Gambia, Mauritania e Marrocos)>.

Cabo Verde é um pais com elevado endemismo e encontra-se inserido num dos centros mais
importantes do mundo para a diversidade vegetal que ¢ a Bacia do Mediterraneo. Esta bacia
é considerada pela Conservacao Internacional como um dos maiores Hotspot do mundo.
Devido ao desmatamento para a pratica de agricultura, obtencao de combustiveis e uso na
medicina tradicional, muitas espécies de plantas encontram-se em perigo de extincao.
Atualmente essas espécies sao encontradas, na maioria das vezes, apenas em areas

protegidas, criadas para fins de preservacao das espécies, denominadas Parques Naturais
[10]

As plantas nativas cabo-verdianas ainda nao tém estudos que permitam a elaboracao de
monografias completas e modernas. As espécies sao usadas empiricamente, sem respaldo
cientifico quanto a eficacia e seguranca. A utilizacdo dessas espécies deve-se aos
conhecimentos estritamente herdados e alguns posteriormente adquiridos, o que demonstra
que num pais como Cabo Verde, com uma biodiversidade razoavel, existe uma enorme
lacuna entre a oferta de plantas e a existéncia de pesquisas. [' A diversidade vascular
endémica de Cabo Verde é mais alta do que se pensava anteriormente e é necessario
trabalhar ainda mais para a caraterizar a flora. [' Apesar do valor reconhecido da flora

cabo-verdiana, o estudo de plantas medicinais ainda ¢ incipiente [],

Artemisia gorgonum (Asteraceae), Satureja forbesii (Lamiaceae) e Tornabenea annua e

Tornabenea insularis (Apiaceae), sao plantas aromaticas endémicas, juntamente com as

3 http://www.sia.cv/index.php/sia-mainmenu/perfil-ambiental?id=66 (consultada em 18/10/2017)



espécies aloctonas, Cymbopogon citrates (Poaceae), Hyptis pectinata (Lamiaceae),
Tornabenea bischoffi e Tornabenea tenuissima (Apiaceae) representam a biodiversidade

aromatica do arquipélago de Cabo Verde P!,

1.4. Espécies /Familias de plantas Selecionadas

Criado pelo Decreto-Lei n° 3/2003, de 24 de fevereiro, o Parque Natural de Serra Malagueta
situa-se na parte norte da Ilha de Santiago da RepuUblica de Cabo Verde, entre os paralelos
15°10’ 12’’ e 15° 12’ 12’’ Norte e os meridianos 23° 39’ 26’’ e 23° 42’ 17’’ Oeste, € alongado
na direcao Este-Oeste, com a maioria no Norte-Nordeste, na parte norte da ilha, mantendo
uma parcela pequena no Noroeste, sendo a altitude maxima de 1064 metros. O Parque possui
uma area de 774 hectares e situa-se na confluéncia de trés municipios, o de Santa Catarina
(302 hectares), o Sao Miguel (436 hectares) e o de Tarrafal (36 hectares)* .

As espécies selecionadas localizam-se no Parque Natural de Serra Malagueta. Foram objetos
de estudo para a identificacdo quimica dos seus componentes, assim como a sua utilizacao

na medicina popular sao descritas a seguir.

1.5. Familia das Scrophulariaceae

As Scrophulariaceae sao uma familia de plantas angiospérmicas dicotileddneas. As plantas séo
ervas anuais ou perenes com flores de simetria zigomorfica ou raramente radial
(actinomérfica). Os membros das Scrophulariaceae tém uma distribuicao cosmopolita, com a
maioria encontradas em zonas temperadas, incluindo montanhas tropicais. O nome da familia
baseia-se no nome do género Scrophularia L. No passado, foi tratada como incluindo cerca de
275 géneros e mais de 5.000 espécies, mas a sua circunscricao foi radicalmente alterada desde

que numerosos estudos moleculares conduziram a uma nova arrumacao genérica [310'4],

Atualmente, o Scrophulariaceae, na ordem de Lamiales, tem cerca de 62 géneros com
aproximadamente 1830 espécies, cosmopolitas, distribuidas principalmente em regides
temperadas.['”! Deste modo, muitos géneros foram recentemente transferidos para outras
familias dentro da Ordem Lamiales, nomeadamente Plantaginaceae e Orobanchaceae, mas

também para varias familias novas. ['®! Varias familias das Lamiales tiveram as suas

4 Cfr. Decreto-Regulamentar no 19/2007 de 31 de Dezembro, que aprova a delimitacdo do Parque
Natural de Serra Malagueta da Ilha de Santiago, pertencente a Rede Nacional das Areas Protegidas,
declarada no anexo ao Decreto-Lei 3/2003 de 24 de Fevereiro, de acordo com as coordenadas,
referéncias e croqui cartografico em, de que faz parte integrante do presente diploma



circunscricoes ampliadas para acomodar géneros transferidos das Scrophulariacae sensu lato.

A familia inclui algumas plantas medicinais, entre elas: Leptandra, Scrophularia e Verbascum.®

Conforme se pode observar na figura 2, a maior parte do resto desta familia esta no
hemisfério sul, em particular a Africa do Sul, onde quatro tribos s&o endémicas. A Australia
tem uma representacao substancial das Scrophulariaceae na forma das Myoporaceae, um
grupo tradicionalmente considerado de uma familia distinta, mas agora € visto como
pertencente a Scrophulariaceae. A Buddlejaceae também esta incluida neste grupo e é
distribuida na Africa, Asia e no continente americano. Excluindo Myoporaceae e

Buddlejaceae de Scrophulariaceae tornaria o grupo restante parafilético 31141161,

-~
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Figura 2: Mapa de distribuicao da familia Scrophulariaceae®.

Os membros da familia scrophulariaceae tém uma importancia econémica limitada. Como
excecdo podem-se mencionar os géneros Digitalis, cujos membros se extrai a digitalina e
digoxina, medicamentos importantes para infecoes cardiacas. Espécies de alguns géneros
como antirrhinum, calceoldria, mimulus, penstemon, verbascum e veronica sao conhecidas
como plantas ornamentais. Algumas espécies hemiparasitas causam sérios problemas na
agricultura, afetando os cultivos: por exemplo, as do género triga, que se distribuem no este
e norte de Africa, parasitam os cultivos do milho e sorgo provocando anualmente perdas que

variam entre 30% e 75% da producao total. ['7]

Outros estudos relacionados com os membros da familia Scrophulariaceae sao relatados.
Segundo os estudos de Seghiri et al. (2014).['1 do género Linaria, um dos 220 géneros da
familia Scrophulariaceae, distribuidas na bacia mediterranea e no leste da Asia, usadas na

medicina popular em muitas areas para o tratamento de varias doencas, por exemplo, flores

> https://en.wikipedia.org/wiki/Scrophulariaceae#fischer2004scrophulariaceae (consultada em 20-
11-2017).

¢ Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/welcome.html (Consultada em 16-11-
2017).



frescas ou secas de Linaria (L) vulgar sao usadas internamente para ajudar os problemas
digestivos e distUrbios urinarios. Externamente, a planta é aplicada no tratamento de
hemorroidas, Ulcera da perna, para ablacdo de feridas e erupcoes cutaneas.

Também é relatado que tem efeito anti-inflamatorio e para tratar tosse e asma. Linaria
japonica conhecido sob o nome "unran” é usado como diurético, purgativo e laxante. Linaria
cymbalaria é usado por seus efeitos diuréticos, tonicos e antiescorbuticas. ['® O estudo
anterior relatou a presenca de sete constituintes, como flavonoéides, iridoides e esteroides
nas flores e hastes de L. reflexa Desf. Nesta investigacao, seis compostos (Figura 3)
principalmente, pectolinarina (1); linariin (2); linoleato de metilo (3); apigenina(4); o

manitol(5) e a pectolinarigenina (6) foram obtidos a partir das partes aéreas de L. reflexa.

OR

Figura 3: estrutura dos compostos de 1 a 6 extraidas das partes aéreas de Linaria reflexa ["8,

Outro estudo fitoquimico da Cymbaria dahurica L. (Scrophulariaceae) proporcionou 16

compostos, incluindo 12 flavondides e 4 iridoides. ']

Scrophularia saharae Batt. & Trab. (Scrophulariaceae) ¢ uma planta perene, comum em
toda a regido desértica da Argélia. O isolamento e a caracterizacdo de um novo iridoide
glicosilado, juntamente com quatro iridoides conhecidos: harpagoside, 8-O-acetilharpagide,
scropolioside B e scropolioside D.sendo que os iridoides e os seus derivados de glicosideos
sdo marcadores quimioterapicos da familia Scrophulariaceae, a que pertence o género da

Scrophularia. 29

Scrophulariaceae é considerada uma familia problematica. E uma grande familia de
angiospermas para a qual um tratamento e subdivisdo sistematica baseados em motivos

morfoldgicos tem sido dificil e levou a diferencas de opinido e instabilidade taxonomica.



Muitas pesquisas contribuiram para os esforcos em andamento para criar uma classificacao
filogenética de Scrophulariaceae usando microcaracteres morfoldgicos, bem como
caracteres quimicos, incluindo os iridoides, flavonoides ou distribuicao de betaina.['161(22]
Sendo as espécies Verbascum capitis-viridis Hub.-Mor (nome vulgar “sabao-de-feiticeira”),
usada na medicina tradicional no Tratamento de febre (suco das folhas em solucao aquosa,
(utilizada no banho); Verbascum cystolithicum (Pett.) Hub.- Mor (“mato-branco”) e

Campylanthus glaber Benth. ssp. glaber (“alecrim-brabo”).

1.5.1. Campylanthus glaber Benth. ssp glaber

Campylanthus tem sido incluido nas Scrophulariaceae, mas as relacoes dentro da familia sao
incertas.? Campylanthus tem um tipo de inclusdao lamelar comum na subfamilia
Scrophularioideae, mas nao na tribo de Rhinanthoidea e Veroniceae. Sugeriu-se
que Campylanthus nao deveria permanecer na Veroniceae, caracterizada por um tipo de
inclusdes amorfos, mas pode estar mais relacionada a grupos com inclusdes lamelar. (24

As plantas Campylanthus glaber Benth ssp glaber, Familia Scrophulariaceae, utilizada na
medicina tradicional Cabo-verdiana e popularmente conhecidas como Alecrim Brabo é usada

no tratamento para dores de cabeca e perturbacdes menstruais. [2311251126]

Campylanthus glaber Benth ssp glaber (Figura 5) é caraterizado, por ser um pequeno arbusto
rasteiro, perene, de folhas muito estreitas (0,05-0,2 cm de largura), frouxos, ligeiramente
suculentas. Flores pequenas (6-9 mm de comprimento), corola com um tubo cilindrico,
arqueado e amarela. Limbo estrelado com 5 lobos ovados, apiculados, de um lilas rosado,

com a fauce amarela. [261123]

Geograficamente estdo distribuidas nas ilhas cabo-verdianas Santo Antao, S. Vicente, S.
Nicolau, Santiago, Fogo e Brava. 4712312511121 Na ilha de santiago pode ser encontrado no
Concelho de Santa Catarina, no coroamento montanhoso e nas escarpas, no Parque Natural
de Serra da Malagueta. Nos barrancos e escarpas nas proximidades de Rui Vaz, no Concelho
de Sao Domingos. 121 Campylanthus inclui 18 espécies de arbustos e sub-arbustos, sendo
duas restritas & Macaronésia (llhas Canarias e Cabo Verde) e 16 ocorrendo do leste da Africa,
da Arabia, do Paquistao (figura 4).[2811291124] A linhagem ocidental é atualmente representada
por Campylanthus salsoloides nas ilhas Canarias e Campylanthus glaber nas ilhas de Cabo

Verde.?!

Tem um centro de diversidade na Arabia Saudita (nordeste africano). Estas regides abrigam
juntos 12 das 15 espécies conhecidas de Campylanthus, a maioria descrita botanicamente

nos Ultimos 22 anos. Uma espécie é confinada ao Sul do Paquistdao, e duas espécies



estreitamente relacionadas sao distribuidas nas Ilhas Canarias e Cabo Verde, uma area
extraordinariamente desigual da distribuicao principal do género (3%,

Figura 4: Mapa do norte da Africa e da Ardbia mostrando a distribuicdo total do Campylanthus 1%

Figura 5: Campylanthus glaber Benth. in DC. ssp. Glaber 21,

Apesar do grande potencial terapéutico usado na medicina tradicional de Cabo Verde, as
espécies do género Campylanthus glaber Benth, ainda ndo foram alvo de muitos estudos
para o conhecimento de suas propriedades quimicas e biologicas, e algumas espécies do
género Cmpylanthus foram analisadas®.

Quanto ao estudo quimico da espécie C. glaber, o Unico trabalho encontrado na literatura
foi os de Ronsted e Jensen (2002) 41 | que utiliza a extracdo solido-liquido com etanol para
obter os extratos e identificar os compostos por RMN e por comparacao com dados
conhecidos. Nos estudos de Ronsted e Jensen (2002) 4 a composicao quimica de
Campylanthus é escassamente investigada. Os iridoides glucosilados sao comuns nos
asterideos, onde sdao marcadores taxonémicos uteis. *4 As Lamiales (exceto Oleaceae)
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contém muitas vezes iridoides descarboxilados em C-11, como aucubina e seus derivados.
No referido estudo, as partes aéreas frescas de Campylanthus glaber foram extraidas com
etanol e foram isolados os seguintes compostos: erigerosideo (1,6 g, 1,3% ), aucubina (400
mg, 0,3%), uma mistura de 55 mg ( na proporcao: 2: 2: 1) de gardoside (0,02%),
monomelittésido (0,02%) e melittosido (0,01%); acido geniposidico (34 mg, 0,03%); uma
mistura de 40 mg (na proporcado: 2: 1) de acido 8-epiloganico (0,02%) e salidroside (0,01%);

e finalmente avandulifoliosido (172 mg, 0,14%).

No mesmo estudo, o Campylanthus salsaloides foi extraido com etanol sendo isolado os
seguintes compostos: uma mistura (na proporcao: 2: 1) de manitol (2,7% de peso seco) e
sorbitol (1,4%); erigerosideo (6,5%); aucubina (0,15%); uma mistura (na proporcao de 2: 2:
1) de gardédsido (0,03%), monomelittdsido (0,03%) e aucubina (0,01%); gardosido (0,09%);

acido geniposidico (0,7%); acido mussaenosidico (0,9%) e lavandulifoliosideo (0,8%).

