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Resumo

Calycobolus heudelotii (Baker ex Oliv.) Heine é uma liana pertencente a familia
Convolvulaceae, com utilizagdo na medicina tradicional da Guiné-Bissau e outros

paises africanos.

Na Guiné-Bissau, o caule da liana é utilizado sob a forma de decocto, no tratamento de

inflamagdes, alergias cutaneas e na desinfeccao de feridas.

Neste trabalho apresentam-se os resultados de um estudo morfologico, quimico,
bioldgico e toxicoldgico efectuado de forma a contribuir para o melhor conhecimento
desta planta medicinal africana.

A metodologia utilizada integrou a analise macroscopica e microscépica do caule de
C. heudelotii, a avaliagdo da toxicidade aguda e a determinacdo da actividade
antimicrobiana in vitro do seu extracto metanodlico, assim como o rastreio dos
principais constituintes quimicos presentes neste extracto e sua actividade

antioxidante.

Os estudos botanicos permitiram caracterizar a estrutura andémala desta liana,
apresentando-se pormenorizadamente todos 0s caracteres necessarios para a sua

identificacdo.

Os estudos fitoquimicos incluiram a caracterizagdo do extracto por LC/UV/ES-MS
com 0 consequente conhecimento do seu perfil quimico. ldentificaram-se como

constituintes maioritarios: terpenos, acidos fenolicos, linhanos e taninos galhicos.

Identificaram-se dois dos compostos fendlicos maioritarios (acido 3-cafeoilquinico e

acido 4,5-dicafeoilquinico), e o triterpeno B-sitosterol.

O extracto estudado mostrou ser activo contra estirpes de referéncia de Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Micrococcus luteus e Pseudomonas
aeruginosa, e ser inactivo contra Staphylococcus aureus, no intervalo de
concentracOes testado. Este extracto mostrou também possuir actividade antioxidante

relaciondvel com os compostos fenolicos maioritarios identificados.

Os resultados da avaliacdo da toxicidade aguda em murganho mostraram nao ser, este

extracto, toxico a concentracdo maxima de 1500 mg/Kg.
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Abstract

Calycobolus heudelotii (Baker ex Oliv.) Heine is a liana belonging to the
Convolvulaceae family used in Guinea-Bissau and other African countries’ traditional

medicine.

In Guinea-Bissau, the stem of the liana is used as decoction in the treatment of skin

allergies, inflammations and infected wounds.

This paper presents the results of morphological, chemical, biological and
toxicological studies, in order to contribute to a better understanding of this African

medicinal plant.

The methodology incorporated the macroscopic and microscopic analysis of stems of
C. heudelotii, the evaluation of acute toxicity and antimicrobial activity determination
of the methanolic extract, as well as the screening of the main chemical constituents

and its antioxidant activity.

The botanical studies allowed characterizing the structure of this anomalous liana,

showing in detail all the characters needed for its identification.

The phytochemical studies included the characterization of the extract by LC/UV/ES-
MS with the resulting knowledge of its chemical screening. We have characterized as

major constituents: terpenes, phenolic acids, lignans and gallic tannins.

We have identified two of the majority phenolic compounds (3-caffeoylquinic acid
and 4,5-dicaffeoylquinic acid), and the triterpene B-sitosterol.

The extract proved activity against reference strains of Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Micrococcus
luteus but was inactive against Staphylococcus aureus, in the range of tested
concentrations. This extract has also shown to possess antioxidant activity, relatable to

the main phenolic compounds identified.

The results of the evaluation of acute toxicity in mice proved that, this extract, is

nontoxic at maximum concentration of 1500 mg/Kg.
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Objectivos

O trabalho de investigacdo subjacente a esta tese teve como principal objectivo
contribuir para o estudo e validacdo da utilizacdo da liana Calycobolus heudelotii na
medicina tradicional da Guiné-Bissau assim como estabelecer critérios de qualidade que

permitam a utilizacéo desta planta medicinal como droga vegetal.

Este trabalho além de relevante é inovador pois tanto quanto é do nosso conhecimento,
sobre esta espécie ndo existiam estudos anteriores respeitantes aos diferentes aspectos
estudados, e na pesquisa bibliografica efectuada apenas se encontrou uma referéncia a

composi¢do quimica de uma espécie do género Calycobolus (Siani et al., s/d).

O presente trabalho inclui os resultados do estudo boténico, quimico, de actividade
bioldgica e toxicoldgica efectuado com os caules de C. heudelotii e esta organizado em

quatro partes fundamentais:

1. Na primeira parte faz-se uma breve introducdo ao tema em estudo e apresentam-
se 0s dados botanicos, quimicos e bioldgicos relativos a espécie em estudo assim
como as principais caracteristicas do género botanico e familia a que esta
pertence.

2. Na segunda parte sdo apresentados os materiais e métodos utilizados no presente
estudo assim como as equipas envolvidas.

3. Na terceira parte apresentam-se e discutem-se o0s resultados dos estudos
morfoldgicos, quimicos, de actividade bioldgica e toxicoldgicos realizados.

— O estudo morfoldgico teve como objectivo caracterizar detalhadamente a
estrutura anatomica do caule da liana C. heudelotii e incluiu a observacéo
das caracteristicas macroscopicas (a olho nu e a lupa) e microscopicas
(ao microscopio dptico e electrénico) do lenho da liana fragmentado.

— Tendo em conta a diversidade quimica existente na familia
Convolvulaceae, no estudo quimico procurou-se conhecer o perfil
quimico dos constituintes maioritarios da fraccdo metandlica de um
extracto do caule de C. heudelotii. Depois de identificadas as principais
classes destes compostos, procurou-se caracteriza-los e relaciona-los com
o0 uso tradicional da planta. Para esta caracterizagao recorreu-se a técnicas
de TLC, LC/UV e LC/UV/ES-MS.



— Nos estudos de actividade biolégica avaliou-se a actividade
antimicrobiana in vitro, da fracgdo metanolica de um extracto do caule de
C. heudelotii, assim como a sua actividade antioxidante por
bioautografia. Efectuou-se ainda a avaliacdo da sua toxicidade aguda.
4. Na quarta parte sdo apresentadas as consideragGes finais sobre os diferentes
resultados obtidos e perspectivas para linhas de continuagdo do trabalho.



Introducao

Desde tempos remotos Homem e animais recorrem as propriedades medicinais de
algumas plantas. Os primeiros vestigios desta utilizacdo remetem para a sepultura de um
homem-de-neandertal (Homo neanderthalensis), 60.000 anos atras, onde se encontrou

polen e fragmentos de flores de diferentes plantas medicinais (Hart, 2005).

Em 5000 A.C. plantas como a mandragora e a efedra eram ja referidas nas farmacopeias

egipcia e mesopotamica (Gonzalez, 2001).

Ao longo dos séculos estes conhecimentos foram sendo transmitidos e desenvolvidos
por varias civilizagdes, persistindo até aos nossos dias. Estas praticas terapéuticas
baseadas em conhecimentos ancestrais constituem a medicina tradicional, na qual as
plantas medicinais s&o uma componente fundamental apesar de variagcdes consoante as

culturas ou hierarquias sociais dos diferentes paises.

Apos a revolugdo industrial, na segunda metade do século XIX, com o desenvolvimento
da quimica analitica e o sucesso dos primeiros medicamentos de sintese, 0s derivados
vegetais perderam importancia na terapéutica, passando para segundo plano (Espirito-
Santo, 1991).

Por vérias razdes, nas ultimas décadas tem-se vindo a observar um crescente interesse
nos paises desenvolvidos pelo uso de plantas e seus derivados na terapéutica,

constituindo, em certos casos, uma grande ajuda nos cuidados primarios de saude.

Uma das principais fontes de espécies medicinais é a floresta tropical, ecossistema rico
em diversidade por exceléncia. Um em cada quatro medicamentos deve a sua origem a
materiais de espécies vegetais. Uma grande parte destas espécies encontra-se em

florestas, nomeadamente as florestas tropicais (Gurib-Fakim, 2006).

A crescente procura de plantas medicinais e aromaticas por parte dos paises

industrializados tem-se traduzido numa colheita indiscriminada da flora espontanea dos



paises em desenvolvimento, donde estas plantas sdo maioritariamente importadas,
principalmente do continente africano, caracteristico por possuir uma flora de

excepcional riqueza (Schippmann et al., 2002).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da populagdo mundial
vive em paises menos desenvolvidos onde depende quase em exclusivo da medicina

tradicional para os seus cuidados de saude primarios (WHO, 1993).

A medicina tradicional africana é uma das mais antigas e das mais variadas. Africa é
considerada o berco da humanidade. Apresenta uma grande diversidade bioldgica e
cultural e diferengas marcantes entre diferentes regides do continente no que concerne

as praticas terapéuticas (Gurib-Fakim, 2006).