Os perfis quimicos de Campylanthus glaber Benth (endémico de Cabo Verde) e de
Campylanthus salsaloides (Canarias) sao semelhantes, com excecao da presenca de 8-
epiloganin e salidroside em C. glaber. Dos compostos encontrados no presente estudo, o
erigerosideo nao apresenta significancia taxondmica, apenas a presenca do sorbitol pode ter
significado taxondmico, uma vez que este aclcar é de distribuicao limitada, sendo comum

apenas em partes de Rosaceae e Plantago

Kooiman (1970) citado por Ronsted e Jensen (2002), num estudo de triagem de TLC sobre a
ocorréncia de iridoides glucosilados em Scrophulariaceae, encontrou aucubina (Figura 6)
em Campylanthus e manchas indicando a presenca de outros dois iridoides nao identificados
em Campylanthus salsaloides. No entanto, sendo generalizado na familia, a aucubina nao
€ um bom marcador taxonémico na Scrophulariaceae, e uma investigacdo mais aprofundada
dos iridoides de Campylanthus, usando técnicas modernas, pareceu util na exploracao das
possiveis relacoes do género. Nos estudos de Diaz et al. (1967) também citado por Ronsted
e Jensen (2002) .[24 | obteve-se a sapogenina esteroide, samsaspapenina, apos hidrélise de
um extracto foliar de Campylanthus Salsaloides. Foi determinado um perfil quimico para
Campylanthus, que é muito semelhante ao encontrado no Plantago. Contudo, nos estudos
de Ronsted e Jensen (2002) 241 sobre Campylanthus, nenhum dos iridoides encontrados foi

do tipo 8,9-insaturado.
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Figura 6: Estrutura da Aucubina [3'],

Estudos bioldgicos comprovam que a aucubina extraida de sementes de Eucommia ulmoides,
mostrou efeito protetor contra a lesdo gastrica aguda da mucosa causada pelo etanol devido
aos efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes, em ratos . verificou-se também que a
aucubina melhorou a protecao da mucosa gastrica por regulacdo ascendente do nivel HSP-
70 e normalizacdo dos niveis EGF, VEGF e COX-1. A administracdo oral profilatica da

aucubina diminuiu os indices de Ulcera gastrica e as carateristicas histologicas. 3"

O Campylanthus por ser da familia Scrophulariaceae que é por sua vez caracterizada
principalmente pela presenca das iridoides glucosilados: aucubina, catalpol e derivados
destes, e os seus congéneres biossintéticos 21 sao alvos de estudos quimicos e
farmacologicos, que incluem o isolamento e identificacdo dos seus compostos com interesse

medicinal.

Nos estudos de Navarrete et al., (2016) 31 os compostos bioativos extraidos da planta
Plantago lanceolata L, aucubina e acteosideos, a priori considerados que tinham efeitos
antimicrobianos e antifingicos, foram avaliados os seus efeitos sobre a fermentacao do
ramen in vitro. A aucubina mostrou ter o potencial de reduzir a producdo de NHs3 na

fermentacao do rimen.

Contudo os estudos sobre isolamento dos compostos quimicos e farmacolégicos do género
Campylanthus ainda sao escassos. Os restantes estudos encontrados sobre Campylanthus
referem-se a sua variabilidade, taxonomia e carateristicas morfoldgicas.*! Nos estudos de
Thiv et al., (2010) ! foram testados a hipotese de variabilidade usando um exemplo
proeminente de disjuncbes macaronesianas-Eritreo/arabe, e o género Campylanthus
(Plantaginaceae, anteriormente Scrophulariaceae), utilizando uma analise filogenética

molecular.
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Tendo em conta a grande dimensao do género Campylanthus e a sua dispersao de estudos,
nao existem conclusdes definitivas sobre a relacdo quimica do género C. glaber (Cabo Verde)
e sua atividade  bioloégica.  Segundo o  Hjertson (2015)128] , O
género Campylanthus (Scrophulariaceae) foi revisto e 15 espécies foram reconhecidas. Os
aspetos morfologicos do género sdo discutidos e uma analise cladistica incluindo todas as
espécies é apresentada. A analise indica uma divisao entre espécies ocidentais e orientais

no género.

1.6. Familia Globulariaceae

A Globulariaceae é uma familia de plantas dicotiledoneas da ordem Scrophulariales. Sao
pequenas plantas herbaceas, de folha simples, alternas, das regides temperadas a
subtropicais. Podem ser encontradas na Europa e Norte de Africa. O sistema APG inclui estas
plantas na familia Plantaginaceae, situando-as na ordem Lamiales. Composta por 30
espécies distribuidas em dois géneros: Globularia L. e Poskeal’). A Sua distribuicdo ocorre
principalmente no mediterraneo, na parte sul e norte da Europa, com um numero
consideravel de espécies endémicas em Cabo Verde e Ilhas Canarias, Atlas, Baleares, Italia,
Grécia e Turquia BABSIBEB7I As espécies do género Globularia (Plantaginaceae) sao
conhecidas como fontes de diferentes compostos fenélicos e iridoides. Globularia alypum L.
€ uma planta medicinal usada como agente de cura em muitos paises do mediterraneo. As
semelhancas na composicao fitoquimica sao muitas vezes observadas para espécies
relacionadas e os flavonoides (principalmente sob a forma de glicdsidos) forma reconhecidos

como principais metabolitos secundarios destas 381,

Alguns membros deste género sao bem conhecidos pelas suas propriedades bioldgicas que
estao apresentadas na tabela 1. A Globularia alypum L. é utilizada para diversos fins, tais
como agentes hipoglicemiantes, laxantes, colagogos, estomacais, purgativos, sudoriferos e
também no tratamento de doencas cardiovasculares e renais. A Globularia ardbica Jaub. &
Spach & usada na medicina  tradicional na  Jordania .’ Ambas as
espécies Globuldria também sao conhecidas pelas suas atividades antimicrobianas e
antitumorais.® Globularia trichosantha Fisch. & CA Mey. é utilizada para o tratamento de

hemorroidas 371,

Taskova et al., (2006) 3¢ faz referéncia a estudos anteriores de varias espécies de Globuldria
e alguns dos principais compostos presentes possuem estruturas elucidadas na figura 7:

v Globularina (a) foi descrito pela primeira vez de G. Alypum (1966);

v' Manitol (b) e (a) foram relatados de G. salicina (1969);
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v Asperulosido (c), aucubina (d) e catalpol (e) juntamente com uma série de
compostos relacionados a (a) foram descritos de G. cordifolia e G. alypum (1980-
1981);

v' Os mais recentes (1999-2004), varias espécies turcas foram relatadas e muitos dos
iridoides anteriormente conhecidos, juntamente com novos, dos quais alguns

estavam relacionados com o acido arborescosidico (f).

Na mesma publicacdo de Taskova et al. (2006) [*¢!) foi investigada a espécie Globularia
vulgaris, que nao tinha sido estudada anteriormente, e esta espécie continha como esperado
manitol (b) como principal derivado glucidico. Foram isolados os acidos iridoides do
gardoside (g), o acido mussaenosidico (h) e o acido geniposidico (i), dos quais g e h sdo novos
para o género. A aucubina (d), catalpol (e) e os ésteres de iridoides conhecidos como
asperulosido (c), 10-benzoilcatalpol (j) e globularina (a) também estavam presentes nesta

espécie e adicionalmente o novo éster de benzoilo k.

Sobre os estudos de iridoides glicosilados e bisiridoid da Globularia meridionalis, Tundis et
al. (2012) B cita-se que em alguns casos, a presenca de iridoides tem sido usada para
suportar uma classificacdo botanica definida. ¥’} Os bisiridoides em Globularia parecem
estar confinados ao complexo de espécies de G. cordifolia. De acordo com caracterizacoes
anteriores de espécies de Globularia, o estudo de G. meridionalis confirma completamente
os compostos encontrados no género, demonstrando a ocorréncia de iridoides como
marcadores. Assim, os resultados sugerem potencialidades taxondmicas desses compostos

em espécies, familia e nivel de ordem em Lamiales.

A globularina (Figura 7 a;) é um glicosido purgativo presente em quantidades elevadas
em G. alypum e G.punctata.l*®! Os estudos in vivo deste composto isolado mostrou que
desempenha um papel importante na anti-hipercolesterolemia e anti-hipertrigliceridemia
propriedades de Globularia alypum e base cientifica para o uso desta planta em medicina

tradicional, a Globularina tem esta poténcia farmacoldgica que pode ser usada no futuro
[39]
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Tabela 1: Estudos de acado farmacologico relacionados a algumas espécies da familia Globulariaceae.

1 | Globularia
ardbica
Jordania
(Tafila)

2 Globuldria
alypum
Jordania
(Tafila)
Tunisia
(Korbos)

3 Globuldria
alypum L.
Taounate
(Marrocos)

4 Globularia
alypum L.
Taza,
Marrocos

5 Globularia
meridionalis
Italia

Antimicrobianas

Agente laxante e diurético

,tratamento de furdnculos ,

febre intermitente , atrite,
afrodisiaco.

Agente hipoglicémico, laxante,
purgativo e sudorifico.

Laxante, purgativo, sudorifero,
tratamento de doencas
cardiovasculares e renais

agente hipoglicémico, ,
colagogo, estomacal, purgante,
sudorifico e tratamento de
Doencas cardio-vasculares e
renais.

Folhas/Ext
etanolico

Folhas
/Ext.
etanolicos

Folhas
/Ext.
aquoso

Parte
aéreas
/Ext.
hidro-
metanolico

Efeito da toxicidade
reprodutiva em ratos

Efeito da toxicidade
reprodutiva em ratos

Niveis de glicose no
sangue em ratos
diabéticos normais e
induzida por
estreptozotocina (STZ)

Atividade antioxidante
contra radical livre de
2,2-difenil-1-
picrilidrazilo.
Ensaio in vitro do
extrato hidroalcoolico.

A toxidade materna

invariavelmente provoca aumento
das reabsorcoes precoce e morte

fetal tardia

Efeito hipoglicemiante
significativo.

significativa atividade
antioxidante.

acidos aromaticos, compostos
fenolicos, manitol
hetrosideos, globularina

acidos aromaticos, compostos
fenolicos, manitol
hetrosideos, globularina

Plantas livres de compostos
toxicos nas doses testadas.

flavonoides , iridoides ,
phenylethanoids e siringina

foram identificados:
geniposideo ;
melampyroside ;
globularifolin; speruloside;
globuloside A; globuloside B
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(Continuacao da Tabela 1)

N

6

7

9

Espécie

Globularia
alypum
Argélia

Globuldria
alypum L.
Colinas de
testour
(noroeste da
Tunisia)

Globularia
alypum L
Beja no
Norte da
Tunisia

Globuldria
alypum

Uso popular

Tratamento de
diabetes, doencas
cardiovasculares,

lesoes cancerosas do
estomago, cdlon, reto,
figado e esofago.
Contra reumatismo,
gota, febre tifoide,
febre intermitente e
diabetes

Usado contra doencas
de pele e abscessos e
na Cura de ulceras.

Usado como agente
hipoglicémico, laxante,
e purgativo e, além
disso, usada no
tratamento da doenca
renal

Parte

/preparo
folhas/ext.

aquoso

liofilizado

Folhas

/extt.aq.
em agua

Folhas /
ext. MeOH

Folhas
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Tipo de teste

Reducao do disturbios

metabdlicos e estresse

oxidativo induzido em
ratos

Toxicidade agudas e
cronicas em
camundongos

Avaliar o efeito da
cicatrizacao de feridas
in vivo e efeito anti-
inflamatorias,
atividades
antimicrobianas e
antioxidantes in vitro;
bem como as
composicoes quimicas
do extrato metanolico
GA.
investigar os efeitos
protetores do extrato
de folhas GA contra a
nefrotoxicidade
provocada por uma
exposicao cronica a
deltametrina (DLM) em
ratos.

Acéo /Efeito Farmacolégico

O extrato aquoso de GA parece Util como
um adjuvante para a prevencao e / ou
tratamento de hipertrigliceridemia e
estresse oxidativo.

Toxicidade aguda muito baixa. A toxicidade
cronica mostrou impacto no peso de
crescimento de alguns 6rgaos.
Inducao de espermatogénese ativa.

Provou-se que os varios compostos quimicos
sao a fonte dessas diferentes atividades
bioldgicas (antioxidante, antiinflamatorioe
antimicrobiana e efeito cicatrizante).

O tratamento com GA restaurou o aumento
dos niveis plasmaticos de creatinina, ureia e
acido urico, reduziu os niveis elevados de
MDA e PC, e normalizou significativamente
as atividades da enzima antioxidante.
-GA apresentou efeitos protetores contra a
nefrotoxicidade induzida por deltametrina
através da acao de seus compostos
bioativos.

Compostos presentes

OBS: sao necessarias
investigacoes
adicionais para
identificar os
ingredientes
biologicamente ativos.
Conclui que que G.
Alypum L. contem
substancias ativas
andogenicas.

Foram identificados 17
compostos: 3 Polifenois
; 6 fenois, incluindo 4
acidos fenolicos ; 2
acucares ; 4 acidos
gordos ,1 glicerol e um
fitol.

Revelou a presenca de
39 compostos entre
eles, a globularina foi
o principal composto
(9444 mg / 100 g de
matéria seca).

Autor

[42]

[43]

[44]

[45]
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1.6.1. Globularia amygdalifolia weeb

Todas as espécies de Globularia tém hastes lenhosas ou bases de tronco (a estrutura da
madeira ndo é "pedomorfa”), todas sao de folhas verdes ou semi-verdes. Algumas podem
produzir botdes no hipocotilo (G. salicina) ou nas raizes (G. punctata). A raiz principal
domina o sistema radicular na maioria das espécies durante toda a vida da planta (excecao:
o grupo G. cordifolia). ™ A Globularia amygdalifolia Webb (Figura 8), conhecida

vulgarmente por “mato-botao

de Cabo verde. [231 (23]

, pertence a familia Globulariaceae. Esta espécie é endémica

Unica espécie representante do género no pais, ocorre normalmente em zonas himidas e
sub-humidas, mas foi encontrada em Santiago, em zona arida. Ocorre normalmente em
zonas de altitude média superior a 400 metros, e excecionalmente em algumas localidades
de altitude inferior a 100 metros. % Na ilha de Santiago, é uma espécie rara, no entanto
existe uma comunidade silvestre no sub-bosque do perimetro florestal de Rui Vaz nas
proximidades do Pico de Antdnia. Arbusto lenhoso, até 1,5 m de altura, caule com muitos
ramos, folhas em forma de lanca, de cor verde quando jovens, tornando-se, depois,
acinzentados. Inflorescéncia com um pedinculo axilar delgado de 3-4 cm e flores azuladas
ou arroxeadas. Planta medicinal usada como remédio para dores de dente e alivio de dores

de barriga. 261125 [23]

A espécie mais estreitamente relacionada a Globularia amygdalifolia Webb é a Globularia
salicina das ilhas canarias, ambas as espécies diferem de outras espécies globuldrias de
forma encaracolada, em vez de terminal’.Apesar do uso das espécies do género Globularia
na medicina popular em Cabo Verde a escassez de estudos quimicos e bioldgicos, os motivos
principais para a escolha da espécie como objeto de estudo e o desenvolvimento do presente
trabalho.

Figura 8: Imagem da espécie Globularia amygdalifolia Webb de Cabo verde.
Fonte: http://botany.cz/cs/globularia-amygdalifolia/ (consultada em 21-11-2017).