Em Africa, o recurso as plantas medicinais é bastante comum nas areas rurais onde
medicamentos de sintese ndo estdo disponiveis ou sdo demasiado caros e existe
dificuldade no acesso a hospitais ou clinicas. Esta dificuldade de acesso aos servi¢os de
salide da medicina ocidental também se verifica nos grandes centros urbanos onde os
hospitais ndo sdo acessiveis a maioria da populacdo, o seu pessoal médico tem pouca
formacéo e estd pouco motivado, os pacientes ndo costumam ser informados do que
padecem e os tratamentos ndo tém em conta a sua cultura e religido, o que leva a que a
maioria da populacdo recorra em primeiro lugar & medicina tradicional (Elujoba et al.,
2005; Adamu et al., 2005).

Os praticantes da medicina tradicional e os medicamentos tradicionais a base de plantas
desempenham assim um papel fundamental na satde destes povos, sendo muitas vezes,

0 Unico meio acessivel a grande parte da populacdo (Hostettmann et al., 2000).

O conhecimento destes métodos terapéuticos é no entanto reservado a membros
influentes da sociedade sendo transmitido por tradicdo oral, de geracdo em geracdo, ndo
existindo ainda, na maior parte dos casos, qualquer documentacdo escrita disponivel
(lwu, 1993).

Esta necessidade de recurso as plantas medicinais por parte dos paises em
desenvolvimento e o crescente interesse pelos paises industrializados conferem grande
importancia ao estudo destas plantas, para validacdo da sua utilizacdo tradicional, de
forma a garantir ndo s6 a sua eficicia e seguranca mas também a permitir o

desenvolvimento de formulas farmacéuticas passiveis de utilizacdo na terapéutica.



Este levantamento e registo das plantas medicinais africanas e seu uso tradicional tem
vindo ja a ser compilado por varios autores em artigos cientificos (e.g. Inngjerdingen et
al., 2004; Adamu et al., 2005), livros (e.g. Oliver-Bever, 1986; Iwu, 1993; Gomes et al.,

2003) e farmacopeias (e.g. Farmacopeia Senegalense Tradicional publicada em 1974).

A compilacdo destas informacfes € essencial para o isolamento e estudo de novos
produtos dotados de actividade biologica. Com efeito, a grande maioria das actividades
farmacologicas dos medicamentos que actualmente se usam no mundo ocidental foram

descobertas apds os usos etnomedicinais das plantas serem investigados (WHO, 2003).

Para o isolamento dos compostos activos sdo usados métodos de rastreio bioldgico e
fraccionamento bioguiado dos extractos das plantas para localizar as actividades
bioldgicas desejadas. Os produtos isolados podem vir a constituir novos principios
activos de medicamentos, compostos de partida para a hemi-sintese de novos compostos
activos ou ainda actuar como modelos para a obtencdo de novas moléculas por

engenharia molecular (Hostettmann et al., 1996).

A caracterizacdo botanica, quimica e farmacoldgica de cada extracto passivel de ser
utilizado sob diferentes formas farmacéuticas é fundamental para garantir a validade da
utilizacdo tradicional da planta. Esta validagdo implica uma colaboragédo
multidisciplinar entre diferentes areas tais como boténica, farmacognosia, farmacologia,

microbiologia, virologia e toxicologia, entre outras (Hostettmann et al., 1996).

1.1. Aspectos Botanicos

As lianas sdo importantes componentes das florestas, especialmente nos trépicos, onde
constituem normalmente mais de 25% da diversidade botanica. De grande importancia
ecologica, tém um papel significativo na dindmica das comunidades florestais.
Representam em média 21% das espécies de plantas utilizadas como alimento pelos
primatas tropicais (Rezende & Ranga, 2005). As lianas interferem directamente com o
desenvolvimento das arvores uma vez que as usam como suporte directo sendo deste
modo determinantes na sua diversidade e abundancia (Addo-Fordjour et al., 2009a).
Verifica-se que tendem a reduzir a taxa de crescimento das arvores, producao de folhas

e reproducéo sexual (Addo-Fordjour et al., 2009b).



Aproximadamente metade das familias de plantas vasculares possui espécies de lianas
(Rezende & Ranga, 2005).

Apesar da sua importancia ecologica, até finais da década de 1980, o estudo e o
conhecimento da ecologia das lianas era pouco explorado, devido a dificuldade de se
trabalhar em florestas densas e pela elevada altitude em que se encontram, nas copas das
arvores (Rezende & Ranga, 2005).

As lianas apresentam uma particularidade na sua estrutura anatomica. E muito comum o
seu caule apresentar um crescimento secundario anémalo. O xilema, originalmente
regular, tende a dividir-se em varias unidades que podem apresentar diferentes aspectos,
resultantes da diferente proliferacdo do parénquima vascular. O floema tende a estender-
se entre estas unidades de xilema. (Bowes, 1997). Este tipo de massa xilematica
dividida presente em algumas espécies é uma caracteristica fundamental, ocorrendo em
certos grupos taxondmicos e por isso 0 seu estudo revela-se fundamental para a

identificacdo taxondmica.

Esta caracteristica de variacdes cambiais em determinadas espécies de lianas torna
possivel 0 seu aproveitamento para artesanato, nomeadamente para adornar colares,

brincos, caixas, molduras, etc. (Aradjo & Costa, 2007).

O lenho das lianas, tal como acontece em todas as angiospérmicas, é constituido por
elementos traqueais para conducdo de agua, fibras de sustentacdo e células
parenquimatosas cuja fungdo & o armazenamento e translocacdo de substancias

ergasticas (Esau, 1974).

Os elementos traqueais consistem nos elementos de vaso e traqueidos. Os elementos de
vaso, encontram-se unidos ponta a ponta formando os vasos lenhosos, que podem
atingir varios metros de comprimento. Este sistema de organizacao permite um eficiente
percurso para o transporte de agua (Taiz & Zeiger, 2006). Na zona de comunicagdo
entre os elementos de vasos a parede encontra-se perfurada. Esta zona designa-se placa

de perfuracédo e pode ser simples ou multiperfurada (Esau, 1974).

As paredes dos elementos de vaso também sdo perfuradas. Estes poros, designados

normalmente por pontuacdes podem ser alternados ou opostos (Esau, 1974).

Os vasos podem ter diferentes calibres e a presenca de uma grande diversidade de

tamanhos apresenta vantagens e por isso € muito comum nas lianas (Carlquist, 1985).



Vasos de grande calibre possibilitam um maior fluxo de agua pois a taxa de condugéo
de um elemento condutor é directamente proporcional a quarta poténcia do seu raio
(Carlquist, 1985). No entanto, estes vasos de maior calibre sdo mais susceptiveis ao
embolismo e menos capazes de reparacdo quando comparados com os de menor calibre
e traqueidos (Carlquist, 1985; Ewers et al., 1997).

A presenca de vasos de menor calibre confere seguranca ao sistema vascular pois
permite que a conducdo de dgua continue mesmo que 0s vasos de maior calibre sofram
embolismo (Aradjo & Costa, 2007).

A presenca de vasos de diferentes diametros combina a eficiéncia dos vasos largos com

a seguranca dos vasos estreitos.

Os traqueidos podem-se encontrar dispersos pelo lenho ou adjacentes aos vasos. A
presenca de traqueidos em torno dos vasos xilematicos confere uma maior seguranga na
conducdo uma vez que estes elementos s&o menos vulneraveis ao embolismo devido ao
seu pequeno calibre. De acordo com Carlquist (1985), os traqueidos vasicéntricos
oferecem um sistema condutor subsidiario ideal em caso de embolismo de vasos em

dicotileddéneas lenhosas.

O tecido parénquimatoso também pode ter funcdes de regeneracdo compensando a
perda de tecido condutor por lesdo. Esta funcdo, apesar de possivel parece menos
importante uma vez que a evolucdo tende a favorecer a prevencdo em relacdo a
recuperacdo do dano. Sendo o xilema de natureza vulneravel a embolismos, se fosse
seriamente danificado, o hidrossistema falharia pelo que a regeneragéo dos tecidos teria

pouco proveito (Carlquist, 1985).

O floema secundario das lianas tem sido ainda menos estudado do que o lenho pelo que
nada se sabe sobre a origem, evolucdo e diversificacdo das suas caracteristicas

anatémicas (Pace, 2009).
Outro tecido importante na caracteriza¢do anatomica de um caule é o felogénio.

O felogénio é o meristema lateral que origina a periderme. A periderme € um tecido
secundario protector que substitui a epiderme (tecido primario) no caule e raizes de
plantas que apresentam crescimento secundario em espessura. Este tecido secundario é
caracteristico das plantas lenhosas. Tal como acontece com o cambio vascular, em
cones transversais o felogénio apresenta-se dentro de uma faixa estratificada, continua

na circunferéncia do caule (Ferri, 1999).