7 http://botany.cz/cs/globularia-amygdalifolia/ (consultada em 21-11-2017).
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1.7. Produtos naturais como fonte de novos farmacos

As plantas podem ser classificadas de acordo com sua ordem de importancia, iniciando-se
pelas plantas utilizadas diretamente na terapéutica, seguidas daquelas que constituem
matéria-prima para manipulacao e, por Ultimo, as utilizadas na industria para obtencéo de

principios ativos ou como precursores em semi-sintese 471,

A maior dificuldade encontra-se na busca da planta correta no meio de um grupo muito
vasto e variado. ¥ Segundo Relatério “State of the World's Plants” 2016 publicado pelo

Jardim Botanico Real de Kew, o nimero de espécies de plantas conhecidas na Terra é
estimado em 391.000, das quais 300 mil espécies possuem propriedades medicinais sendo

mais de destas 200 mil existentes em regides tropicais de Africa. 4]

Outro problema comum que enfrenta a pesquisa botanica é o da qualidade das ervas usadas
no estudo. Ha relatos na literatura onde os investigadores usaram produtos de qualidade
inferior, dando lugar aos resultados confusos e tendenciosos. Em certos estudos, os
pacientes apresentaram melhorias para um tratamento com plantas particular, no entanto,
quando o produto foi testado quanto ao seu conteldo, nao foi encontrado nenhum material
herbario dentro dele! Assim sendo, € importante que as formulacoes testadas
experimentalmente tenham o seu conteldo exato conhecido com antecedéncia, a fim de

evitar quaisquer conclusdes falsas da experiencia. [

A pesquisa de novos farmacos teve sempre inspiracdo em produtos naturais bioativos
isolados de plantas % Os produtos naturais contribuem grandemente para a histéria e
panorama de Novas Entidades Moleculares (NEMs). Uma avaliacdo de todos os NMEs
aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) revela que os produtos naturais e seus
derivados representam mais de um terco de todos os NEMs. Quase metade deles é derivado
de mamiferos, um quarto de microbios e um quarto de plantas. Desde a década de 1930, a
fracao total de produtos naturais diminuiu, enquanto os derivados de produtos naturais

semissintéticos e sintéticos aumentaram. [*']

A dependéncia de produtos naturais nao € obrigatoria e muitas medicamentos sao moléculas
pequenas puramente sintéticas ou produtos bioldgicos fabricados, como vacinas, anticorpos
e proteinas recomendadas. Dadas essas alternativas, é necessario que haja um raciocinio
para a continua exploracao de produtos naturais, e dois principais argumentos podem ser

apresentados. B2

1: Os produtos naturais integram uma area diferente do espaco quimico de compostos

sintéticos. Se isso fosse falso, seria mais rentavel concentrar-se em compostos sintéticos
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mais facilmente acessiveis. No entanto, existem diferencas significativas na estrutura
molecular produzida pela natureza quando comparada as moléculas sintéticas da quimica
medicinal. Embora ambos visem produzir matéria biologicamente ativa, a biossintese tem
por base um conjunto diferente de restricdes e principios orientadores do que o quimico

organico sintético.

2: Os produtos naturais sao suscetiveis de melhorar ainda mais. Se isso nao fosse verdadeiro,
os extratos de produtos naturais seriam suficientes, ou o produto natural purificado se
tornaria o medicamento final sem modificacao. Embora isso geralmente seja o caso, este é
contrario ao paradigma de descoberta de medicamentos, onde os compostos iniciais sao
submetidos a extensas campanhas de quimica medicinal antes que um candidato seja
selecionado. A priori, os produtos naturais devem sofrer o mesmo ciclo iterativo de

melhoria, pois sua razao evolutiva para a existéncia nao é para uso como agente terapéutico.

Nas Ultimas décadas do seculo XX os produtos naturais foram estudados para a sua utilizacao

como medicamentos naturais ndo modificados. [

A utilizacdo de produtos naturais e/ou suas estruturas principais, para descobrir e
desenvolver a entidade final de medicamentos, atualmente ainda é muito estudado. Por
exemplo, na area do cancro, ao longo do periodo de cerca de 1940 até o final de 2014, das
175 pequenas moléculas aprovadas, 131 ou 75%, sao diferentes de "S" (sintético), com 85 ou

49%, na verdade, sao produtos naturais ou derivados diretamente destes. 53

Alguns farmacos utilizados atualmente para o tratamento de cancro se originaram de
produtos naturais ou resultam de suas modificagdes. P4 6 em cada 10 pessoas com cancro
(60%) usam medicamentos de origem natural juntamente com tratamentos convencionais.
Nos Ultimos anos, as plantas medicinais demonstraram ser uma fonte natural importante
para a terapia do cancro com menos efeitos colaterais [**! com o surgir de novos sistemas de
rastreamento relacionados com a explosdo da informacao genética acelerando a necessidade
de identificar rapidamente estruturas LEADS efetivas e inovadoras € uma necessidade vital.
Uma parcela muito significativa dessas derivacdes continuara sendo derivada do produto

natural ¢!,

Embora a complexidade intrinseca da descoberta de medicamentos baseada em produtos
naturais necessite de abordagens interdisciplinares altamente integradas, os
desenvolvimentos cientificos, avancos tecnologicos recentes e tendéncias de pesquisa
indicam claramente que os produtos naturais serao uma das fontes mais importantes de

novos medicamentos também no futuro 1. Nas Gltimas décadas, na maioria dos paises,
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terapias alternativas, particularmente fitoterapia e suplementos dietéticos, foram cada vez

mais investigadas para o tratamento de doencas 7.

1.8. Métodos de extracao/separacao e Identificacdo de compostos

naturais

O uso de compostos bioativos em diferentes setores comerciais, como indUstrias
farmacéuticas, alimentares e quimicas, significa a necessidade do método mais apropriado
e padrao para extrair esses componentes ativos de materiais vegetais. Juntamente com os
métodos convencionais, varios novos métodos foram estabelecidos, mas até agora nenhum
método Unico é considerado padrao para a extracdo de compostos bioativos de plantas. A
eficiéncia dos métodos de extracdo convencionais e ndo convencionais depende
principalmente dos parametros criticos de entrada, compreendendo a natureza da matriz

da planta; quimica de compostos bioativos e conhecimentos cientificos 81,

E uma pratica comum no isolamento destes compostos bioativos que sejam usadas uma série
de diferentes técnicas de separacdo, tais como ccf, cromatografia em coluna (flash,
Sephadex e outras), podem ser usadas para obter compostos puros. Os compostos puros sao
caraterizados por, espectroscopia de infravermelho de transformacao de Fourier (FTIR) e
por espetroscopia de ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de protdo ('H) e de carbono 13
(13C)15,

Os estudos qualitativos e quantitativos de compostos bioativos de materiais vegetais

dependem principalmente da selecdo do método de extracao apropriado [581 [591 1601,

1.9. Métodos de Extracao em estudos fitoquimicos

A extracdo é o primeiro passo crucial na analise de plantas medicinais, porque € necessario
extrair os componentes quimicos desejados dos materiais vegetais para maior separacao e
caracterizacdo. A operacao basica incluiu etapas, Como pré-lavagem, secagem de materiais
vegetais ou liofilizacdo, moagem para obter uma amostra homogénea e, muitas vezes,
melhorar a cinética de extracao analitica e também aumentando o contato da superficie da
amostra com o solvente. As acOes adequadas devem ser tomadas para assegurar que
potenciais componentes ativos nao sejam perdidos, distorcidos ou destruidos durante a

preparacao do extrato de amostras de plantas .

Os compostos bioativos podem ser extraidos de plantas por técnicas de extracao

convencional, as quais se baseiam na capacidade de extracao dos diferentes solventes
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utilizados e na aplicacao de calor e/ou agitacao. As técnicas de extracao convencional mais
utilizadas sao: extracdo com extrator de Soxhlet, maceracao, decoccao e hidrodestilacao.
(8] Apesar destas técnicas continuarem a ser as mais empregues na extracao de compostos
bioativos, apresentam algumas desvantagens, nomeadamente, longos tempos de extracao,
necessidade de evaporacao de grandes quantidades de solventes, baixa seletividade de

extracao e, em alguns casos, a decomposicao térmica de compostos termolabeis [*8.

Para superar estas dificuldades, tém sido introduzidas novas técnicas de extracao, referidas
como hao-convencionais, por exemplo, extracao assistida por ultrassons, enzimas, micro-
ondas e campos elétricos, extracdo por fluidos supercriticos e extracao por liquidos
pressurizados *8, Os métodos de extracdo para o6leos volateis evoluiram muito nos ultimos
anos, tendo surgido técnicas e métodos hibridos que associam as técnicas convencionais as

modernas [¢'1,

Na extracao com solventes, o carater lipofilico e pouco polar dos éleos volateis permite sua
extracdo com solventes organicos, em especial éter de petrdleo, hexano, éter etilico, etanol
e diclorometano, ou misturas deles. O uso deste tipo de extracao tem como uma das
principais desvantagens a presenca de residuos de solvente no 6leo, com subsequente risco
toxicolégico. Esses residuos precisam de ser completamente eliminados antes da
caracterizacdao olfatoria do oleo volatil ou o estudo de suas atividades bioldgicas

/farmacoldgicas 61,

Outras desvantagens sao o longo tempo de extracao requerido e a baixa seletividade dos
solventes. Assim, além das substancias volateis desejadas, constituintes nao volateis de alta
massa molecular, como 6leos fixos, resinas, ceras epicuticulares e pigmentos, também sao
extraidos. A extracao de 6leos volateis com solventes organicos pode ocorrer utilizando-se
técnicas convencionais como percolacao a frio, mas também pode ser associada a técnicas
mais atuais, como ocorre na extracao assistida por micro-ondas ou ultrassom. O emprego de
técnica hibridas fornece varias vantagens, como aumento de rendimento, reducao do tempo

e consumo de solvente, o que leva a diminuicao dos custos [],

1.9.1. Identificacao

Existem diversos métodos para a andlise e identificacdo de metabdlitos secundarios
conhecidos produzidos em culturas de plantas. A analise de misturas complexas é
usualmente feita por cromatografia em camada fina (ccf), por comparacao com os valores
de fator de retencao (Rf) de substancias conhecidas em diferentes sistemas eluentes e pela

sua reatividade frente a diferentes cromogénios. A ccf ainda permanece como um dos
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métodos preferidos para analise qualitativa de compostos conhecidos, pois ndo requer

equipamentos sofisticados ou uma preparacao laboriosa de amostra. [¢2
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2. Parte experimental - Materiais e métodos

2.1. Material vegetal / amostragem

As amostras foram colhidas em Cabo Verde, ilha de Santiago em agosto de 2016. Sendo que
a espécie Campylanthus glaber recolhida no jardim Botdnico da INIDA, e a espécie
Globularia a. recolhida nas montanhas de serra Malagueta interior de Santiago, com a
orientacao do Botanico Dr. Samuel Gomes. As amostras foram recolhidas com ajuda de um
jardineiro da mesma instituicdo. Para amostragem foram colhidas as partes superiores das
plantas, caules, folhas e flores. Retiradas no periodo de manha, foram secas durante dez
dias ao ar livre e expostas ao sol das 10:00 h e as 12:00 h, o restante do dia foram colocadas
a sombra na temperatura ambiente que rondava entre 26 a 28 graus Celcius. Para este
trabalho foram usadas 799,67 g de folhas secas de Globuldria a. W. e 1116,54 g de folhas e
caules de Campylanthus glaber Benth ssp glaber.

As amostras foram trazidas para Portugal, Covilha, para o laboratério de Investigacdo de
Quimica Organica dos Produtos Naturais, Faculdade de Ciéncias, Departamento de quimica,

UBI. Onde foram realizadas as investigacoes fitoquimicas.

2.2. Preparacao dos extratos

Para a identificacdo e caraterizacdo dos compostos presentes nas plantas procedeu-se a
extracdo solido -liquido usando solventes a frio. Foram usados trés solventes, por ordem
crescente de polaridade, cujas extracoes sucessivas foram feitas com: n-hexano, acetona e

etanol. Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram purificados por destilacao.

2.3. Técnicas cromatograficas

2.3.1. Cromatografica em coluna

A cromatografia em coluna (cc) efetuou-se utilizando silica gel de espessura de 0,04 - 0,06
mesh como sélido absorvente, realizada numa coluna de vidro de 50 cm de comprimento e
2,5 cm de diametro. A coluna foi acoplada a uma bomba de cromatografia de baixa pressao
(bomba FHI LAB. PUMP-Model QD, Fluid Metering INC.). Para a fase mdvel utilizaram-se
misturas de solventes de n-hexano e acetato de etilo (AcOEt) em proporcoes de polaridades
crescentes (Hex/AcOEt (98:2); Hex/AcOEt (95:5); Hex/AcOEt (80:20); Hex/AcOEt (70:30);
Hex/AcOEt (60:40); Hex/AcOEt (50:50); AcOEt)). Noutra coluna foram utilizados cloroformio

e metanol em proporcoes de polaridades crescentes, terminando com metanol. As fracoes

25



Estudos das Potencialidades farmacoldgicas de plantas endémicas /medicinais de Cabo Verde:
Campylanthus glaber benth ssp glaber e da Globularia amygdalifolia webb

foram recolhidas (aprox. 50ml) em balao de fundo redondo (100ml) e enumeradas as fracoes
com o mesmo perfil cromatografico analisadas pela cromatografia em camada fina (ccf). As

fracoes foram concentradas no evaporador rotativo.

2.3.2. Cromatografia em camada fina

A cromatografia em camada fina (ccf) foi executada sobre placas de silica gel de 0,2 mm.
Usando como solvente uma solucao de n-hexano: acetato de etilo por ordem crescente de
polaridade. Os cromatogramas revelaram-se por imersao das placas numa solucao de acido
fosfomolibdico 5% (p/v) em etanol ou em uma solucdo aquosa de permanganato de potassio,
as placas foram relevadas numa estufa a aproximadamente 104 °C durante alguns minutos
e as de permanganato foram reveladas apenas por deixar passar a agua corrente durantes

uns minutos.

2.3.3. Cromatografia Gasosa e espetrometria de Massa (GC-MS)

Esta analise foi realizada num aparelho de Cromatografia de Gases (GC) da Agilent®
Technologies 7890A GC-System equipado com uma coluna capilar DB5-MS, 30m x 0,25mm
i.d., com filme de Polidimetilsiloxano (j.&.w LTM coluna module) de espessura 0,25um. A
temperatura inicial da coluna é 60°C durante 5 minutos, aumentando até aos 200°C numa
rampa de crescimento de 4°C/min; numa seguinte rampa de temperatura aumenta de 200°C
até 280°C, numa rampa de crescimento de 10°C/min; A temperatura final mantém-se
constante durante algum tempo. A temperatura do injetor é de 250°C, o detetor tem uma
temperatura de 180°C. O gas de arraste é Hélio, com um caudal de 1mL/min e com volume
de injecao de amostra de 1pL. O GC esta acoplado a um detetor de massas da Agilent®
Technologies 5975C, Inert XL MSD com detetor triple-Axis (quadrupolo), com uma voltagem
de ionizacdo de 70 eV e com a fonte idnica a uma temperatura de 230°C. A analise dos
espetros é feita no software Chemstation para andlise das areas obtidas e dos varios
constituintes, realizando-se a identificacao dos componentes com a ajuda das bases de

dados NIST mass spectral software.
2.4. Caraterizacao dos produtos

A elucidacao estrutural das substancias identificadas foi efetuada através da utilizacao de
um conjunto de diferentes técnicas de espectroscopia de infravermelho (IV), por
cromatografia de gases-massas (CG-MS), espectrometria de RMN de 'H e de "*C e de

correlacoes bidimensionais.
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2.4.1. Infravermelho (IV)

. . . , . ®
As leituras dos espetros de infravermelho foram realizadas num espetrofotometro Genesis
Il ATR. As amostras foram colocadas em direto sobre o analisador, previamente limpo com

isopropanol. O espetro foi realizado utilizando o software OMNIC.