O estudo das diferentes células de esclerénquima que possam surgir no caule é também
um factor importante para a sua caracterizacdo. Estas células, que podem apresentar
diferentes formas e tamanhos caracterizam-se por serem células mortas, com uma
parede muito espessa. Esta parede secundaria, caracteristica destas células é constituida
por celulose, hemicelulose, substancias pépticas e 18-35% de lenhina (Gropper et al.,
2008).

A lenhina é formada pela polimerizagédo de varios alcoois tais como o p-coumaril, trans-
coniferil e trans-sinaptil. Esta polimerizacdo permite a formagdo de uma rede
tridimensional em torno das microfibrilnas de celulose. S&o estabelecidas ligacOes
covalentes o que confere uma grande rigidez a parede. Sendo inerte, a lenhina confere
um revestimento estavel a célula, protegendo-a de ataques quimicos, fisicos e bioldgicos
(Gropper et al., 2008). Séo estas caracteristicas da lenhina que conferem a este tecido as

funcOes de sustentacdo e proteccao.

As células parenquimatosas sdo células vivas e como tal no seu interior contém
substancias ergasticas. Estas substancias ndo séo mais do que produtos do metabolismo
celular, podendo ser material de reserva ou produtos resultantes do metabolismo da
célula. As mais conhecidas sdo o amido, celulose, lipidos, cristais de oxalato de calcio
(drusas, rafides, etc.), cristais de carbonato de calcio (cistélitos) e de silica (estruturas
rectangulares, conicas, etc.) mas também podem ser substancias fenolicas, resinas,
gomas e alcaloides, sendo as mais comuns os cristais de oxalato de célcio e o amido
(Silva, 2006).

Os cristais de oxalato de célcio no caule formam-se, segundo alguns autores, como um
mecanismo de regulacdo do célcio, devido a auséncia de um sistema excretor
especializado. Para outros a funcdo dos cristais de oxalato de célcio esta relacionada
com o equilibrio iénico da planta e suporte estrutural (Kikuchi et al., 2007; Navarro et
al., 2007).

Sabe-se ainda que estes cristais também desempenham fungdes de proteccdo contra
herbivoros ja que varios estudos demonstraram que a ingestdo de plantas ricas em
cristais de oxalato de calcio pode causar toxicidade aguda e até mesmo a morte. No
entanto, para alguns autores esta toxicidade € um efeito secundario resultante da

acumulagdo de cristais para balanco ionico (Khan, 1995).



Estes cristais também se podem localizar na regido do lenho. Para alguns autores, nestes
casos, devido a sua localizacao, estes cristais estardo envolvidos no transporte de célcio
através do xilema (Prychid & Rudall, 1999).

De acordo com Meyer et al. (1965) e Costa (1994), os grdos de amido embora possam
variar em tamanho e numero, apresentam forma praticamente constante numa

determinada espécie, sendo por isso importantes para a identificacdo da mesma.

Por vezes, as células parenquimatosas podem atravessar as paredes dos vasos, através
das suas pontuacOes, dando origem a tiloses. Estes vasos passam deste modo a
desempenhar func¢Bes de armazenamento. Para além desta funcao, as tiloses apresentam
uma importante funcdo de proteccdo. Estas células de parénquima sé se expandem
através das cavidades das pontuacdes para o interior do limen dos vasos quando estes
se tornam inactivos. Os vasos como apresentam um elevado calibre, quando ficam
inactivos sdo convidativos ao desenvolvimento de fungos no seu interior. Assim, um
mecanismo que os possa fechar torna-se vantajoso. Deste modo, as células das tiloses
desenvolvem numerosas alteracdes metabodlicas e produzem grandes quantidades de
compostos fenolicos, linhina e outras substancias aromaticas que inibem o crescimento

de fungos e bactérias (Mauseth, 2008).

A descricdo anatémica do caule das lianas € por isso de fundamental importancia para a
identificacdo do material vegetal, particularmente nos casos em que ndo se dispde das

suas partes reprodutivas (flores, frutos e/ou sementes).

Esta caracterizagcdo pode permitir ndo s6 a garantia da autenticidade de um farmaco
quando se trata de plantas medicinais mas também a fiscalizacdo e conservacdo desses

recursos que podem ter diversas utilidades para a populacao.



1.1.1 Familia Convolvulaceae

Segundo o sistema desenvolvido por Cronquist para a classificacdo das plantas com

flor, a posicéo sistematica desta familia é: (USDA, 2009)

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivisdo: Spermatophyta
Diviséo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Asteridae
Ordem:  Solanales

Familia: Convolvulaceae

Recentemente numerosos taxonomistas tém-se debrucado sobre a posicdo relativa das
diversas ordens e, com base em estudos cladisticos suportados pela analise de seis
regides de DNA, o “The Angiosperm Phylogeny Group” coloca a ordem Solanales,
conjuntamente com nove outras ordens préximas, na superordem Asterids, considerada
como fortemente monofilética (APG, 1998; APG I1, 2003).

A familia Convolvulaceae é constituida por ervas ou arbustos ou, raramente, pequenas
arvores ou lianas, com pélos glandulares ou ndo, simples, 2-ramosos ou estrelados.
Folhas alternas sem estipulas, geralmente simples, inteiras ou dentadas ou lobadas.
Flores frequentemente grandes e vistosas, axilares ou terminais, solitarias ou agrupadas
em inflorescéncias variadas, em regra bissexuadas, raramente unissexuadas. Calice de 5
sépalas imbricadas, iguais ou diferentes, frequentemente acrescentes no fruto. Corola
geralmente afunilada ou assalveada, inteira ou 4-5-lobada, os lobos valvados ou
contorcidos. Estames inseridos no tubo da corola e em namero igual ao dos lobos,
frequentemente desiguais; anteras deiscentes por fendas longitudinais. Ovario supero,
inteiro ou 2-4-lobado, geralmente 2-carpelar e 4-locular, com 2 Ovulos erectos por
carpelo, raramente mais. Fruto geralmente uma capsula deiscente, raramente um fruto
carnudo indeiscente. Sementes em regra 1-4, muito raramente 6 ou 10, com endosperma
duro frequentemente cartilagineo; embrido grande, direito ou curvo, com 2 cotilédones
plicados (Hutchinson & Dalziel, 1931; Verdcourt, 1963).
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As Convolvulaceae constituem uma familia com uma distribuicdo quase cosmopolita
mas 0s seus representantes sao principalmente plantas tropicais, sendo muitos géneros
endémicos de regides tropicais dos diferentes continentes. Esta familia engloba mais de
1600 espécies agrupadas em 55-60 generos (Stefanovic et al., 2003), exibindo uma
grande diversidade de caracteristicas morfoldgicas. Existem registos de microfosseis
atribuidos a esta familia com mais de 40 milhGes de anos. Apesar da familia ser melhor
conhecida nas regides temperadas, pelos seus representantes herbaceos, muitas espécies
tropicais séo valiosas pela sua utilizacdo medicinal, ornamental e alimentar (Stefanovic
et al., 2002).

Segundo Austin, referido por Stefanovic et al. (2003), a familia é dividida em nove

tribos.

1.1.2 Género Calycobolus Willd. ex Roem. & Schult.

O género Calycobolus pertence a tribo Dichondreae. E constituido por lianas com
indumento de pélos simples ou em forma de T. Folhas alternas, pecioladas, simples,
inteiras, cartaceas ou coriaceas, pubescentes ou glabras, com nervacdo penada.
Inflorescéncias axilares ou terminais em ramos laterais, umbeliformes ou tirsiformes.
Flores pequenas a medianas, frequentemente odoriferas; calice de 5 sépalas desiguais,
as 2 externas frequentemente maiores que as restantes, ovadas, cordiformes ou
largamente reniformes, encostadas uma a outra, as 3 internas geralmente menores,
envolvendo a base da corola, ovadas ou elipticas, por vezes as 5 sépalas de idéntico
comprimento mas formas diferentes; corola afunilada, branca; estames ligeiramente
desiguais; estiletes 2. Fruto indeiscente, oculto no calice acrescente e cartaceo (Lejoly &
Lisowski, 1985).

O género compreende cerca de 25 espécies em Africa e 3 na América do Sul, em
regides quentes e himidas. E o tnico género da familia que esta confinado aos trépicos
da América e Africa. Apesar de conhecido ha mais de dois séculos, existem ainda
poucas coleccdes de Calycobolus disponiveis nos herbarios de todo o mundo (Staples &
Austin, 2009).

Uma breve histéria das vicissitudes do nome Calycobolus foi publicada por Heine

(1963). Segundo este autor, J.D. Choisy, no artigo “Note sur le genre Prevostea”
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publicado em “Annales des Sciences Naturelles. Paris”, vol. 4: 496 (1825), criou 0 novo
nome genérico Prevostea nas Convolvulaceae para substituicdo de Dufourea Kunt,
publicado em 1818 por Kunt, nome que tinha ja sido publicado em 1810 para um
género de Liquens. Na sinonimia de Prevostea Choisy citou outro nome genérico,
“Calycobolus Willd., mss” e, passando a enumerar as espécies, referiu Calycobolus
pulchellus Willd. mss. na sinonimia de Prevostea glabra (Kunt) Choisy e Calycobolus
emarginatus Willd. mss. como sin6nimo de Prevostea sericea (Kunt) Choisy. No
entanto, 0 nome genérico Calycobolus, manuscrito em herbario por Willdenow (mss),
tinha sido validamente publicado por Roemer & Schultes em 1819 (Systema
Vegetabilium, 5: 11). Contudo, talvez pelo facto de Roemer & Schultes usarem sempre
as iniciais MS associadas ao nome Calycobolus quando lhe fazem referéncia, este
continuou a ser rejeitado em favor de Prevostea. S6 em 1907 é que H.D. House tera
verificado que o nome Calycobolus tinha prioridade de publicacdo sobre Prevostea e,
como tal, devia ser utilizado. House fez as combinagfes necessarias dos nomes das
espécies anteriormente sob o género Prevostea, as conhecidas do continente americano,
agora sob o nome Calycobolus. No entanto, estas alteracbes foram ignoradas pelos
boténicos da flora africana e, sé aquando do estudo da familia Convolvulaceae para
publicacdo da edicdo revista da Flora of West Tropical Africa, Heine fez as

combinag6es dos nomes das espécies africanas sob o género Calycobolus.

Heine (1963) verificou haver um numero exagerado de nomes para as espécies
existentes em Africa e reduziu numerosos deles a sinonimos das 19 espécies de
Calycobolus que reconheceu ao nivel do continente africano. Entre estas, Calycobolus

heudelotii (Baker ex Oliv.) Heine.

O género tem sido geralmente considerado como monofilético, com distribuicdo de
ambos os lados do Oceano Atlantico. Staples & Austin (2009) em recente artigo,
fizeram a revisdo das espécies americanas e verificaram a consisténcia de caracteres nas
25 espécies africanas actualmente consideradas e nas 3 espécies sul-americanas
reconhecidas, apontando para o seu provavel monofiletismo. Com base no estudo dos
caracteres morfologicos e nos dados de biologia molecular da espécie sul-americana
Calycobolus glaber (Kunt) House e da espécie mexicana Calycobolus nutans (Mog. &
Sessé ex Choisy) D.F. Austin, Gnicas até ao momento sujeitas a este tipo de estudos, 0s
autores verificaram a impossibilidade de estas pertencerem ao mesmo grupo filético e

transferiram a espécie mexicana para o género Porana.
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Existem duvidas quanto a etimologia do género Calycobolus. Para alguns autores,
Willdenow ter-se-ia enganado ao escrever o0 nome, pretendendo escrever
“Calycolobus”, nome que descreve uma importante caracteristica do género que sao os
dois grandes lobos do célice (calyx-lobe). O nome “Calycobolus” s6 faria sentido se se
referir ao facto do célice auxiliar na distribuicdo do fruto pelo vento (calyx-throw)
(Heine, 1963).

1.1.3 Calycobolus heudelotii (Baker ex Oliv.) Heine
1.1.3.1 Descricdo Botanica

Liana lenhosa atingindo 10 m ou mais de
comprimento, com ramos roligos, glabros. Folhas
alternas, pecioladas, com limbo eliptico, inteiro,
até 13 cm de comprimento e 8 cm de largura,
acunheado ou arredondado na base e no apice ou
em ponta curta no apice, glabro, com 6-8 pares de
nervuras laterais que se unem préximo da
margem, mais ou menos coriaceo, brilhante na
pagina superior, frequentemente com
acarodomécias crateriformes nas axilas das

nervuras secundarias na péagina inferior; peciolo

com 1-1,5 cm de comprimento, canaliculado. ‘ ; _

il )\
Figura 1 — Calycobolus heudelotii no
seu habitat natural

' Foto: M.A. Diniz

Flores nas axilas das folhas, em fasciculos de 5-

10, pediceladas. Calice com 5 sépalas ovadas de

profundamente cordadas na base, densamente

pubescentes externamente e esparsamente pubescentes internamente, as 3 internas
pilosas externamente sobre a nervura mediana e glabras internamente. Corola branca,
afunilada, com cerca de 2 cm de comprimento, pubescente externamente e glabra
internamente, o limbo aberto em 5 lobos triangulares. Estames inclusos, de
comprimento idéntico ao do tubo da corola, com anteras sagitadas. Ovéario conico,
glabro e estilete bifido. Frutos com cerca de 1 cm de comprimento, escondidos entre

duas asas resultantes do crescimento das 2 sépalas externas, uma suborbicular com 3-5
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cm de comprimento e outra oval com cerca de 2 cm de comprimento e 1,5 cm de largura
(Berhaut, 1975; Lejoly & Lisowski, 1985).

Figura 3 - Fruto de Calycobolus heudelotii
Regido de Cacheu, Guiné-Bissau. Abril de 1997.
Foto: M.A. Diniz

Figura 2 - Flor de Calycobolus heudelotii
Regido de Cacheu, Guiné-Bissau. Abril de
1997.

Foto: M.A. Diniz

Figura 4 - Caule de Calycobolus heudelotii
Exemplar depositado no Herbario LISC com o n°
2574 da coleccdo de Diniz, Gomes & Silva

Figura 5 - Folha de herbéario de Calycobolus
heudelotii

Exemplar depositado no Herbario LISC com o n°
1869 da coleccdo de Diniz & Goncalves
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1.1.3.2 Sinonimias
Calycobolus heudelotii tem como sinénimos (Lejoly & Lisowski, 1985; Heine, 1963):

— Breweria heudelotii Baker ex Oliver

— Prevostea heudelotii (Baker) Hall. f.

1.1.3.3 Distribuicao geogréafica

Calycobolus heudelotii ocorre naturalmente em florestas na Africa Tropical (Ocidental e
Central), nomeadamente no Senegal, Guiné, Gambia, Guiné-Bissau, Serra Leoa,
Libéria, Costa do Marfim, Gana, Republica do Benin, Nigéria, Camardes (Burkill,
1985; Berhaut, 1975).

1.1.3.4 Ecologia

Esta espécie tem como habitat as florestas densas, florestas abertas e galerias florestais

das regides tropicais africanas (Catarino et al., 2006).

1.1.3.5 Nomes vernéaculos

A espécie é conhecida por diferentes nomes, consoante o0s paises onde ocorre e com as
diferentes etnias caracteristicas de determinadas regifes de cada pais. Nos paragrafos
seguintes indica-se, para cada pais, os diferentes nomes vernaculos por que é conhecida

esta espécie, de acordo com as suas diferentes etnias (em paréntesis):

Na Guiné-Bissau, Calycobolus heudelotii é conhecido sob a designacdo de masfi,
massemedam (balanta); landum (tanda); lak-sé (sosso); manar-fana (nalu);
funhuluma (felupe senegalés) (Catarino et al., 2006; Burkill, 1985; Espirito Santo,
1963).

No Senegal € designado por bu kunger, ukoken u mbir (diola); furkunger (diola de
Tentouck) (Burkill, 1985).

Na Gambia também é conhecido por bu kunger, ukoken u mbir (diola de Fogny)
(Burkill, 1985).
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Na Serra Leoa é designado por koleiveiye (mende) e na Costa do Marfim por apumu
(abure) (Burkill, 1985).

1.1.3.6 Utilizagdes

No Senegal os caules da liana sdo usados como cordas para amarrar as coberturas de

colmo das casas (Burkill, 1985).

1.2. Aspectos Quimicos

A caracterizacdo quimica de uma planta medicinal torna-se importante ndo s6 para a sua
correcta identificacdo mas principalmente para compreender quais 0s constituintes
quimicos que podem revelar actividade biologica e assim correlaciona-los com a

utilizacéo tradicional da planta.

A familia Convolvulaceae é uma das maiores e mais diversificadas no reino vegetal. A
sua grande diversidade manifesta-se ndo s6 a nivel morfoldégico mas também na

composicdo quimica (McDonald, 1991).

Grupos quimicos gque sdao muito frequentes no Reino Plantae sdo constituintes da maior
parte das Convolvulaceas: compostos fenolicos tais como os derivados do &cido
cinamico, hidroxicumarinas, conjugados de hidroxicinamato, flavondides, linhanos,
terpenos, esterois, carotenoides, acidos gordos e carbohidratos, entre outros (Hegnadier,
1964 e 1989).

No entanto esta familia apresenta a particularidade de apresentar classes de metabolitos
que raramente ocorrem no reino vegetal tais como alcalbides derivados da ornitina e
fitoalexinas sesquiterpendides. A familia caracteriza-se ainda pela auséncia de iridoides,
Oleos essenciais, misturas complexas de mono-/sesquiterpenos lipofilicos e/ou

fenilpropanoides secretados por células glandulares (Eich, 2008).