2.4.2. Espetrometria de Ressonancia magnética de 'H e 3C

Espectrometro Bruker® Avance 400, a 400 mHz e 100 mHz, respetivamente para 'H e 3C.
Os desvios quimicos sdao expressos em parte por milhdo 6 (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz). Os solventes usados foram cloroférmio deuterado (CDCls),
(CD3)2C0O, metanol (CD30D) e agua deuterada (D20).

2.4.3. Reacao de saponificacao

Pela analise do IV, algumas amostras apresentaram ter muitos esteres. A amostra foi
submetida a uma reacdo de saponificacdo de forma a hidrolisar esteres. Da hidrélise foram
obtidas duas fracdes: os produtos acidos e os produtos neutros. Num baldo dissolveu-se o
produto a saponificar em aproximadamente 200ml de uma solucao de NaOH/MeOH a 5% e

deixou-se reagir por 12 horas a temperatura ambiente.

De seguida evaporou-se o metanol e dissolveu-se o produto em agua destilada, obtendo
uma solucdo aquosa em meio basico. Extraiu-se com éter obtendo-se a primeira fase
organica (parte neutra) e uma solucao aquosa basica. Depois de extrair os produtos neutros
adicionou-se HCl concentrado (1-2 ml) a solucao basica para chegar a um pH a volta de 1-2.
Volta-se a extrair com éter, obtendo a segunda fase organica a parte acida e uma solucéo

aquosa (Figura 9).
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Figura 9: Separacao da fase organica e fase aquosa depois da reacao de saponificacao.

2.5. Extratos de Campylanthus glaber Benth
2.5.1. Extrato de hexano

As folhas e caules do C. glaber (1116,54 g) foram colocadas em balao de fundo redondo de
10,0 L e adicionou-se quantidades suficientes de n-hexano para cobrir toda a planta, ficando
em solucao por aproximadamente 30 dias. A solucado foi filtrada em papel de filtro e o
filtrado evaporado em evaporador rotativo (figura 10). Foi obtido o extrato bruto de n-
hexano de 7,632g com um rendimento de 0,7 %. Ao final da extracao, o extrato bruto de
hexano foi rotulado (Figura 11) e acondicionado para posterior realizacao da analise quimica

de Infravermelho e Cromatografia.

2.5.2. Extrato de acetona

O extrato vegetal foi seco a temperatura ambiente. No mesmo balao de fundo redondo (10,0
L), adicionou-se quantidades suficiente de acetona para cobrir toda a planta. Depois de
aproximadamente 30 dias, a solucao foi filtrada e evaporada em evaporador rotativo a
vacuo, obtendo-se o extrato bruto de acetona seco (15,245 g). Ao extrato bruto de acetona,

foi submetido a uma separacao por solubilidade.

2.5.2.1. Separacao por solubilidade do extrato de acetona do C. glaber

Ao extrato bruto de acetona (15,245 g) extraido com n-hexano e agitado. O processo foi
repetido 3 a 4 vezes, permitindo que todo o produto solivel em n-hexano seja obtido. O

produto solivel em n-hexano foi transferido para um baldo tarado e evaporado todo o
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solvente. O produto solivel em hexano obtido foi de 2,967g. O restante do produto que nao
se dissolveu em n-hexano foi adicionado cloroférmio, fazendo o mesmo processo de lavagem
do extrato de acetona, obtendo-se o produto solivel em cloroformio. O produto solUvel em
cloroférmio foi transferido para um baldao previamente tarado e evaporado todo o
cloroférmio. O produto soluvel em cloroférmio foi de 4,767g. O restante do produto insollvel
que nao se dissolveu em n-hexano e em cloroférmio foi de 7,511 g. A estas trés amostras do
produto foram feitas analises de Infravermelhos, GCMS e cromatografias em coluna. A figura
12 resume o processo de preparacao dos extratos de da espécie C. Glaber.

2.5.3. Extrato de etanol

As folhas e caules do Campylanthus depois de estarem secos de toda acetona foram
adicionados quantidade suficiente de etanol para cobrir toda a planta, e deixada durante
aproximadamente 25 dias em solucao. A solucao foi filtrada em papel de filtro e o filtrado
evaporado em evaporador rotativo, obtendo-se o extrato bruto de etanol (53,889g). Ao final
da extracao, o extrato bruto foi rotulado e acondicionado para posterior realizacao da

analise quimica.

—

Figura 11: Extrato bruto da Campylanthus g. extraido com hexano
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Figura 12:Esquema resumido das extracoes efetuadas para a espécie Campylanthus glaber.

2.6. Extratos de Globularia amygdalifolia Weeb

2.6.1. Extrato de hexano

As folhas secas de G. amygdalifolia (799,67 g) foram colocadas num balao de fundo redondo
de 10,0 L, adicionando quantidade suficiente de hexano para cobrir toda a planta, durante
aproximadamente 30 dias. A solucao foi filtrada em papel de filtro e o filtrado evaporado
em evaporador rotativo, obtendo-se o extrato bruto (4,695g) com um rendimento de 0,6 %.
Ao final da extracao, o extrato bruto de hexano (Figura 13) foi rotulado e acondicionado
para posterior realizacao da analise quimica de Infravermelho (IV). Pela analise de IV (Figura
18), a amostra aparentou ter muitos esteres. A amostra foi submetida a uma reacao de
saponificacao de forma a hidrolisar e separar os alcoois e os acidos gordos. Do extrato bruto
de Globuldria extraido com hexano a frio (4,695g). Foram usadas 2,684g para a saponificacao
e foram recuperadas 1,0216g da parte Neutra e 0,5487g da parte acida.

Figura 13: Extrato bruto de hexano da Globuldria a.w.
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2.6.2. Extrato de acetona

Depois de secar o material vegetal a temperatura ambiente, num baldo de fundo redondo
(10,0 L), adicionou-se quantidades suficiente de acetona para cobrir toda a planta. Depois
de aproximadamente 30 dias, a solucao foi filtrada e evaporada em evaporador rotativo a
vacuo, obtendo-se o extrato bruto de acetona seco (41,36 g). De seguida ao extrato bruto

de acetona foi realizada uma separacao por solubilidade.

2.6.2.1. Separacao por solubilidade do extrato de acetona Globularia

amygdalifolia Weeb

Ao extrato bruto de acetona (4,695 g) foi adicionado n-hexano e agitado. O processo foi
repetido 3 a 4 vezes, permitindo que todo o produto solUvel em n-hexano seja transferido.
O produto soltvel em n-hexano foi transferido para um baldo tarado e evaporado todo
solvente. O produto solivel em hexano obtido foi de 0,171 g, e foi perdido o extrato, pelo
que nao se analisou essa fracao. O restante do produto que nao se dissolveu em n-hexano
foi adicionado cloroformio, fazendo o mesmo processo de lavagem do extrato de acetona,
obtendo-se o produto soluvel em cloroférmio. O produto solivel em cloroférmio foi
transferido para um balao previamente tarado e evaporado todo o cloroférmio. O produto

soltvel em cloroférmio foi de 1,927 g.

O restante do produto insolivel que nédo se dissolveu em n-hexano e em cloroférmio foi de
2,597g. A estas duas amostras do produto foram feitas analises de Infravermelhos, GC-MS e

cromatografias em coluna (cc).

2.6.3. Extrato de etanol

Depois de estarem secos de toda acetona foram adicionados quantidade suficiente de etanol
para cobrir toda a planta, e deixada durante aproximadamente 30 dias em solucao. A solucao
foi filtrada em papel de filtro e o filtrado evaporado em evaporador rotativo, obtendo-se o
extrato bruto (153,756 g). Ao final da extracao, o extrato bruto foi rotulado e acondicionado
para posterior realizacdo da analise quimica. O esquema da figura 14 resume o processo de

preparacao dos extratos da espécie G. amygdafolia.
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Figura 14: Esquema resumido das extracoes efetuadas para a espécie G. amygdafolia

2.7. Fracionamento dos diferentes extratos

Para fracionar as amostras, preparou-se a cc (Figura 15, A) para a separacao dos compostos.
A cromatografia em coluna efetuou-se com a utilizacdo de silica gel flash de espessura de
0,04 - 0,06 mm, como solido absorvente. Como fase movel utilizaram-se misturas de
solventes de n-hexano e acetato de etilo em proporcées de polaridades crescentes
(mencionadas no ponto 2.1.3). Foram recolhidas em baldes enumeradas as fraces. A
composicao destas fracoes (figura 15,B) foi avaliada por cromatografia em camada fina
(Figura 16), de modo a reunir as fracoes de acordo com semelhancas de seu perfil
cromatografico em baldes enumerado e tarado. No final foi usado metanol para a lavagem
e remocao de qualquer composto que tenha ficado retido na coluna.

2.7.1. Campylanthus glaber Benth

Foram realizadas trés cromatografias em coluna para o C. glaber e todas foram efetuadas
de acordo com os procedimentos descritos no ponto 2.3.1:
e 2,005g do extrato bruto de hexano, chamado Camp1:1_19;

e 2,9848 g do produto solivel em hexano do extrato de acetona, chamado de Camp2:

1_29;
e 2,901 g do produto soltvel em cloroférmio do extrato de acetona, chamado de
Camp3: 1_38.

e As amostras do Camp1:12 e Camp1:19 foram hidrolisadas, recuperando apenas as
partes acidas e seguidas analisadas por GC-MS.
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2.7.2. Globuldria amygdafolia

Foram realizadas duas cromatografias em coluna para a G. amygdafolia de acordo com os
procedimentos descritos no ponto 2.3.1:

e 1,0216g de parte Neutra extraido com hexano, chamada de amostra Glob1:1_23;

e 1,927g do produto solivel em cloroférmio do extrato de acetona, chamada de
amostra Glob2: 1_21.

Figura 15: Montagem da Coluna Cromatografica (CC) (A) e as fracdes reunidas de acordo com perfil
cromatografico (B).

A B

Figura 16: Exemplos de Placas de CCF: A-Extrato de hexano Camp1:1_19; B-extrato de parte neutra
Glob1:1_23
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3. Resultados e discussao

3.1. Analise dos extratos

Para a analise fitoquimica em C. glaber e G. amygdofolia foram realizadas 3 extracoes
solido-liquido para cada uma das espécies, extracdo a frio em n-hexano, acetona e etanol.
0 método de extracao escolhido foi usado por ndo se conhecer a natureza dos compostos
quimicos ativos presentes nas plantas em estudo.

As partes aéreas do material vegetal seco do C. glaber (1116,54 g) constituido por folhas e
caules originou 7,632g (0,7%) de extrato bruto de hexano, 15,245 g de extrato bruto de
acetona e 53,889¢g de extrato bruto de etanol. As partes aéreas de G. amygdofolia (799,67g)
renderam 4,695g (0,6%) de extrato bruto em hexano, 41,36 g de extrato de acetona e
153,756 g extrato de etanol (Tabela 2).

Tabela 2: Resumo dos pesos dos extratos obtidos

n-hexano 7,632 0,7

Campylanthus G. Folhase | 1116,54  Acetona 15,245 1,4
caule Etanol 53,889 4,8

n-hexano 4,695 0,6

Globuldria A.W. Folhase @ 799,67 Acetona 41,36 5,2
caule Etanol 153,756 19,2

Pelos resultados da tabela 2, nas extracées com hexano, os rendimentos das duas espécies
sdo equivalentes. Nos casos dos extratos de acetona variam para as duas espécies, sendo
que o extrato para G. amygdofolia € maior do que o extrato do C. glaber. Para a espécie G.
amygdofolia, a eficiéncia de extracao com etanol é maior (19,2 %) em comparacao ao do C.
glaber (4,8 %), quase 3 vezes o total de peso do extrato bruto de etanol do C. glaber.

Alem de o método de extracao influenciar o rendimento dos extratos, a polaridade do
solvente demonstrou influencia no rendimento da extracao, quanto maior a polaridade,
maior o rendimento. Esta relacao pode ser determinada pela natureza dos metabolitos
presentes nas espécies em estudo. O etanol pode extrair tanto substancias com carater
apolar quanto polares é o solvente que mostrou maior eficiéncia de extracao para as duas
espécies. Conclui-se que o etanol sera o solvente menos seletivo para a extracao dos
metabolitos presente nas duas espécies, pelo que apresenta o maior peso de extracio
extraindo o resto dos componentes. Para este método de extracao obtém-se melhores

34



Estudos das Potencialidades farmacoldgicas de plantas endémicas /medicinais de Cabo Verde:
Campylanthus glaber benth ssp glaber e da Globularia amygdalifolia webb

rendimentos com a utilizacdo de maior tempo em solventes polares.

Quanto ao extrato bruto de acetona e os produtos soliveis em hexano e cloroférmio das
duas espécies foram analisados pela cromatografia de camada fina (Figura 17) utilizando
como fase mével hexano/acetato de etilo (7:30); hexano/acetato (1:1) e cloroférmio e como
revelador permanganato de potassio em solucao.

Todas a fracoes de ambas as espécies foram analisadas cromatograficamente. Os extratos
de etanol serao analisados em trabalhos futuros.

Figura 17: CCF para o extrato de acetona das duas espécies: A- extrato de acetona soluvel em
cloroformio (C.glaber); B-Proudto soluvel em hexano (C. glaber); C-Pruduto insoluvel (C. glaber); D-
Produto soluvel em cloroformio (G. amygdofolia); E-Produto insoluvel (G. amygdofolia).

Os fracionamentos efetuados aos extratos mostraram ser eficientes uma vez que todas as
massas depositadas na coluna foram recuperadas e nenhuma amostra ficou retida na silica.
A polaridade dos solventes foi adequada para a separacao dos compostos na coluna. Todas
as fracoes foram analisadas e caraterizados por técnicas de espectroscopia, de
infravermelho (IV), por cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) e
RMN de 'H e de "*C.

3.2. Analise e identificacdo dos compostos encontrados nas fracdes do
Campylanthus glaber Benth ssp glaber

3.2.1. Estudos preliminares

A familia das Scrophulariaceae que quimicamente é caraterizada principalmente pela
presenca dos iridoides glucosilados: como aucubina, catalpol e derivados destes, assim como
0s seus congéneres biossintéticos. [*2 Nos estudos de Ronsted e Jensen (2002) 24! foram
realizadas analises preliminares do extrato de etanol das partes aéreas de Campylanthus
glaber por RMN 'H (300 MHz), e em "*C RMN (75 MHz) e concluiu-se que a espécie apresenta
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entre outros compostos citados, os iridoides glucosilados como a aucubina. E o (nico estudo
encontrado na literatura sobre a espécie especifica e endémica de Cabo Verde. Indicando
qgue um dos objetivos deste trabalho é realizar a analise, a separacao e caracterizacao dos
componentes dos extratos de hexano e acetona, este é o primeiro estudo sobre a
caracterizacdao dos compostos dos extratos de hexano e de acetona para este género de
Campylanthus, assim como foi mencionado no presente estudo, apenas existem estudos de
caracterizacdo dos extratos etanoicos. As amostras dos extratos do Campylanthus glaber
foram analisadas por cromatografia em coluna e os estudos das fracdes obtidas de cada um
deles foram analisados para determinar os seus compostos quimicos (Tabela 13 em anexo)

que seguidamente sao descritos.