Existem ainda metabolitos secundarios especificos de apenas alguns géneros desta
familia tais como alcal6ides indolizidinicos, alcaldides pirrolizidinicos, ergolinas e

glicorresinas (Eich, 2008).

Uma glicorrezina é normalmente constituida por oligossacarideos e &cidos gordos

hidroxilados, podendo ainda conter acidos organicos. Os oligossacarideos estdo ligados
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aos acidos gordos hidroxilados formando os acidos glicosidicos. Estes por sua vez ao
sofrerem uma ciclizacdo especifica formam as macrolactonas. Estas podem ser
consideradas as estruturas finais que constituem as glicorrezinas ou, por vezes as
unidades monossacarideas podem ainda sofrer acilacdo por &cidos especificos (Eich,
2008).

Devido a similaridade das estruturas dos seus constituintes individuais, as glicorresinas
tornam-se compostos muito complexos, o que associado a dificuldade no isolamento
dos oligossacarideos dificulta ainda mais a sua identificacdo e correcta caracterizacdo
(Bah & Pereda-Miranda, 1996).

Dentro do género Calycobolus até a data existe apenas um estudo sobre a composicao
quimica de uma espécie da regido amazonica, C. ferrugineus, onde se verificou a
presenca de alcanos lineares e ramificados, terpendides, compostos fendlicos e a
auséncia de alcaldides. Os compostos maioritarios encontrados no extracto etanolico

foram os derivados do &cido cindmico (Siani et al., s/d).

1.3. Aspectos Biologicos

Calycobolus heudelotii é utilizada na medicina tradicional da maior parte dos paises da

Africa Ocidental, onde foi identificado.

De acordo com a informacdo bibliografica disponivel, sdo usadas as folhas e caules da

liana:

— Na Guiné-Bissau, na regido de Tombali, o caule da liana é utilizado sob a forma
de decocto, no tratamento de inflamagdes, alergias cutaneas e na desinfeccéo de
feridas. Este decocto também pode ser ingerido para tratar a urticaria (Catarino
et al., 2006).

— As folhas fervidas servem para desinfectar feridas e o seu macerado € usado
como antipirético. Massemedam, um dos nomes como é conhecida na Guine,
significa “para a febre”. As folhas aquecidas também podem aplicar-se
directamente sobre as pustulas. A infusdo das folhas também € usada no

tratamento de “ataques” (Catarino et al., 2006).
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— Em Casamance (Senegal) o decocto das folhas pode ser bebido ou usado em
banhos de vapor para a fadiga (Burkill, 1985).
— Na Costa do Marfim a casca dos caules é macerada e friccionada sobre o

estdmago para aliviar as dores intestinais (Burkill, 1985).

As infeccOes que surgem na pele e/ou tecidos moles, séo um grande problema de salde
com sintomas que podem variar desde a foliculite, furunculose ou dermatite atépica até
fasciite necrosante. O tratamento inadequado ou muito prolongado destas infecgdes
pode originar endocardites, osteomielites, meningites e pneumonias, podendo nos casos
mais complicados ser necessaria a hospitalizacdo, intervencao cirdrgica e o tratamento

com antibidticos por via intravenosa (Kwaadsteniet et al., 2009).

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeroginosa e Candida albicans sdo alguns dos principais microorganismos responsaveis
pela infeccdo de feridas em qualquer parte do mundo (Isibor et al., 2008). A infeccdo de
feridas cutaneas € bastante comum nos paises em desenvolvimento devido as reduzidas
condigdes de higiene (WHO, 2004).

A cicatrizacdo das feridas € um processo multifactorial que resulta ndo s6 da contraccédo
e encerramento da ferida mas também da restauracdo da funcao de barreira da pele. A
reparacdo dos tecidos lesados ocorre com a sequéncia de uma série de eventos, onde se
incluem a inflamacdo, proliferacdo e migracdo de diferentes tipos de células
(Chattopadhyay et al., 2002). As espécies reactivas de oxigénio (ROS) sdo partes vitais
na cura e servem muitas vezes como mensageiros celulares que conduzem a numerosos
aspectos da funcdo celular (Singh et al., 2006). As ROS podem contribuir para o
processo de cicatrizacdo das feridas pois em concentracbes micromoleculares o
peréxido de hidrogénio promove a expressdo do factor de crescimento vascular
endotelial (VEGF) nos queratindcitos. No entanto o perdxido de hidrogénio
rapidamente promove a formacdo de outras espécies oxidantes mais estaveis tais como
acido hipocloroso, cloraminas e aldeidos. Estas, em conjunto, tornam o local da ferida
rico em espécies oxidantes. Em altas concentragfes as ROS induzem danos graves a
nivel dos tecidos, podendo mesmo levar a transformacfes neoplasicas (Pattanayak &
Sunita, 2008).
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O papel dos compostos fendlicos na adsor¢do e neutralizacdo de radicais livres,
quelando singuletos e tripletos de oxigénio ou decompondo os perdxidos encontra-se ja
amplamente comprovada. Muitos destes compostos, com uma elevada capacidade
antioxidante, estdo associados a uma ocorréncia diminuida de diversas patologias e
consequentemente a uma menor taxa de mortalidade. Por isso a pesquisa destes
compostos torna-se cada vez mais importante e relevante para a saude publica tendo em
conta 0s novos habitos alimentares e doencas que dai resultam (Pattanayak & Sunita,
2008).

Os linhanos constituem outro grupo metabélico, que tal como os anteriores é dotado de
caracteristicas antioxidantes (Craig, 1999). Dentro da familia Convolvulaceae, existem
espécies proximas do género Calycobolus, onde ja se comprovaram as propriedades
terapéuticas dos seus linhanos na proteccdo contra a oxidacdo das LDL (Paska et al,
2002).

As propriedades antioxidantes destes compostos sdo ja amplamente conhecidas,
existindo mesmo estudos em espécies proximas do género Calycobolus, cuja actividade
protectora da funcdo hepética e renal se deve aos seus constituintes maioritarios da

classe dos linhanos e derivados do &cido quinico (Yen et al., 2007).

Os terpenos constituem outra classe de compostos com representantes em quase todas
as espécies vegetais, sendo as suas propriedades antioxidantes vastamente conhecidas
(Grassman, 2005).

As glicorresinas encontram-se ainda pouco estudadas devido a sua complexidade
estrutural e apesar de ndo haver qualquer dado sobre a possivel actividade antioxidante,
sabe-se que na sua composi¢cdo podem conter acidos ligados aos oligossacarideos tais
como o &cido trans-cinamico (Eich, 2008). O &cido trans-cindmico por sua vez ja

apresenta propriedades antioxidantes (Tung et al., 2009).

A presenca de diferentes classes de antioxidantes numa planta medicinal torna-se

vantajosa, resultando um efeito cumulativo (Grassman, 2005).
A avaliacdo da toxicidade de uma planta medicinal € muito importante para garantir a

seguranca da sua utilizagdo, sendo fundamental para o desenvolvimento de novos

farmacos.

19



Nesta avalicdo sdo doseados os niveis séricos dos principais marcadores de lesdo em

diferentes 6rgaos.

Assim, a nivel da toxicidade hepatica doseiam-se as enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Esta avaliacdo é fundamental pois a
toxicidade hepéatica induzida pelos farmacos é um dos maiores problemas no
desenvolvimento de novos farmacos e um dos principais motivos pelas recolhas do
mercado de medicamentos ja comercializados (Adler et al., 2010).

Como marcador de lesdes inespecificas de 6rgdo é doseado o nivel sérico da enzima
lactato desidrogenase (LDH). A enzima LDH desempenha um papel muito importante
na producdo de energia pelas células. Existe em diferentes tipos de células no nosso
organismo, sendo os 6rgdos mais ricos em LDH o coracdo, figado, rim e mausculo.
Qualquer dano que surja num tecido vai elevar os niveis séricos de LDH. Deste modo
esta enzima apesar de importante marcador de les&o celular, sendo inespecifica ndo nos
indica qual o dano ou 6rgao afectado, sendo necessario a avaliacdo de outros parametros
(Washizu et al., 2002).

Para avaliar o efeito a nivel do masculo cardiaco e cérebro séo doseados os niveis da
enzima creatinofosfoquinase (CK-MB). Uma das principais causas para 0 aumento da
concentracdo sérica de CK-MB é a isquémia ou qualquer outra lesdo no musculo
cardiaco (Nienhuis et al., 2008).

As alteragGes a nivel renal sdo avaliadas através do doseamento dos biomarcadores

creatinina e ureia.