3.2.2. Extrato de hexano

Pela analise espetro IV (Figura 18), observou-se que o extrato de hexano apresentava uma
banda referente a vibracdo da liagacao carbono-Hidrogenio dos grupos metilenos, e dos
grupos metilos (2916,18 cm™' - 2954,95 cm'); uma banda referente a vibracao da ligacdo CH
dos alcanos (2848,50 cm™) e uma banda de absorcao das ligacdes duplas carbono-carbono
nos alcenos cis (729,28 cm™ - 719,47 cm). Foram submetidos ao fracionamento
cromatografico em coluna (Camp1:1_19) e as respetivas fracdes foram analisadas por RMN
H e 13C, IV e GC-MS.

Estas fracOes sao caraterizadas na sua maioria por misturas de compostos: Hidrocarbonetos
saturados e instaurados de cadeia longa (17 a 40 atomos de carbono), triterpenos, compostos

fenolicos, esteroides, compostos organicos como ésteres metilicos e acidos gordos livres.

Foram identificados no total 33 compostos (Tabela 3). De acordo com os resultados
encontrados no GC-MS, os principais constituintes maioritarios foram: Esqualeno (55,17 %),
Hentriacontano (37,82%; 31,20%) e octadecanal (27,51%).

Entre os constituintes, destacam-se:

v Os terpenoides como Esqualeno um potencial antioxidante, precursor da biossintese
do colesterol e por causa de seus beneficios dietéticos significativos,
biocompatibilidade, inércia e outras propriedades vantajosas, o esqualeno é
amplamente utilizado como excipiente em formulacées farmacéuticas. [63

v Fitoesterdis como ergost-5-en-3p -ol, analogo de colesterol, utilizado no
tratamento de doencas cardiovasculares [¢4,

v Os esteroides: como o (3B, 22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol com acéo biologica de:
Anti-hepatotoxico, antiviral, antioxidante, prevencao ao cancro,

hipocolesterolémico 6511661,
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As amostras do Camp1: 11, Camp1:13, Camp1:14, Camp1:15, Camp1:16, Camp1:17 e
Camp1:18 e pela analise dos espetros de RMN de 'H e de '3C (Figura 19 e 20), estes compostos
sdo na maioria misturas de triacilglicerois ou misturas de acidos gordos insaturados. Nao
podiam ser analisados por GC-MS, pois sdo produtos neutros ou ésteres naturais que fazem
parte das gorduras das plantas. Pelo espetro do RMN 'H, o sinal que que aparece a 5,33 ppm
sdo os hidrogénios da ligacdo dupla (-CH=CH-), o outro sinal ligeiramente abaixo 5,24 ppm
corresponde ao hidrogénio do grupo metino do glicerol. O sinal que esta 4,11 ppm a 4,29
ppm sdo os hidrogénios do grupo CHz do glicerol. Os sinais (0,7 ppm a 2,2 ppm) correspondem
a parte saturada da cadeia carbonada dos acidos gordos. Através do espetro de *C, podemos
identificar os atomos de carbono dos grupos carbonilos dos acidos que aparecem a 172-173
ppm. Os carbonos terciarios e quarternarios das ligacdes duplas estao entre 127 a 130 ppm.
Os dois carbonos dos metilenos saem no mesmo sinal a aproximadamente 67,1 ppm. Outro

carbono (CH) aparece a 68,9 ppm.

A parte insaturada correspondente ao acido carboxilico linear pode ser observada no
espectro de RMN de *C (em anexo) de 125 ate 135 ppm e uma cadeia comprida saturada
cujos sinais aparecem de 10 ppm a 46 ppm e normalmente sao acidos gordos com cadeias
de Cisa Cn

Os triglicéridos (TG) também sao conhecidos como triacilglicerdis ou triacilglicéridos, o que
significa que sao glicéridos nos quais o glicerol é esterificado com trés grupos de acidos
gordos (isto é, tri-ésteres de acidos gordos com o glicerol) e desempenham um papel
importante no metabolismo como fontes de energia e transportadores de gorduras

alimentares.

Os TGs podem ser divididos em trés tipos gerais em relacdo aos seus substituintes acilos. Eles
sdo simples ou monoacidos se contiverem apenas um tipo de acido gordo, diacido se
contiverem dois tipos de acidos gordos e triacidos se forem trés grupos de acilo
diferentes. Os comprimentos das cadeias dos acidos gordos nos triglicéridos de ocorréncia
natural podem ter diferentes comprimentos e saturacoes, mas os de 16, 18 e 20 atomos de

carbonos sdo os mais comuns®.

Conclui-se que das varias substancias que compdem a cera das plantas, surgem os
indicadores tais como acidos gordos de cadeia longa, e especialmente os hidrocarbonetos
alifaticos saturados ¢’). Contudo ainda falta informac&o sobre o comprimento da cadeia, a

proporcao e a percentagem de componentes em cada classe quimica das ceras. Além disso,

8 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11146#section=Top.
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a composicao quimica em cada cera pode variar de acordo com a sua origem e do processo
metabdlico da planta 8, Pela analise do espetro do IV (Figura 21) da fracdo do Camp1:12
observou-se bandas de absorcdao em 2915,89 cm™ a 2848,16 cm™ caracteristico das cadeias
carbonadas e bandas a 1739,93 cm™ caracteristicos da presenca de esteres de acidos gordos.
Por este motivo foi hidrolisada para separar os alcoois, os acidos e para a preparacao dos
esteres metilicos dos acidos gordos para a sua analise. Dessa hidrolise obteve-se o Camp1:12

(parte acida esterificada).

Os compostos identificados no Camp1:12 (Tabela 4) caraterizam-se todos os acidos dos
triacilglicerois. Pela analise GC-MS da fracao camp1:12 permitiu-se a identificacao de 30
picos e na elucidacdo estrutural de 21 compostos: ésteres, hidrocarbonetos e triterpenos.
Como aspeto importante, observou-se que esta fracao € composta na sua maioria por ésteres
metilicos de acidos gordos de cadeia longa. A parte neutra ndo foi analisada porque
praticamente sdo os glicerdis. Sendo o composto 9-octadecenoato de metilo o maioritario

(37,9%) na fracao, € o acido maioritario dos triacilglicerois.

W o compylorae, cdo of perono

100
98 /j.'\]
96 \ N

92

w

o |
90 o~

S
881

82

168,78 —

72928 71047

80

1462,44

%Ti

784

76

295495

744

72

2848,50

70

66

12916,18

62

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Figura 18: Espetro IV do extrato hexano do Campylanthus glaber.

38




Estudos das Potencialidades farmacoldgicas de plantas endémicas /medicinais de Cabo Verde:
Campylanthus glaber benth ssp glaber e da Globularia amygdalifolia webb

01032017-jrodilla.64.fid BaREY EEEREREE B2Y | H8%8358% ¥8 KK 3583
oo s gangn A888303E SRS GT85558% %E ”RR ang
amp RS R SN N N NP 6500
6000
5500
5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500
)
| o
=-500
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)
Figura 19: Espetros de RMN do 'H da fragao Camp1: 18.
01032017-jrodilla.67.fid
NC, Campl - 18
5000
| o
-5000
~-10000
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
01032017-jrodilla.66.fid f1 (ppm) 4000
NC, Campl - 18
2000
T T T T T T T J T T T T T T T T T L \‘ . = l T 70
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
01032017-jrodilla. &5 NERuge it (ppm) 2 9R8ERFLERRRIRINSL]2888NS
NC, Campl-18 RN RR323&R % NTT DG RR R R RRARARRANNN EF T T
8N EERAAER 8§95 A28%2S3832SSSRANNIINTS
\/ = S e N
20000
15000
10000
|
I
5000
|
|
|
|
| B
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10

100
f1 (ppm)

Figura 20: Espetros de RMN do "3C da fracdo Camp1: 18.
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Figura 21: Espetro IV da fracao Camp1:12 ( Campylanthus glaber)
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Tabela 3: Compostos identificados no extrato de hexano da espécie Campylanthus Glaber (Camp1:1_19).

Camp 1:
Camp 1:

Camp 1: 3

Camp 1:
Camp 1:
Camp 1:
Camp 1:

Camp 1:

Camp 1:
Camp 1:

Camp 1:
Camp 1:
Camp 1:
Camp 1:
Camp 1:
Camp 1:
Camp 1:
Camp 1:
Camp 1:

N o U A

10

11
12
13
14
15
16
17
18
19

83,8
41,2
306

357,3
77,2
72,3
69,2

124

95,5
50,2

73,5
310,7
78
29,9
86,9
181,1
161,3
79,6
334,3

4,18%
2,05%
15,26%

17,82%
3,85%
3,61%
3,45%

6,18%

4,76%
2,50%

3,66%
15,49%
3,89%
1,49%
4,33%
9,03%
8,04%
3,97%
16,67%

RMN1He
RMN1He
RMN1He
RMN1He
RMN1He
RMN1He
RMN1He

1
RMN He

1
RMN He

1
RMN He

1
RMN He

1
RMN He

1
RMN He

1
RMN He

1
RMN He

1
RMN He

1
RMN He

1
RMN He

1
RMN He

13C e GC-MS

13C e GC-MS

13C e GC-MS

13C e GC-MS

13C e GC-MS

13C e GC-MS

13C e GC-MS

13C e GC-MS

13C e GC-MS

13C e GC-MS

1
3C

1
3C

1
3C

1
3C

1
3C

1
3C

1
3C

1
3C

1
3C

Hidrocarbonetos: Heneicosano; tricosano; 9-octadecenoil glicerol; 1-heptacosanol; Hentriacontano.
hidrocarbonetos insaturados: Esqualeno; triacontano; Hentriacontano; tritriacontano.

Mistura: 14-metilpentadecanoato de metilo; octadecanal; docosanoato de metilo; nonadecanal; esqualeno;
hexadecanoato de metilo; tetratriacontano.

Mistura: eicosanal; Esqualeno; tetracosano; vitamina E (o-tocoferol);
mistura: hexadecanoato de metilo; icosanal; Esqualeno ; triacontano ; Vitamina E (a-tocoferol).
Mistura: esqualeno; tetracosano; cetona do olean-12-eno; a-amirina; estigmast-4-en-3-ona;

mistura: hexadecanoato de metilo; um aldeido ; um aldeido; esqualeno; Hentriacontano ; B-amirina; o-
amirina; estigmast-4-en-3-ona ;

Mistura: cetona artemisia ; 3-metilundeca-1,4-olida; icosanal; ac. 9-octadecendico; hentriacontano;
Vitamina E (o.-tocoferol); isomero vitamina E; ergost-5-en-3B-ol ; trans-estigmasta-5,22-dien-38-ol; 248-
etilcolesterol; B-amirina; a-amirina; Estigmast-4-en-3-ona.
mistura: ac. (Z,Z)-9,12-octadecadiendico; hentriacontano; 24B-metilcolesterol; (3B,22E)-estigmasta-5,22-
dien-3-ol; B-sitosterol.

Mistura: Hexadecanoato de metilo; 9-octadecenoato de metilo; nonadecanal; docosanoato de metilo;
tetracosanoato de metilo; hentriacontano; Vitamina E; trans-estigmasta-5,22- dien-38-ol.

Mistura de triacilglicerois

Mistura de triacilglicerois
Mistura de triacilglicerois
Mistura de triacilglicerois
Mistura de triacilglicerois
Mistura de triacilglicerois
Mistura de triacilglicerois
Mistura de triacilglicerois

Mistura de triacilglicerois
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Tabela 4: Compostos determinados pelo GC-MS da fracdo Camp 1: 12, parte acida esterificada.

Pico n°. Compostos encontrados %
Picono 1 octanoato de metilo <0,5
Picon. 2 E-2-decenal <0,5
Picon. 3 2,6-diterbutil-4-hidroxi-4-metil-2,5-ciclohexadien-1-ona 0,6
Picon. 4 nonanodioato de dimetilo <0,5
Picon. 5 tetradecanoato de metilo 2,6
Picon. 6 pentadecanoato de metilo <0,5
Picon. 7 hexahidrofarnesilacetona <0,5
Picon. 8 hexadecanoato de metilo 9,9
Picon. 9 14-metilhexadecanoato de metilo <0,5
Picon. 10 9,12-octadecadienoato de metilo 10,3
Picon. 11 9-octadecenoato de metilo 37,9
Picon. 12 10-octadecenoato de metilo 0,9
Picon. 13 octadecanoato de metilo 4.1
Picon. 14 7,10-octadecadienoato de metilo <0,5
Picon. 15 NI* 4,1
Picon. 16 NI 4,5
Picon. 17 eicosanoato de metilo 1,1
Picon. 18 NI 1,5
Picon. 19 NI 2,6
Picon. 20 docosanoato de metilo 2,0
Picon. 21 tricosanoato de metilo 0,4
Picon. 22 tetracosanoato de metilo 1,4
Picon. 23 hexacosanoato de metilo 1,0
Picon. 24 (triterpeno) NI 0,9
Picon. 25 hentriacontano 5,6
Picon. 26 1,3
Picon. 27 octacosanoato de metilo 1,3
Picon. 28 hexatriacontano 1,8
Picon. 29 mistura (esterais) 1,1
Picon. 30 viminalol 2,8

‘NI -N&o identificado

A fracdo 19 (Camp1: 19) (Tabela 5) que foi hidrolisada para recuperar a parte acida e
esterificar com diazomentano e poder realizar a analise por GC-MS e para ver os acidos que
se encontram nessa planta, tais como acidos livres, acidos dos triacilglicerois e de outros
ésteres. Os ésteres que foram aqui preparados e nao sao naturais das plantas, sdo os acidos
que formam os triaglicerois e esteres. Os compostos determinados nesta fracao sao todos
esteres metilicos e permitiu identificar 15 componentes que ha nessa fracdo. Sendo que o

acido 8-octadecenoato de metilo € um dos maioritario da planta (60,3 %).

Os acidos 9-octadecenoato de metilo e docosanoato de metilo encontram-se em todas as
fracdes analisadas (Camp1:1_19; Camp1:12 e camp1:19) do extrato de hexano da
Campylanthus. Os ésteres metilicos de acidos gordos sao membros de um grupo de ésteres
que sao substitutos promissores de hidrocarbonetos clorados em processos industriais, para
combustivel diesel e lubrificantes. - Os compostos identificados até o momento nos

extratos de hexano (Tabela 3, 4 e 5) sdo comuns nestas espécies.
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Tabela 5: Compostos determinados pelo GC-MS da fracdo Camp 1: 19, parte acida esterificada com

diazometano.

Amostras Compostos encontrados %
Picon. 1 4-metil-2,6-diterbutilfenol <0,5
Picon. 2 tetradecanoato de metilo <0,5
Picon. 3 9-hexadecenoato de metilo <0,5
Picon. 4 hexadecanoato de metilo 7,3
Picon. 5 (Z,Z)-9,12-octgadecadienoato de metilo 25,1
Picon. 6 8-octadecenoato de metilo 60,3
Picon. 7 9-octadecenoato de metilo 1,2
Picon. 8 octadecanoato de metilo 4,1
Picon. 9 9,10-epoxioctadecanoato de metilo <0,5
Picon. 10 11-eicosenoato de metilo <0,5
Picon. 11 eicosanoato de metilo 0,4
Picon. 12 13-docosenoato de metilo <0,5
Picon. 13 docosanoato de metilo 1,2
Picon. 14 tricosanoato de metilo <0,5
Picon. 15 tetracosanoato de metilo 0,5

3.2.3. Extrato de Acetona

Ao extrato de acetona foram feitas separacdes por solubilidade em hexano e cloroférmio,
obtendo a parte sollvel em hexano, parte solUvel em cloroférmio e a parte insolivel. Destas
partes foram estudadas por cromatografia em coluna a parte solivel em hexano

(Camp2:1_29) e a parte soltvel em cloroféormio (Camp 3:1_38).

3.2.3.1. Fracao do extrato de acetona soluvel em hexano (Camp2:1_29)

Os compostos identificados no Camp2:1_29 (Tabela 6) observam-se como principais
carateristicas dos compostos a presenca de alguns esteres metilicos de acidos gordos,
hidrocarbonetos, triterpenoides, fitoesterois e a presenca dos componentes maioritarios e
principais desta fracao tais como cetona artemisia (79,79 % em camp2: 25; 57,95 % em camp
camp2: 20; 35,90 % em camp2:22; 33,47% em camp2:17; 31,27% em camp2:19) e de a-

tecoferol (Vitamina E) (75,41 % em camp2:7). A vitamina E é reconhecida como antioxidante
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e pode ser responsavel pela atividade desta planta relacionada com alguns usos tradicionais

relatados da espécie.

Nesta Fracao foram identificados no total 105 componentes (tabela 7). Sendo a presenca
maioritaria dos triterpenos como a a-amirina (49,36 %) em toda fracdo camp2:1_29, o
esqualeno (32,15 %) presente na fracao camp2:4 e estigmasta-5,22-dien-38-ol (31,69%) em
camp2:2. O hidrocarboneto insaturado tal como o neofitadieno (30,44 % em camp2:15)
aparece distribuido em quase toda a fracao do Camp2:1_29, sendo presente nas fracoes
Camp2:1 e do Camp2:11 a Camp2:26. O neofitadieno (Figura 22) é um hidrocarboneto que

pertence ao grupo dos diterpenos, € muito abundante nas ceras epicuticulares de plantas
[70]

Figura 22: Neofitadieno. Fonte: PubChem CID: 10446).

Observam-se ainda nesta fracao a presenca das moléculas de 9-octadecenoato de metilo,
docosanoato de metilo, hexadecanoato de metilo presente também em todas as fracoes
cromatograficas do extrato de hexano analisada anteriormente (Camp1-12, Camp1-19,

camp1-1-19).

A fracdo camp2:11 é a fracdo que apresenta maior peso (426,5 mg -14,29%), foram detetados
cerca de 24 compostos e misturas de compostos nao identificados (9,28%). Essa fracao é
caraterizada por ser uma mistura esteroides, alcoois alifaticos e diterpenos aciclico, e acidos
gordos e esteres de acidos gordos. Sendo os compostos majoritarios: acido hexadecanbico
(16,50 %); fitol (16,50 %); 1-docosanol (15,20%); B-dihidrofucosterol (9,74%); estigmasta-
5,22-dien-3B-ol (7,01%).

Outra fracdo consideravel em peso (423 mg-14,17 %) é a fracdo camp 2:10. Nesta fracao os
compostos maioritarios sdo os triterpenos a-amirina (49,36 %) e B-amirina (15,15 %). Os
triterpenos sao de grande interesse devido as diversas atividades biologicas apresentadas,

servindo como candidatos ou protétipos de novos farmacos 'l

A fracdo camp2:12 apresenta como compostos maioritarios os fitoesterois, trans-estigmast-
5,22-dien-3B-ol (37,75 %), B-dihidrofucosterol (36,80 %) e A>-ergostenol (17,36%). Os ésteres
de fitoesterdis, assim como os fitoesterois, sdo substancias conhecidas pela sua atividade
hipocolesterolémica e tém recebido grande atencdo em virtude da sua utilizacdo em

alimentos funcionais 7.
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Tabela 6: Identificacdo dos compostos encontrados nas fracdes do extrato de acetona solUvel em hexano (Camp2:1_29).

Camp 2:

Camp 2:

Camp 2:

Camp 2:
Camp 2:

Camp 2:

Camp
10

Camp
11

Camp

1

N

N

0 N

O

460,2

87,5

366,5

328,1
32,8

103,7

423

426,5

150,4

15,42%

2,93%

12,28%

10,99%
1,10%

3,47%

14,17%

14,29%

5,04%

RMN 'H e °C e GC-MS

RMN 'H e "°C e GC-MS

RMN 'H e °C e GC-MS

RMN 'H e "°C e GC-MS
RMN 'H e °C e GC-MS

RMN 'H e "°C e GC-MS

RMN 'H e °C e GC-MS

RMN 'H e "°C e GC-MS

RMN 'H e °C e GC-MS

Neofitadieno; 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; neofitadieno isomero; hexadecanoato de metilo; 9,12-
octadecadienoato de metilo; 9-octadecenoato de metilo; octadecanoato de metilo; esqualeno; 3B-
acetatoestigmasta-5,22-dieno; acetato de aplysterilo; vitamina E, a-tocoferol.

hexanoato de metilo; octadecanal; 5-octadecenoato de metilo; eicosanal; 3-acetato de estigmasta-5,22-dieno;
esqualeno; estigmagsta-5-en-3B-ol; mistura; Vitamina E (a-tocoferol); tocoferol isomero; esqualeno.

1-tetradeceno ; 1-hexadeceno ; 1-octadeceno; tricosano ; 9-eicoseno; octacosano; nonacosano; dodecoseno;
triacontano; 5-octadeceno; dotriacontano?; tetratriacontano; pentatriacontano; esqualeno;
hexatriacontano; hentriacontano.

Aldeido; linoleato de butilo; Vitamina E (a-tocoferol

alceno; ,10,14-trimetil-2-pentadecanona; di-isobutil ftalato; ftalato de di-butilo ; 10,11-dihidro-2-cis-6trans-
farnesol; um éster do glicerol ; 1,3-dipalmitoilglicerol; outro diacilglicerol; acido hexadecandico ;
linoleina (2-monoB); é um aldeido ; mistura de acilglicerois; outros acilglicerois ; farnesilfarnesilgeraniol;
acido; esqualeno ; vitamina E (a-tocoferol).

1,4-naftilquinona ; 10,11-dihidro-2cis-6trans-farneol; mistura; dipalmitina; ac. 9-octadecendico ; B-
monolinoleina ; linoleato de butilo ; di-(9-octadecenoil)-glicerol; solanesol; mistura ; Vitamina E (a-
tocoferol) ; viminalol ; estigmas-4-en-3-ona.

cetona artemisia; 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; fitol ; acido hexadecandico; mistura; mistura ; B-
monolinoleina; glicerol 1-monooleato; 1-docosanol; hidrocarboneto ; acetato de estigmasta-5,22-dien-38-ilo;
acetato de aplysterilo; vitamina E(a-tocoferol); B-amirina; a-amirina; estigmast-4-en-3-ona.

cetona artemisia ; neofitadieno; 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; ac. Hexadecanoico; Fitol; ac. 9-
octadecendico; 1-octadecanol; ac. 9-octadecendico; 1-docosanol ; docosanoato de metilo; 1-heptacosanol ;
acetato de docosanol; ciclotetracosano; nonacosano; tetracosanoato de metilo ; um alcool; dotriacontano;

y-tocoferol ; Vitamina E(a-tocoferol) ; mistura ; ergosta-5-en-38-ol; estigmasta-5,22-dien-3B-ol ; B-
dihidrofucosterol; B-amirina ; a-amirina ; 3’,6-ciclopropa[5,6]estigmas-22-en-3-ona.

Neofitadieno; 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; neofitadieno isomer; dipalmitina; 1-monolinolenina ;
pentatriacontano; colesterol; A3-ergostenol; trans-estigmast-5,22-dien-3B-ol; B-dihidrofucosterol.
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(Continuacao Tabela 6)

Camp 2:

Camp 2:

Camp 2:

Camp 2:

Camp 2:

Camp 2:

Camp 2:

13

14

15

16

17

18

19

119,6 = 4,01%

36,8

55,6

68,9

79,9

80,2

1,23%

0,72%

1,86%

2,31%

2,68%

2,69%

RMN 'H e °C e GC-MS

RMN 'H e "°C e GC-MS

RMN 'H e °C e GC-MS

RMN 'H e "°C e GC-MS

RMN 'H e °C e GC-MS

RMN 'H e "°C e GC-MS

RMN 'H e °C e GC-MS
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Dihidroactinidiolida; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno; neofitadieno; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno
isomer; neofitadieno isomero ; neofitadieno isomer ; mistura ; fitol ; dipalmitina; linoleato de butilo; 1-
tricosanol ; octacosano; acetato de estigmasta-5,22-dien-3B-ol ; acetato de aplysterilo vitamina E(a-tocoferol)
; ergost-5-en-3B-ol; trans-estigmasta-5,22-dien-3B8-ol; B-dihidrofucosterol.

5-etil-2,4-dimetil-2-hepteno; 2-feniletanol; neofitadieno; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno; neofitadieno
isomer; isomer 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno; isomero de neofitadieno; neofitadieno isomer ; 1-
docosanol ; docosano; 1-hexacoseno um alceno ; docosanoato de metilo; docosano; tetracosanoato de metilo;
heptacosano; acetato de estigmasta-5,22-dien-3B-ol; acetato de aplysterilo; vitamina E (a-tocoferol).

cetona artemisia propiovanillona; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno; neofitadieno; isémer 3,7,11,15-
tetrametil-2-hexadeceno; neofitadieno isdmer; neofitadieno isomer; 5-heptilpentan-5-olida; 1-eicosanol;
acetato de epiaplysterilo; vitamina E (a-tocoferol).

cetona artemisia; 3,7,11-trimetil-1-dodecanol; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno; neofitadieno; 3,7,11,15-
tetrametil-2-hexadeceno  isomero; neofitadieno isomer; neofitadieno isomer; B-metil-y-undecalactona; 1-
docosanol ; 1-docosanol; mistura; vitamina E (a-tocoferol).

cetona artemisia ; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno; neofitadieno; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno
isomer ; neofitadieno isomer; neofitadieno isomer ; 1-docosanol ; vitamina E (a-tocoferol).

cetona artemisia; geranilacetona; 4-hidroxiacetofenona ; 4-hidroxi-3-metoxiacetofenona ; 2-metoxi-4-etil-6-
metilfenol; ac. tetradecandico ; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno; neofitadieno; ; 3,7,11,15-tetrametil-2-
hexadeceno isomer; neofitadieno isomer ; ac. Hexadecanoico; fitol; 1-octadecanol; 1-heptacosanol; y-
tocoferol; mistura ; vitamina E ; estigmasta-4,22-dien-3-ona ; estigmast-4-en-3-ona; mistura; 3’,6-
ciclopropa[5,6]estigmast-22-en-3-ona ; miatura.

cetona artemisia; neofitadieno; 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; ciclotetracosano; 11-butildocosano ;
mistura; vitamina E; estigmastano-3,6-diona.
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(Continuacao Tabela 6)

Camp 2: 20

Camp 2: 21

Camp 2: 22

Camp 2: 25

Camp 2: 26

45,3

24,7

69,5

62,5

97,4

1,52%

0,83%

2,33%

2,09%

3,26%

RMN 1He 13CeGC-MS

RMN 1He 13CeGC-MS

RMN 1He 13CeGC-MS

RMN 1He 13CeGC-MS

RMN 1He 13CeGC-MS
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cetona artemisia; neofitadieno; 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; neofitadieno isomer ; 17-nonadecenal ; a-
tocoferol (vitamina E); estigmastano-3,6-dion.

cetona artemisia ; 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona ; hexadecanoato de metilo; 10-octadecenoato de metilo;
9-tricoseno ; ftalato de bis(2-etilhexilo); acetato de estigmasta-5,22-dien-3-ol; acetato de aplysterilo;
vitamina E (a-tocoferol).

cetona artemisia; 3,7,11-trimetil-1-dodecanol; neofitadieno; 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; neofitadieno
isomer ; mistura; 1-eicosanol ; ac. 9-octadecenodico ; 8,8-difenil-heptadecano; acetato
de estigmasta-5,22-dien-3B-ol; y-tocoferol; acetato de aplysterilo; Vitamina E (a-tocoferol); estigmasta-3,5-
dien-7-ona.

cetona artemisia; neofitadieno; 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; neofitadieno; 1-tetracosanol; vitamina E
(a-tocoferol).

2-pentadecanona; 3,7,11-trimetil-1-dodecanol ; (-)-loliolida; neofitadieno; 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona;

neofitadieno isomer ; diacetato de glicerol-1-oleato; acetato de estigmasta-5,22-dien-3-ol; estigmasta-5-en-
3B-ol; vitamina E (a-tocoferol).
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Tabela 7: Compostos encontrados nas fracdes do extrato de acetona solivel em hexano

(Camp2:1_29).

1,3-dipalmitoilglicerol;
1,4-naftilquinona;
10,11-dihidro-2cis-6trans-farneol;
10,14-trimetil-2-pentadecanona;
10-octadecenoato de metilo;
11-butildocosano;
17-nonadecenal;

1-docosanol

1-eicosanol;

1-heptacosanol;

1-hexacoseno;

1-hexadeceno;

1-monolinolenina;
1-octadecanol;

1-tetracosanol;

1-tetradeceno;

1-tricosanol;

2-feniletanol;
2-metoxi-4-etil-6-metilfenol;
2-pentadecanona;
3,7,11,15-tetrametil-2-
hexadeceno
3,7,11-trimetil-1-dodecanol;
3’,6-ciclopropal[5,6]estigmas-22-
en-3-ona.

3-acetato de estigmasta-5,22-
dieno;
3B-acetatoestigmasta-5,22-dieno;
4-hidroxi-3-metoxiacetofenona;
4-hidroxiacetofenona;
5-etil-2,4-dimetil-2-hepteno;
5-heptilpentan-5-olida;
5-octadeceno;

5-octadecenoato de metilo;
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
8,8-difenil-heptadecano;

9,12-octadecadienoato de metilo;
9-eicoseno;

9-octadecenoato de metilo;
9-tricoseno;

acido 9-octadecenoico;

acido Hexadecanoico;

acido tetradecandico ;
acetato de aplysterilo

acetato de docosanol;

acetato de epiaplysterilo;
acetato de estigmasta-5,22-dien-
3-ol;

acetato de estigmasta-5,22-dien-
3B-ilo;

cetona artemisia;
ciclotetracosano;

colesterol;
di-(9-octadecenoil)-glicerol;
diacetato de glicerol-1-oleato;
Dihidroactinidiolida;
di-isobutil ftalato;
dipalmitina;

docosano;

docosanoato de metilo;
dodecoseno;

dotriacontano;

eicosanal;

ergost-5-en-3B8-ol;

esqualeno ;
estigmagsta-5-en-3B8-ol;
estigmas-4-en-3-ona.
estigmasta-3,5-dien-7-ona.
estigmasta-4,22-dien-3-ona;
estigmasta-5,22-dien-3B-ol;
estigmastano-3,6-dion.
farnesilfarnesilgeraniol;

fitol;

ftalato de bis(2-etilhexilo);
ftalato de di-butilo;
geranilacetona

glicerol 1-monooleato;
hentriacontano.
heptacosano;
hexadecanoato de metilo;
hexanoato de metilo;
hexatriacontano;
hidrocarboneto;

isdbmero de neofitadieno;
linoleato de butilo;
linoleina (2-monoB);
neofitadieno;
nonacosano;

octacosano;

octadecanal;
octadecanoato de metilo;
pentatriacontano;
propiovanillona;
solanesol;

tetracosanoato de metilo;
tetratriacontano;
tocoferol isomero;
trans-estigmast-5,22-dien-3B-ol;
triacontano;

tricosano;

viminalol;

vitamina E (a-tocoferol).
a-amirina;

B-amirina;
B-dihidrofucosterol;
B-metil-y-undecalactona;
B-monolinoleina;
y-tocoferol;

A3-ergostenol

48




Estudos das Potencialidades farmacoldgicas de plantas endémicas /medicinais de Cabo Verde:
Campylanthus glaber benth ssp glaber e da Globularia amygdalifolia webb

3.2.3.2. Fracdo do extrato de acetona soluvel em cloroférmio
(Camp3:1_38)

Quanto a fracao do extrato de acetona soltvel em cloroférmio, a fracao camp3:1_38 (Tabela
8) foi fracionada em 38 fracoes, e um total de 41 compostos foram detetados e
caraterizados. Nesta fracao nota-se que todos os compostos tiverem uma composicao

percentual inferior a 5% em GC-MS, ndo havendo compostos maioritarios nessa fracao.