20



Materiais e Métodos

2.1 Solventes e padrdes

2.1.1 Solventes

Foram utilizados solventes de diferentes graus de pureza, consoante as exigéncias

inerentes a metodologia seguida. Assim, utilizaram-se solventes Merck:
— puros, para obtencdo do extracto;
— pro-analise, na preparacgdo das fases moveis e das amostras para TLC;

— de HPLC, na preparagéo dos eluentes e das amostras para HPLC e LC/MS e no

fraccionamento do extracto.

Na preparacdo e fraccionamento do extracto foi utilizada &gua destilada, obtida num
destilador Jencons AQ/B. Nas técnicas cromatograficas foi utilizada agua de grau de

pureza HPLC, obtida a partir do sistema de purificacdo UHQ MKII da Elga.

2.1.2 Padroes

Nas técnicas cromatogréficas, para caracterizagdo do extracto e identificacdo dos seus
componentes foram utilizados padrdes da marca Extrasynthese. Foram escolhidos como
padrdes alguns dos compostos mais representativos das classes quimicas pesquisadas
(Stahl, 1969; Wagner, 1984).

Todos os padrdoes foram utilizados sob a forma de solugcBes metandlicas, na

concentracdo de 1 mg/ml.

Os padrdes utilizados ao longo dos estudos encontram-se listados na tabela 1.
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Tabela 1 — Padr6es utilizados nos diferentes sistemas cromatograficos

Padrdes
Alcalbides Flavondides Comp 95t05 . Tan_mp S Lelrines Terpenos
fendlicos hidrolisdveis | condensados
Quempferol
Hiperosido .- . .
P . Acido cafeico © . - [-sitosterol
Harmano Quercetina PR Acido galhico . P S
L . Acido cindmico < . L Catequina Acido arjundlico
Hiosciamina Ramnetina | ; . L Acido elagico . . . -
. . Acido clorogénico . Epicatequina | Acido oleandlico
Escopolamina | Isoramnetina P - Etilgalhato .
L. Acido ferrulico Betulina
Rutésido
Terflavina

2.2 Material vegetal

2.2.1 Material vegetal para a analise botanica

O material vegetal para o estudo botanico foi colhido em 2008, na regido de lemberém,
na Guiné-Bissau, por Luis Catarino (Herbario LISC, Jardim Botanico Tropical, Lisboa).
Foram colhidas cinco amostras do caule da liana, com cerca de 8 cm de comprimento e
conservadas ao abrigo da luz, numa mistura de alcool, &gua e glicerina em partes iguais.
A identificacdo preliminar do material botanico foi realizada em campo por Luis
Catarino, sendo posteriormente complementada por Maria Adélia Diniz (Herbario
LISC, Jardim Botanico Tropical, Lisboa). Os respectivos exemplares voucher
encontram-se depositados no Herbario LISC, com o nuimero de colheita 1713 da

coleccdo de Luis Catarino.

2.2.2 Material vegetal para as analises quimica e bioldgica

O material vegetal para o estudo quimico e biologico foi colhido em 1998, na regido de
lemberém, por Maria Adélia Diniz (Herbario LISC, Jardim Botanico Tropical, Lisboa),
Elsa Gomes e Olga Silva (Laboratério de Farmacognosia, FFUL), durante uma Missdo
integrada no projecto “Estudo e Aproveitamento de Plantas Medicinais da Guiné-
Bissau”. A identifica¢do do material botanico foi realizada por Maria Adélia Diniz. Os
respectivos exemplares voucher encontram-se depositados no Herbario LISC, com o
nimero 2574 da coleccdo de Diniz, Gomes & Silva.
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2.3 Preparacdo do material vegetal para a analise botanica

Em laboratdrio usaram-se trés amostras de cada um dos cinco exemplares do caule de

Calycobolus heudelotii.

2.3.1 Anélise macroscopica

Esta analise visou a observacdo do aspecto geral do caule quanto a cor, brilho, cheiro,
sensibilidade ao tacto e desenho assim como outros aspectos que, embora relacionados
com a estrutura, sdo facilmente observaveis, como sejam textura, grdo, veio e

diferenciacdo das camadas de crescimento.

As amostras foram observadas inteiras a olho nu e com uma lupa Olympus SZ61. O
registo fotografico foi efectuado com um sistema fotografico Olympus ColorView lllu,
sendo as imagens processadas com o software cell®D (Olympus Soft Imaging

Solutions).

2.3.2 Anélise em microscopia optica

As amostras do lenho foram preparadas para os estudos microscopicos, recorrendo a
cortes histolégicos dos corpos de prova (1,5x1,5x1,5cm), orientados nos planos

transversal e longitudinal radial e tangencial.

Todas as preparacdes observadas foram extemporaneas, sendo 0 meio de montagem
utilizado &gua destilada. O material a observar foi colocado entre uma lamina e uma

lamela, sob o meio de montagem.

Em algumas seccbes do material, a presenca de amido foi evidenciada pelo teste do
soluto de lugol (Harisha, 2006).

A andlise em microscopia dptica foi efectuada com um microscopio Olympus CX40.

O registo fotografico foi efectuado com um sistema fotografico Olympus ColorView
I1lu, sendo as imagens processadas com o software cell*D (Olympus Soft Imaging
Solutions).
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Efectuou-se a descricdo anatdémica, contagem e medicdo dos principais elementos
caracteristicos de um caule (vasos xilematicos, traqueidos, células pétreas, drusas e

grdos de amido).

2.3.3 Andlise em microscopia electronica de varrimento

As amostras foram preparadas para a analise em microscopia electronica, recorrendo a
cortes orientados nos planos transversal e longitudinal. Posteriormente as amostras
foram secas em estufa a 30°C. Apds total desidratacdo as amostras para analise foram
montadas num suporte metalico (pionés). Seguiu-se a sua metalizacdo com ouro, num
metalizador JEOL JSM-1200 Fine Coater.

A observacdo foi feita num microscépio electronico de varrimento JEOL JSM-5200LV,
com sistema de aquisicédo directa de imagem, na Faculdade de Ciéncias da Universidade
de Lisboa.

As imagens foram posteriormente processadas com o software cell*D (Olympus Soft

Imaging Solutions).

Efectuou-se a descricdo anatomica, contagem e medicdo dos principais elementos
caracteristicos de um caule (vasos xilematicos, traqueidos, células pétreas, drusas e

grdos de amido).

2.3.4 Andlise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos com as contagens e medicdes dos diferentes parametros
analisados foram processados com o software cell®D (Olympus Soft Imaging

Solutions), tendo-se calculado a média e desvio padréo.

2.4 Preparacao dos extractos

Apo6s colheita e identificacdo, o material vegetal foi moido num moinho Christy &

Norris.

Para a obtencdo do extracto utilizou-se um reactor de vidro de 10 | de capacidade,

munido de sistema de aquecimento e agitacgéo.
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A separacdo da solucdo extractiva foi efectuada por decantagéo, seguida de filtracdo sob
vacuo, recorrendo a uma bomba de dgua Yamato WP-25, acoplada a um filtro G4 e a

um quitasato de dimensdes apropriadas ao volume de solucéo a filtrar.

A solucéo extractiva de maior volume foi concentrada a residuo seco num evaporador
Biichi modelo R152 de 20 | de capacidade, acoplado a uma bomba de membrana

Vacuubrand a uma temperatura inferior a 30°C.

2.4.1 Extracgdo com etanol

ApOs moagem, procedeu-se a extraccdo com etanol a 70%. O solvente foi adicionado na
proporcao minima de 10 L/Kg de planta seca, tendo a extrac¢do sido efectuada até a
exaustdo e a temperatura ambiente (22°C). O extracto obtido foi concentrado a residuo
seco, sob pressao reduzida.

Esta extraccdo foi efectuada em 1999 tendo sido o extracto seco guardado num

excicador, no escuro, até que o seu estudo fosse iniciado.

2.4.2 Fraccionamento do extracto com metanol

O extracto etanolico seco obtido em 1999 foi retomado em metanol. O solvente foi
adicionado na quantidade minima e suficiente para a total dissolucdo do extracto
original, tendo a dissolucdo sido efectuada & temperatura ambiente (22°C). A porcéao
residual do extracto inicial que nao se dissolveu foi concentrada a residuo seco, sob

pressdo reduzida e posta de lado.

A fraccdo metanolica obtida foi depois concentrada a residuo seco, sob pressao
reduzida.

Esta fraccdo foi utilizada nos estudos quimicos, biologicos e toxicoldgicos
apresentados, sendo por nos designada no decorrer dos ensaios realizados como

extracto metanolico (Cm).

2.4.3 Extraccao alcaloidica

Uma porcéo da fraccdo metandlica seca foi retomada em agua acidificada (H,O+H,SO,
10%) em banho de agua (40°C). Apos alcalinizagdo com amonia até pH 9, a solucdo foi
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submetida a uma extraccdo liquido-liquido com éter dietilico. Apds separacdo a fase
aquosa foi alcalinizada com amonia (pH 9) e extraida com éter dietilico. As fases
etéreas foram reunidas e o extracto alcaloidico (Ca) obtido foi posteriormente

concentrado a residuo seco.

2.5 Métodos biologicos

2.5.1 Rastreio da actividade antimicrobiana

O rastreio da actividade antimicrobiana foi realizado no Laboratdrio de Microbiologia
da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa (FFUL) com a colaboracdo dos

Dr. Juan Cirera e Mestre Gustavo Silva, sob orientacdo da Prof. Doutora Aida Duarte.

2.5.1.1 Amostras

Para as determinacdes qualitativa e quantitativa in vitro da actividade antimicrobiana
preparou-se uma solucdo em metanol a concentracdo de 10mg/ml, de uma porcao do

extracto seco obtido em 2.4.2.

2.5.1.2 Microorganismos testados

Os microorganismos testados encontram-se listados na tabela 2.

Tabela 2 — Rastreio da actividade antimicrobiana: estirpes utilizadas

Microorganismos testados

Tipo Estirpes
Enterococcus faecalis ATCC 435628

Cocos Gram positivos Staphylococcus aureus ATCC 25923
Micrococcus luteus ATCC 10240

Bacillus Gram negativos Pseudomonas aeruginosa ATCC 27953
Bacillus Gram negativos (Enterobactérias) Escherichia coli ATCC 25922
Levedura Candida albicans ATCC 10231
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2.5.1.3 Ensaios
2.5.1.3.1 Determinagéo qualitativa

A avaliacdo in vitro da actividade antimicrobiana do extracto em estudo efectuou-se

pelo método de difusdo em meio sdlido.

As diferentes bactérias foram cultivadas em placas de Petri contendo um meio de agar
Mueller-Hinton (Difco). Candida albicans foi cultivada sobre meio de agar casitone
(Pasteur). Fizeram-se orificios de 6 mm de didametro no agar e preencheram-se com 30
ul de suspensdo, equivalente a 0,3 mg de extracto. As placas foram incubadas a 37 °C
durante 24 h. As zonas de inibicdo de crescimento foram observadas a volta dos

orificios feitos no agar.

Todos os ensaios foram efectuados em triplicado e contra testemunhos do solvente

(metanol).

2.5.1.3.2 Determinagdo quantitativa

A concentragdo inibitéria minima (CIM) do extracto foi determinada usando o método

de diluicdo em meio liquido.

A amostra foi adicionada ao meio liquido Mueller-Hinton, inoculado com a suspenséo
bacteriana respectiva, ou ao meio liquido Yeast Malt Agar (YMA), inoculado com a

suspensdo da levedura.
O intervalo de concentracGes testado foi de 5000 pg/ml a 48 pg/ml.

Os valores de CIM corresponderam a mais baixa concentracdo de amostra que inibiu o

crescimento do microorganismo, apos 24 h de incubacéo a 37 °C.

Todos os ensaios foram efectuados em triplicado e contra testemunhos do solvente

(metanol).

2.5.2 Toxicidade aguda

A avaliagdo da toxicidade aguda foi realizada no Laboratorio de Farmacologia da FFUL
com a colaboragdo do Mestre Jodo Rocha, sob supervisdo do Prof. Doutor Bruno

Sepodes.
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2.5.2.1 Amostras

O extracto metandlico seco foi dissolvido em PEG 400 a 20% para a preparacdo das
solugdes de acordo com a dose a ser administrada. Para o ensaio de toxicidade aguda
usaram-se trés doses diferentes do extracto (500, 1000 e 1500 mg/Kg). Como controlo

utilizou-se uma solucédo de PEG 400 a 20%.

Posteriormente, tendo em conta os resultados que se obtiveram com estas doses
repetiram-se 0s ensaios com novas doses (300, 600 e 1200 mg/Kg), usando como
controlo e como meio de dissolugdo o dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%.

2.5.2.2 Animais

Foram utilizados murganhos machos Wistar, com peso médio de 30-40g, provenientes
do biotério do Laboratério de Farmacologia da FFUL. Os animais foram mantidos no
biotério sob condi¢cbes padrdo de temperatura (22+1°C) e humidade relativa do ar (40-
60%), com controlo do ciclo claro/escuro (12h), conforme define o comité de ética em
experimentacdo animal. Os animais tiveram acesso a ragcdo comercial do tipo purina e

agua ad libitum.

2.5.2.3 Ensaio

Os animais foram divididos em 4 grupos (um controlo e 3 grupos experimentais) sendo
cada grupo constituido por 8 animais. No primeiro e segundo dias de ensaio, foi
administrado a cada animal dos grupos experimentais 0,3 ml da dose em estudo (500,
1000 e 1500 mg/Kg) por via intraperitonial.

O grupo controlo recebeu uma solucdo de PEG 400 a 20% em volume equivalente ao

administrado aos grupos experimentais, ou seja 0,3 ml.

Nas horas seguintes a administragdo da solucdo em estudo, os animais foram
observados para deteccdo de qualquer alteragdo comportamental ou letalidade do

extracto.

No terceiro dia do ensaio todos os animais foram sacrificados e procedeu-se a colheita

do seu sangue para a avaliacdo laboratorial de diversos marcadores de toxicidade.
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Os ensaios da avaliacdo da toxicidade aguda foram repetidos posteriormente usando as
doses de 300, 600 e 1200 mg/Kg numa solucdo de DMSO a 10% e contra um controlo
deste solvente, sendo neste segundo ensaio 0s grupos experimentais constituidos apenas

por 4 animais e o grupo controlo por 6 animais.

2.5.2.4 Analises bioquimicas

A avaliacdo laboratorial incidiu sobre diversos parametros bioquimicos passiveis de

indicar diferentes tipos de lesfes sobre diversos tecidos.

Para a avaliagdo da toxicidade hepética dosearam-se as enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Como indicadores de
toxicidade renal foram-se dosear a creatinina e ureia. A enzima lactato desidrogenase
(LDH) foi doseada para avaliagdo de possiveis lesdes a nivel de diversos tecidos e a
creatinofosfoquinase (CK-MB) como marcador de lesdo miocardica e/ou cerebral.

2.5.2.5 Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram expressos em média * desvio padrdo. O tratamento estatistico foi
feito através da andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de
Bonferroni, usando software validado (GraphPad Prism4®). Considerou-se um nivel de

significancia de 5%.

2.6 Métodos cromatograficos analiticos

2.6.1 Cromatografia em camada fina (TLC)

Para a caracterizacdo preliminar do extracto foram efectuadas diversas cromatografias
em camada fina (TLC) em celulose ou silica, em diferentes sistemas e usando

reveladores especificos para cada um dos grupos em analise.

As placas usadas foram silica gel 60 Fys, Merck art. 1.5554 (SiG60) e celulose Merck
art. 5552 (Cl).

Os sistemas cromatograficos utilizados séo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3 — Sistemas cromatogréaficos utilizados em TLC

Alcaléides
Sistema Fase estacionaria Fase mavel (V/V) Detecc¢éo
S1 SiG60 Tolueno:acetato de etilo:dietilamina 1° R.D / visivel
(70:20:10) 2° NaNO; a 10% / visivel
. Acetato de etilo:acido férmico:agua - .
S2 SiG60 (60:10:10) R.D / visivel e R.1. / visivel
S3 SiG60 Cloroférmio:Metanol (95:5) R.D / visivel e R.1. / visivel

Flavondides

Sistema Fase estacionaria

Fase movel (V/V)

Deteccéo

S4 SiG60

Acetato de etilo:acido acético:acido
férmico:agua (100:11:11:27)

R. Neu/ UV 254 e 366 nm

Flavondides (heterésidos), T

aninos hidrolisaveis, Compost

os fendlicos

Sistema Fase estacionaria Fase movel (V/V) Deteccéo
S5 Cl Acido acético:agua (30:70) R. Neu/ UV 254 e 366 nm
S6 Cl Acido acético:agua (20:80) R. Neu/ UV 254 e 366 nm
S7 Cl Acido acético:agua (15:85) R. Neu/ UV 254 e 366 nm
S8 Cl Acido acético:agua (6:94) R. Neu/ UV 254 e 366 nm
Taninos hidrolisaveis
Sistema Fase estacionaria Fase movel (V/V) Detecc¢éo
: . i s . Cloreto férrico 5% em HCL
S9 Cl Acido acético:agua (15:85) 0.5N Jvisivel
Taninos condensados
Sistema Fase estacionaria Fase mavel (V/V) Detecc¢éo
S10 Cl Acetato de etilo:acido formico:agua Vanilina cloridrica / Visivel

(60:10:10)