Esta fracao é constituida na sua maioria por acidos organicos, acidos fenolicos, alcoois
gordos de cadeia linear, esteres metilicos. Mesmo sendo menores os rendimentos dos
componentes determinados, pode-se identificar a presenca de alguns compostos que esta
relacionada com as propriedades quimicas e bioldgicas atuando como antioxidantes, anti-

inflamatéria, antiproliferativa contra carcinoma da bexiga célula humana TCA 7],
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Tabela 8: Compostos identificados no Camp3:1_38.

Camp 3: 9

Camp 3:
Camp 3:
Camp 3:

Camp 3:
Camp 3:
Camp 3:
Camp 3:
Camp 3:
Camp 3:
Camp 3:
Camp 3:

Camp 3:
Camp 3:
Camp 3:

Camp 3:

Camp 3:

12
14
15

16
17
18
19
21
22
23
24

26
28
32

37

38

19,5
7,3
12,9
10,1

26,8
38,8
52,7
497
53,6
136,6
158,3
48,7

36
57,8
255,9

168,3

224,9

0,67%
0,25%
0,44%
0,35%

0,92%
1,34%
1,82%
17,13%
1,85%
4,71%
5,46%
1,68%

1,24%
1,99%
8,82%

5,80%

7,75%

RMN H e "°C e GC-MS
RMN 'H e GC-MS
RMN 'H e GC-MS
RMN 'H e GC-MS

RMN 'H e "°C e GC-MS
RMN 'H e "°C e GC-MS
RMN H e "°C e GC-MS
RMN H e "°C e GC-MS
RMN 'H e "°C e GC-MS
RMN H e "°C e GC-MS
RMN 'H e "°C e GC-MS
RMN 'H e "°C e GC-MS

RMN 'H e GC-MS
RMN 'H e C e GC-MS
RMN 'H e C e GC-MS

RMN 'H e C e GC-MS

RMN 'H e C e GC-MS
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25-epiaplysteril acetato;
Hexatriacontano; mistura; tritetracontano;
neofitadieno; 5-eicoseno; estigmas-5-en-3B-ol

? ac. o-metilbenzoato ftalico; vanilina; mistura; 2,4-dihidroxiacetofenona;
propiovanillona; neofitadieno; mistura; neofitadieno isomer;
vanillina ; hidroxibenzoato de fenilo; acetovanillona;

1,4-naftalenediona; acetovanillona;
1-naftalenol; 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido;
Ac. 4-hidroxifenillactico; acido vanilico; mistura;
4-vinil-2-metoxifenol; mistura; vinilbenzil alcool;
naftaleno, azuleno;
1,3-isobenzofurandiona;

2,4-hidroxibenzoato de metilo; 2-nonadeceno; 1-dodecanol; 1-eicosanol; ftalatos
de alquilos;
5-eicoseno; 1-eicosanol; ftalatos

acido p-metilbenzoilformico; 1,3-isobenzofurandiona;

5-eicoseno; 1-eicosanol; 3-(3,5-diterbutil-4-hidroxifenil)propanoato de metilo; 9-
tricoseno; alceno; ftalato;
Difenilmetanona; nonacosano; 9-octadecenoato de metilo; jaceosidin; 5,7-
dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-6-methoxychromen-4-one

hexadecanoato de metilo; 3-(3,5-diterbutil-4-hidroxifenil)propanoato de metilo;

9,12-octadecadienoato de metilo; 9-octadecenoato de metilo; octadecanoato de
metilo;
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3.3. Analise e identificacdo dos compostos encontrados nas fracées da

Globularia amygdalifobia Weeb

3.3.1. Extrato de hexano

Ao extrato de hexano inicialmente foi realizada uma saponificacdo obtendo-se a parte acida

(esterificada) e a parte neutra.

3.3.1.1. Extrato de hexano (Parte Neutra)

Ao extrato de hexano da parte neutra foram analisadas por CC e GC-MS e a fracao
denominada de Glob1:1_23. Foram determinadas num total de 51 compostos (tabela 9) e na

sua maioria constituidas por acidos fenolicos e fitoesterdis.

A presenca de acidos fendlicos foi e tém sido muito estudados devido a sua influéncia na
qualidade dos alimentos. Englobam uma gama enorme de substancias, entre elas os acidos
fenodlicos, os quais, pela sua constituicdo quimica, possuem propriedades antioxidantes
(Soares, 2002). Os extratos de plantas ricas em compostos fenélicos podem reduzir ou
prevenir doencas humanas dependendo das moléculas ativas e do tecido ou 6rgao alvo e sem

efeitos colaterais.[*"]

Conforme previamente descrito nas diferentes literatura para os géneros de Globuldria
descritos na Tabela 1, os resultados encontrados nesta investigacao estao de acordo com os
dados encontrados para espécies desse género (Tabela 14 em anexo). Constata-se na sua
maioria a presenca de acidos fendlicos e de compostos fendlicos. Este é o primeiro estudo

para a espécie globularia das ilhas de Cabo Verde.

Entre os compostos maioritarios na fracao Glo1:1_23 destacam-se o B-sitosterol (87,46%) na
fracao 12 e (83,88%) na fracao 11, handianol (cicloartenol) (75,84%) na fracao 7 e (32,29%)
na fracao 8, dihidrocalisterol (49,73%) na fracao 15, B-dihidrofucosterol(50,85%) na fracao
10, isoftol (38,31%) e ac. z,z-9,12-octadecadiendico (33,32%) na fracdo 13, entre outros

compostos em percentagem consideravel.

O B-sitosterol (Figura 23) € um fitoesterol estruturalmente relacionado com o colesterol,
demonstrou melhoria significativa na sinalizacao defeituosa do recetor de colecistoquinina
de tipo 1 (CCK1R) presente no colesterol alto, sem afetar a afinidade de ligacao

colecistoquinina. 3! E usado como suplemento para tratar a hipercolesterolemia, possui
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propriedades anti-inflamatorias e é responsavel pela atividades anti-cancro, nomeadamente

na diminuicao de incidéncia de cancro de prostata, colon e mama 7410731,

B-sitosterol

o H v )

Colesterol

0 -"

Figura 23: Estrutura do B-sitosterol e Colesterol.

3.3.1.2. Extrato de hexano (Parte acida esterificada)

Da fracdo da parte acida esterificada com diazometano foram identificados 25 compostos

(Tabela 10) por GC-MS. Toda a fracdo é na sua maioria caraterizada por esteres metilicos.

Da analise do cromatograma geral da fracdo Glob1:1_23 (figura 24), verifica-se 7 sinais de
maior intensidade para os tempos de retencao a 38:17, 42:50, 51:58, 55:49, 58:04 e 60:17

que correspondem aos compostos maioritarios na referida fracdo. O composto 9,12,15-

octadecatrienoato de metilo (17,25%) com TR igual 42:50 é maioritario na fracdo, seguida

de 9,12-octadecadienoato de metilo (16,39) com o TR igual 42:37.
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gLOBULARIA pARTE ACIDA HEXANAO *
MaxE3 SumE5
RI 21749 34089

55:49
38:17 60:17
42:50
58:04
51:58
63:14
33:06

27:05
RI33 it S e “—J\—U‘ A u‘“““Lu‘“T"*—‘LT
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Figura 24: Cromatograma parte acida do extrato de hexano.
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Tabela 9: Compostos identificados no extrato de hexano da parte neutra, Glob1:1_23.

10

11

12
13

14

15

16

30,1

10,3
20,5

110,9

134,3

149

152,1

39,9
59,5

29

51,5

27

2,95%

1,01%
2,01%

10,86%

13,15%

14,58%

14,89%

3,91%
5,82%

2,84%

5,04%

2,64%

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

RMN 1H e 13C e GC-MS

6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona (16,57%); 7-acil-6-etil-1,1,4,4-trametiltetralin; farnesilacetona;
hexadecanoato de metilo; totarol ; farnesilacetona isomero ; docosanoato de metilo ; 1-
DOCOSANOICO; esqualeno ; vitamina E: alfa-tocoferol;

isofitol (38,31%)

cetona artemisia; um hidrocarboneto; derivado de esqualeno; cicloartenol handianol (75,84%); 24-
metilencicloartenol;
1-octadecanol; fitol; 9E-eicoseno; um alcool; ciclotetracosano; um alcool; um alcool; lanosta-8-en-3B8-
ol; B-amirina; um triterpeno; handianol (32,29%); handianol (cicloartenol); 24-metilenecicloartenol;
1-octadecanol (25,28%); Outro alcool; fitol; alcool ou hidrocarboneto (25,91%); um alcool; 1-
octadecanol; 1-docosanol; ciclotetracosano ; isomero ; obtusifoliol; B-amirina ; handianol; 24-
metilencicloartanol ; citrostadienol ;
cetona artemisia; 1-octadecanol; acido (Z,Z)9,12-octadecadienoico ; um acido; hidrocarboneto ;
vitamina E, a-tocoferol ; tocoferol isomero ; ergost-5-en-38-ol ; obtusifoliol ; B-dihidrofucosterol
(50,85%); fucosterin ; 24-metilenelophenol; handianol ; citrostadienol ;
24B-metilcolesterol; trans-estigmasta-5,22-dien-3B8-ol ; B-sitosterol(83,88%) ; fucosterin; estigmat-4-
en-3-ona ;
dihidroactinidiolida; 248-metilcolesterol ; B-sitosterol (87,46%) ; isomero ;

6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona; acido hexadecandico; ac z,z-9,12-octadecadiendico(33,32%);
vitamina E; delta-5-ergostenol; B-dihidrofucosterol ; isomero ; Handianol ; 33-norgorgosta-5,24(28)-
dien-38-ol ; 9,19-ciclolanost-23-en-3,25-diol ;
um alceno; exahidrofarnesilacetona; acetato de farnesilo ; um lipideo ; um tocoferol ; B-
dihidrofucosterol(22,98%)
3,7,11,15-tetrametilhexadecanol; hexahidrofarnesilacetona ; um acido ; um acido ; mistura ; B-
dihidrofucosterol ; pode ser dihidrocalisterol (49,73%);

um alcool ; hexahidrofarnesilacetona ; um acido ; a-tocoferol (vitamina E) ; B-dihidrofucosterol ;
tremulona;
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Tabela 10: Compostos encontrados para o extrato de Hexano esterificada: parte acida da Globuldria

amygdofolia
Pico no 1 2,6-di(terbutil)-4-hidroxi-4-metil- 2,5-ciclohexadien-1-ona ; 0,1
Picono 2 2,6-di(terbutil)-4-metilfenol 1,1
Pico no 3 decanoato de metilo 0,7
Pico no 4 nonadioato de dimetilo 0,2
Pico no 5 tetradecanoato de metilo 3,0
Pico no 6 0,3
Picono 7
Pico no 8
Pico no 9 pentadecanoato de metilo 0,1
Pico no 10 9-hexadecenoato de metilo 0,2
Pico no 11 hexadecanoato de metilo 12,7
Picono 12 9Z-9-octadecenoato de emtilo 0,2
Pico no 13 15-metilhexadecanoato de metilo 0,4
Pico no 14 9,12-octadecadienoato de metilo 16,4
Pico no 15 9,12,15-octadecatrienoato de metilo 17,2
Picono 16 10-octadecenoato de metilo 0,6
Pico no 17 octadecanoato de metilo 3,3
Picono 18 11-eicosanoato de emtilo 0,1
Pico no 19
Pico no 20 eicosanoato de metilo 8,7
Pico no 21
Pico no 22
Pico no 23
Pico no 24 Heneicosanoato de metilo 0,6
Pico no 25 docosanoato de metilo 8,5
Pico no 26 tricosanoato de metilo 1,1
Pico no 27 tetracosanoato de emtilo 5,3
Pico no 28 pentacosanoato de emtilo 0,6
Pico no 29 hexacosanoato de metilo 10,6
Pico no 30 heptacosanoato de emtilo 0,4
Pico no 31 octacosanoato de metilo 4,7
Pico no 32 triacontanoato de metilo 1,0
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3.3.2. Extrato de acetona

Ao extrato de acetona foram feitas separacdes por solubilidade em hexano e cloroférmio,
obtendo-se a parte solivel em hexano, parte solivel em cloroférmio e parte insolivel.

Destas partes foram estudadas por cromatografia em coluna a parte soltvel em cloroférmio.

O extrato de acetona soluvel em cloroformio foi chamado de amostra Glob2: 1_21 fracionada
pela CC em 21 fracdes. Da analise efetuada as fragcdes obtidos por RMN de *C e de 'H
verifica-se a existéncia de semelhancas em todas as fracoes, e do estudo conclui-se que
todas as fracdes correspondem ao mesmo composto. Pelo espetro de massa de alta resolucao
determina a formula molecular para esse composto como C24H28011 € peso molecular de 492
(Figura 26).

O composto identificado é a Globularina um derivado do catalpol, estaria formado por um
iridoide e uma unidade de glucose (Figura 25). A globularina é o principal composto das
folhas de Globularia alypum (3,4%), e os resultados demostraram que o composto isolado
desempenha um papel importante na anti-hipercolesterolemia e anti-hipertrigliceridemia
propriedades de Globularia alypum e base cientifica para o uso desta planta em medicina

tradicional [9],

Figura 25: Globularina, o composto identificado em toda a fracdo Glob2:1_21
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Nas figuras 28 e 29 estao representados os espetros de RMN 'H e 3C para a globularina e nas
tabelas 11 e 12 estao descritas os seus carbonos e hidrogénios. Os dados de RMN de 'H e "3C
foram comparados com os dados da literatura, porem existe pouca discussao envolvendo as
atribuicoes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios das unidades de glicose e o trans-

cinamoilo.

No espetro de Infravermelho (Figura 27 efetuada a uma das fracdes da Glob2:20), a banda
de absorcao em 3347,00 cm-' esta relacionada com os grupos hidroxilo, com deformacao
axial, larga e carateristica de ligacdes de hidrogénios intermolecular. A volta de 3080 - 3100
cm' pode ser observada as ligacoes C-H de algum anel de benzeno. O sinal que aparece a
2919,61 cm™', caracteristico da deformacao axial das ligacoes C-H dos metilenos em
compostos alifaticos. As absorcées em 1698,33 cm™ corresponde a ligacdo C=0 de um grupo
éster e a absorcao em 1634,24 cm™ é correspondente as ligacoes duplas do anel de benzeno.
O sinal que aparece de 1050 cm™ a 1010 cm™ é o sinal caracteristico da deformacao axial

simétrica C-0O-C e o sinal a 1280,80 cm™ corresponde a sinal assimétrica de C-O-C.

Os dados de RMN 1H (400 MHz, Metanol-d4) e correlacao com os dados RMN-2D HSQC e HMBC,
indicam sinais tipicos de anel aromatico do grupo trans-cinamoilo em 817,60 ppm (H5”), &
7,40 ppm (H8”), alem dos sinais dos hidrogénios da posicdo o e B em &u 6,55 (H2“) e 7,70
ppm (H3“). A unidade de glicose com sinais caracteristicos nas posicoes entre 3,19 ppm e
4,75 ppm. Entretanto os sinais caracteristicos para os iridoides aparecem em 5,01 ppm e
6,31 ppm. Verifica-se que o composto apresenta 24 atomos de carbono, dos quais 4 atomos

de carbono terciario, 14 atomos de carbono secundario e 6 atomos de carbono de primario.

Comparando esses dados com os da literatura, a determinacao da estrutura é consistente
com a globularina um glicésido purgativo também comum aos congéneres Globularia
alypum , Globularia vulgaris , Globularia ardbica e Globuldria puntata.*'3¢138] De acordo
com outros estudos anteriores sobre a composicdo quimica das espécies de globularia, a
Globuldria a. w. de Cabo Verde é caraterizada por iridoides, e o presente estudo relata pela
primeira vez o isolamento e a identificacdo da Globularina nesta espécie. Este estudo
demostra a ocorréncia de iridoides como potenciais marcadores taxonémicos desses

compostos em espécies, familia e nivel de ordem Lamiales.
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Figura 26: Espetro de Massa do extrato de acetona soltvel em cloroférmio: Glob2:20.
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Figura 27: IV da fracao Glob 2:20, Globularina.
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Figura 29: Espectro de RMN de '*C (ampliada) da fragdo Glob2:20, Globularina.
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Tabela 12: sinais de RMN de '3C (ampliada) da fragdo Glob2:20, Globularina.

Posicao C S (ppm) Tipo de carbono
Iridoide
1 94,24 CH
3 140,45 CH
4 102,17 CH
5 37,63 CH
6 77,04 CH
7 61,64 CH
8 62,20 C
9 42,22 CH
10 63,13 CH2
Glucose
1 98,90 CH
2 73,43 CH
3 76,42 CH
4 70,07 CH
5° 77,04 CH
6 61,43 CH2
Trans-cinamoilo

14 134,31 C
2 128,69 CH
3« 127,96 CH
4« 130,22 CH
5% 127,99 CH
6 128,65 CH
7 167,05 C
8« 117,,22 CH
94 145,33 CH
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4. Conclusao

O conhecimento etnofarmacologico que varias culturas adquiriram desde a antiguidade
sobre o uso de plantas como medicamentos baseado em experiéncias e observacoes foram
cruciais para a pesquisa de produtos biomédicos e naturais. As plantas sempre
desempenharam um papel importante, por um lado, por serem aplicadas de forma direta a
medicina tradicional, nos cuidados de salde das populacdes, por outro, por servirem como
matéria-prima para a obtencao de compostos bioativos utilizados na indUstria farmacéutica.
Os produtos naturais proporcionam uma variedade de compostos bioativos de uma
diversidade quimica incomparavel responsaveis pelas acdes terapéuticas, embora muitas

vezes isso nao se prove cabalmente por causa de poucos estudos.

No caso deste estudo de investigacdo fitoquimica, e a partir das informacdes obtidas das
duas espécies de plantas endémicas de Cabo Verde, nomeadamente o Campylanthus glaber

Benth ssp glaber e a Globularia amygdalifolia Webb, podemos concluir que:

Os métodos usados na extracdo, fracionamento e purificacdo dos extratos bioativos bem
como as técnicas cromatograficas e espetroscopicas utilizadas permitiram a identificacao
de varias classes de compostos de interesse quimico e farmacolégico. O método de extracao
e a polaridade do solvente demonstraram influéncias no rendimento da extracdo, quanto
maior a polaridade, maior o rendimento. Esta relacao pode ser determinada pela natureza
dos metabolitos essenciais presentes nas espécies em estudo. O etanol, por ser uma
molécula anfipatica e extrair tanto substancias com carater apolar como polares, é o
solvente que mostrou maior eficiéncia de extracao para as duas espécies, pois extraiu todos
os componentes. Quanto aos extratos, observou-se que sao misturas complexas € merecem

estudos para avaliar de uma forma mais detalhada, a composicao quimica.

A partir das fracoes obtidas de cada cromatografia foi possivel identificar a maior parte dos
constituintes dos extratos através das técnicas espectroscopicas de IV, RMN de 'H e 3C de
e analise por GC-MS (bases de dados NIST mass spectral software) e também por comparacao
com os dados da literatura. Foram identificados nas folhas de Campylanthus glaber Benth
ssp glaber o Esqualeno, Hentriacontano, octadecanal, misturas de triacilglicerois, cetona
Artemisa, a-tecoferol (Vitamina E), esteres metilicos, hidrocarbonetos, triterpenoides,
fitoesterois , acidos fenolicos, acidos gordos e alcoois gordos de cadeia linear, além de
varios compostos com interesse quimico e biologico, sendo os compostos maioritarios, o
esqualeno no extrato de hexano e a cetona artemisa e o a-tecoferol (Vitamina E) nos

extratos de acetona.
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Para a espécie Globularia amygdalifolia Webb, foram identificados nos extratos de hexano
os compostos maioritarios: B-sitosterol, handianol (cicloartenol), dihidrocalisterol, B-di-
hidrofucosterol, e acido z,z-9,12-octadecadiendico, 9, 12, 15 octadecatrienoato de metilo,
e 9, 12 octadecadienoato de metilo. No extrato de acetona solivel em cloroférmio verificou-
se a existéncia de um Unico composto em toda a fracao, a globularina, um derivado do
catalpol formado por um iridoide e uma unidade de glucose, sendo o composto marcador

guimiotaxonémico nos principais géneros da globuldria.

Alguns dos constituintes presentes nas folhas de Campylanthus glaber e globuldria
amygdofolia podem justificar os efeitos terapéuticos na medicina popular, embora nesse
estudo nao tenham sido provadas as suas atividades biolégicas e farmacologicas. Sao
exemplos alguns dos principais triterpenos e compostos fendlicos identificados nesse
estudo, que de modo geral sugerem potencialidades para atividades microbianas,

antioxidantes, antiviral e de prevencao do cancro.

Esses dados contribuirao para a documentacao de informacoes relativas a dados fitoquimicos
de plantas de uso tradicional da medicina popular selecionadas da flora Cabo-verdiana, uma

vez que sao poucas ou raras as informacoes encontradas.

Este é a primeira contribuicao sobre os constituintes quimicos das duas espécies a partir de
estudos sobre os extratos de hexano e acetona para as duas espécies endémicas de Cabo
Verde. Sendo que para o Campylanthus glaber de origem Cabo-verdiana ja exista estudos
sobre os extratos de metanol e caracterizacao dos seus constituintes. Enquanto para a
Globuldria amygdofolia é o primeiro estudo aos extratos de hexano e acetona e sua

caracterizacao quimica.
Um dos objetivos alcancados foi a documentacéo de informacdes fitoquimicas destas plantas

medicinais Cabo-verdianas, usando abordagens quantitativas, que foi desde o inicio uma das

principais motivacdes pelo qual se desenvolveu esta investigacao.
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4.1. Recomendacgdes

O presente trabalho dissertativo das potencialidades farmacolégicas de plantas endémicas
/medicinais de Cabo Verde que nao se da por terminado, visto ser um tema abrangente e
atual, recomenda-se para um posterior estudo, uma vez que sao escassos 0s estudos
fitoquimicos. Com a perspetiva de desenvolver novas técnicas, unir diferentes centros de
pesquisa, os dados poderao auxiliar em projetos ligados ao meio ambiente e ao meio
académico, pois ainda ha muito que se conhecer sobre a taxonomia e marcadores bioldgicos

das espécies endémicas de Cabo Verde.

Para essas duas espécies serdo necessarios realizar estudos aos extratos de etanol e alargar
este estudo de caracterizacdo quimica a outras partes das plantas, nomeadamente o tronco
e as raizes, de modo a caraterizar e comparar os seus principais constituintes quimicos e
estudos de relacoes estrutura-atividade para identificar as caracteristicas estruturais
biologicamente importantes que expliquem seus efeitos terapéuticos na medicina
tradicional, bem como a realizacao de ensaios in vitro e in vivo em diversas linhas celulares
de cancro e de outras patologias, para determinar o seu potencial de utilizacao em novos

medicamentos.
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Tabela 13: Todos os compostos identificados nos extratos de Hexano e Acetona nas folhas de Campylanthus glaber

(3 B,22E)-estigmasta-5,22- dien-3-ol;
A>-ergostenol ;
(Z,Z)-9,12-octgadecadienoato de metilo
1-monolinolenina ;
1-tetradeceno ;
1,3-isobenzofurandiona;
1,4-naftalenediona;
1,4-naftilquinona ;
10, 11-dihidro-2-cis-6trans-farnesol;
10, 14-trimetil-2-pentadecanona;
11-butildocosano ;
11-eicosenoato de metilo
13-docosenoato de metilo
14-metilhexadecanoato de metilo;
14-metilpentadecanoato de metilo;
17-nonadecenal ;
2-nonadeceno;
2-pentadecanona;
2,4-dihidroxiacetofenona ;
2,4-hidroxibenzoato de metilo;
2,6-diterbutil-4-hidroxi-4-metil- 2,5-
ciclohexadien-1-ona;
24beta-etilcolesterol;
24beta-metilcolesterol

25-epiaplysteril acetato;
5-octadeceno;

5-octadecenoato de metilo;
5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-

6,10, 14-trimetil-2-pentadecanona ;
7,10-octadecadienoato de metilo;
8-octadecenoato de metilo
8,8-difenil-heptadecano;
9-eicoseno;

9-hexadecenoato de metilo
9-octadecenoato de metilo
9-octadecenoil glicerol

9-tricoseno ;
9,10-epoxioctadecanoato de metilo
9,12-octadecadienoato de metilo;
9,12-octadecadienoato;

Ac. (Z,Z)-9,12-octadecadiendico;
Ac. 4-hidroxifenillactico;

Ac. o-metilbenzoato ftalico ;
accido 9-octadecendico;

accido Hexadecanoico;

accido tetradecanoéico ;

acetato de aplysterilo

acetato de docosanol;

acetato de epiaplysterilo;

acetato de estigmasta-5,22-dien-38-ol;

acetovanillona

aci p-metilbenzoilformico;
acido vanilico;

azuleno;

cetona artemisia
ciclotetracosano;
colesterol;

derivado do colesterol;
derivado do olean-12-eno
di-(9-octadecenoil)-glicerol;
di-isobutil ftalato;
diacetato de glicerol-1-oleato;
Difenilmetanona;
Dihidroactinidiolida;
dipalmitina;

docosano;

docosanoato de metilo
dodecoseno;
dotriacontano;
E-2-decenal ;

eicosanal;

eicosanoato de metilo
ergost-5-en-3B8-ol;
esqualeno ;
estigmas-5-en-38-ol
ftalato de bis(2-etilhexilo);
ftalato de di-butilo ;
ftalatos de alquilos;
geranilacetona;
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(Continuacao Tabela 13)

hexacosanoato de metilo;
hexadecanoato de metilo
hexahidrofarnesilacetona;
hexanoato de metilo;
Hexatriacontano;
hidroxibenzoato de fenilo;
lactona; um aldeido;
linoleato de butilo ;
linoleina (2-monoB);
naftaleno,

neofitadieno ;
neofitadieno isémer;
nonacosano;

nonacosano;
nonanodioato de dimetilo

Estudos das Potencialidades farmacoldgicas de plantas endémicas /medicinais de Cabo Verde:

octacosano;

octacosanoato de metilo;
octadecanal
octadecanoato de metilo
octanoato de metilo;
pentadecanoato de metilo;
pentatriacontano;
propiovanillona;

solanesol;

tetracosanoato de metilo
tetradecanoato de metilo
tetratriacontano;
tocoferol isomero;
trans-estigmast-5,22-dien-38-ol;
triacontano ;

tricosano

Campylanthus glaber benth ssp glaber e da Globularia amygdalifolia webb

glicerol 1-monooleato;
Heneicosano;
Hentriacontano;
heptacosano;
tricosanoato de metilo
tritetracontano;
vanilina;

viminalol

vinilbenzil alcool ;
vitamina E (a-tocoferol).
a-amirina ;

B-amirina ;
B-dihidrofucosterol;
B-metil-y-undecalactona;
B-monolinoleina ;
y-tocoferol ;
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Tabela 14: Todos os compostos identificados nos extratos de Hexano e Acetona nas folhas de Globularia a.w.

1-docosanol ; 9Z-9-octadecenoato de emtilo fucosterin ;

1-octadecanol ;

10-octadecenoato de metilo
11-eicosanoato de emtilo
15-metilhexadecanoato de metilo
2,6-di(terbutil)-4-hidroxi-4-metil- 2,5-
ciclohexadien-1-ona ;
2,6-di(terbutil)-4-metilfenol
24-metilencicloartanol ;
24-metilenelophenol;
24B8-metilcolesterol ;
3,7,11,15-tetrametilhexadecanol ;
33-norgorgosta-5,24(28)-dien-38-ol ;
6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona ;
7-acil-6-etil-1,1,4,4- trametiltetralin;
9-hexadecenoato de metilo
9,12-octadecadienoato de metilo
9,12,15-octadecatrienoato de metilo
9,19-ciclolanost-23-en-3,25-diol ;
9E-eicoseno ;

acetato de farnesilo;

acido (Z,Z)9,12-octadecadienoico ;

acido hexadecanéico;

alcool ou hidrocarboneto ;

cetona artemisia;
cicloartenol handianol ;
ciclotetracosano ;
citrostadienol ;
decanoato de metilo
delta-5-ergostenol;
derivado de esqualeno ;
dihidroactinidiolida ;
dihidrocalisterol
docosanoato de metilo ;
eicosanoato de metilo
ergost-5-en-3B8-ol ;
esqualeno ;
estigmat-4-en-3-ona ;
exahidrofarnesilacetona;
farnesilacetona ;
farnesilacetona isomero ;
fitol ;

handianol (cicloartenol) ;
Heneicosanoato de metilo
heptacosanoato de emtilo
hexacosanoato de metilo
hexadecanoato de metilo

hexahidrofarnesilacetona ;

isofitol
lanosta-8-en-38-ol ;
nonadioato de dimetilo
obtusifoliol ;
octacosanoato de metilo
octadecanoato de metilo
pentacosanoato de emtilo
pentadecanoato de metilo
tetracosanoato de emtilo
tetradecanoato de metilo
totarol ;

trans-estigmasta-5,22-dien-38-ol ;

tremulona;
triacontanoato de metilo
tricosanoato de metilo
ucosterin;

vitamina E (a-tocoferol) ;
B-amirina ;
B-dihidrofucosterol ;
B-sitosterol ;
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