Terpendides, Esteroides

Sistema Fase estacionaria Fase mavel (V/V) Deteccéo
S11 SiG60 Tolueno:acetato de etilo (80:20) R. LB/ UV 254 ¢ 366 nm
S12 SiG60 Tolueno:acetato de etilo (70:30) R. LB/ UV 254 e 366 nm
S13 SiG60 Cloroférmio:metanol (4:1) R. LB/ UV 254 e 366 nm
Linhanos
Sistema Fase estacionaria Fase mavel (V/V) Deteccéo
; i, . H,S0O4:AcOH:H,0 (1:20:4)
S14 SiG60 Cloroférmio:metanol (97:3) UV 254 6 366 nm
Saponinas
Sistema Fase estacionaria Fase movel (V/V) Detecc¢éo
. s i s . Anisaldeido sulfarico / UV
S15 SiG60 n-butanol:acido acético:agua (4:1:5) 254 ¢ 366 nm
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Em simultdneo com a analise do extracto foram também usados, em alguns sistemas

cromatograficos, padrdes de compostos cuja presenca se pretendia averiguar (tabela 1)

As amostras foram aplicadas com uma micropipeta graduada e cada placa foi eluida em
tinas convencionais de 20 x 10 cm. Apos eluicdo e secagem prosseguiu-se a observacao
das placas no visivel e/ou ultravioleta (UV) a 254 e 366 nm. Posteriormente cada placa
foi pulverizada com um reagente adequado: Reagente de Nel (R. Nel) para flavondides
e compostos fendlicos, Reagente de lodoplatinato (R.I) e Reagente de Dragendorff
(R.D) para alcaldides, Reagente de Lieberman-Bouchard (R.LB) para terpenos e
terpendides. Apds secagem as placas foram observadas no visivel e/ou UV a 254 e 366

nm, usando um filtro de UV adequado.

O registo fotografico foi efectuado com uma maquina fotografica Olympus C-5050 no
visivel e/ou UV a 254 e 366 nm.

2.6.2 Determinacéo da actividade antioxidante por bioautografia (TLC)

Para determinagdo da actividade antioxidante utilizou-se o radical hidréxido de

difenilpricrazilo (DPPH, Sigma).

Preparou-se uma solucdo metandlica do extracto a 10 mg/ml e aplicou-se 10 ul em
placas de Silica gel 60 F,s4 Merck. As placas foram divididas ao meio e em cada uma o

ensaio foi efectuado em duplicado.

Utilizaram-se diferentes sistemas cromatograficos (tabela 4). Cada ensaio foi efectuado
usando como anti-oxidante de referéncia uma mistura de 2 e 3-terc-butil-4-hidroxianizol
(BHA, Sigma).

Numa metade das placas, pulverizou-se com DPPH na concentragéo de 0,2 % (m/v) em
metanol. O aparecimento de manchas amarelas por contraste com o fundo roxo é
caracteristico da presenca de substancias com actividade antioxidante. Na outra metade
as placas foram pulverizadas com um reagente adequado (tabela 4). Apos secagem

observou-se no visivel e/ou UV a 254 e 366 nm.

O registo fotogréafico foi efectuado com uma maquina fotografica Olympus C-5050 no

visivel e/ou UV a 254 e 366 nm, usando um filtro de UV adequado.
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Tabela 4 — Sistemas cromatograficos utilizados para detecgdo da actividade antioxidante por

bioautografia

Sistemas Cromatograficos

Sistema Clessp el F_a € Fase maovel (V/V) Deteccéo
compostos estacionaria
Al Comp(_)stos Cl Acido acético:agua (15:85)  R. Neu/ UV 254 e 366 nm
fendlicos

A2 Alcal6ides SiG60 Cloroférmio:metanol (95:5) R.1. / visivel

A3 Terpenoides SiG60 Cloroférmio:metanol (4:1) | R. LB/ UV 254 e 366 nm
. . . _ H,S0,4:AcOH:H,0 (1:20:4)

Ad Linhanos SiG60 Cloroférmio:metanol (97:3) UV 254 6 366 nm

2.6.3 Cromatografia liquida de alta pressdo acoplada a um detector de matriz de
diodos (LC/UV)

Para obtencdo do perfil cromatografico do extracto, recorreu-se a um sistema Alliance
(Waters) constituido por um cromatégrafo Waters 2690 acoplado a uma matriz de

diodos 996. O sistema foi controlado por computador usando o programa Millenium 32.

Neste equipamento, os cromatogramas foram registados por deteccdo UV/Visivel no
méaximo de absorvéncia de cada banda (Maxplot), no intervalo de comprimento de onda
entre 210 e 450 nm. Registou-se ainda o cromatograma obtido a 280 nm. Os espectros
de UV/VIS de cada banda foram registados entre 210 e 450 nm.

Utilizaram-se dois sistemas cromatograficos diferentes. No primeiro usou-se uma
coluna Nova-Pak e analisou-se 0 extracto metanolico total e as suas duas fraccOes
obtidas apds separacdo na coluna Sep-Pak C18 (vide procedimento em 2.7.1). As
amostras foram utilizadas numa solugcdo de 10 mg/ml em MeOH:H,0 (80:20), sendo o
volume de injeccdo de 15pl.

O segundo sistema utilizado foi ja direccionado para a analise em LC/UV/ES-MS sendo
analisada apenas a primeira fraccdo obtida na separacdo em coluna Sep-Pak C18 (vide
procedimento em 2.7.1). Neste sistema as amostras foram analisadas em solucdo de 10
mg/ml em MeOH:H,O (80:20) e os padrdes em solugdo de 1 mg/ml em MeOH. O

volume de injeccéo foi de 15pl.

32



As condicdes cromatogréficas (colunas, fases moveis, gradientes, velocidade de fluxo e

temperatura) utilizadas séo apresentadas na tabela 5.

Tabela 5 — Condi¢des cromatograficas utilizadas em HPLC

Sistemas cromatograficos utilizados em HPLC

Pré-coluna Coluna Gradiente Fluxo Temperatura
MeOH-H,0 (0,1% HCOOH)
Nova-Pak Sentry Nova-Pak Cig 4um | 5:95 a 30:70 em 35 min, -
C.. Waters 150mmx3,9mmd.i., | 30:70 a 100:0 em 10 min, Iml/min 25°C
18 Waters 100:0 em 6 min,
100:0 a 5:95 em 4 min
Pré-coluna Coluna Gradiente Fluxo Temperatura
MeOH-H,0 (0,1% HCOOH)
. - 15:85 a 90:10 em 50 min,
[rlantis T3 ?tl'i'lt(;so;iq Waters | 90:10 2 100:0 em 3 min, 200uUmin|  25°C
' ' 100:0 em 5 min,
100:0 a 15:85 em 2 min

2.6.4 Cromatografia liguida de alta pressdo acoplada a espectrometria de massa

por electro-atomizacéo (electrospray, LC/UV/ES-MS)

A analise por LC/UV/ES-MS foi realizada no Laboratério de Espectrometria de Massa
do Centro de Estudos Farmacéuticos, na Universidade de Coimbra pela Doutora Fatima

Nunes.

Para esta técnica foi utilizado um espectrometro de massa QIT-MS, modelo LCQ
Advantage ion Max MS/MS com capacidade MS", equipado com fonte de ionizagéo por
electro-atomizacdo (ESI). As condi¢cdes cromatograficas (coluna, fases moveis,
gradientes, velocidade de fluxo e temperatura) utilizadas encontram-se descritas na
tabela 6. As condicGes do ensaio foram as seguintes: energia de coliséo de 35%;
voltagem de ionizacéo - 3,5 KV; temperatura do capilar - 350 °C. A velocidade de fluxo
foi mantida a 0,2 ml/min. Os espectros (m/z entre 100 e 1000) foram registados em

modo negativo.

Apenas foi analisada a fraccdo MeOH:H,O obtida na separagéo em coluna Sep-Pak C18
(vide procedimento em 2.7.1) pois foi nesta fraccdo que se obteve um melhor perfil

cromatografico em LC/UV dos compostos maioritarios do extracto.

33




Tabela 6 — Condi¢des cromatogréficas utilizados em LC/UV/ES-MS

Sistema cromatografico utilizado em LC/UV/ES-MS

Pré-coluna Coluna Gradiente Fluxo Temperatura

MeOH-H,0 (0,1% HCOOH)
15:85 a 90:10 em 50min,
90:10 a 100:0 em 3 min, 200ul/min 25°C
100:0 em 5 min,

100:0 a 15:85 em 2 min

Atlantis T3 Atlantis T3
Waters 2,1x100mm, Waters

2.7 Preparacao e Purificacdo da amostra

2.7.1 Extraccéo em fase solida em coluna Sep-Pak C18

Esta técnica foi utilizada no decurso do estudo fitoquimico, para separacdo dos

constituintes maioritarios do extracto metanolico, tendo em conta a sua polaridade.

Usou-se como fase estacionaria uma coluna Sep-Pak C18 Waters com capacidade para
1 ml. O fraccionamento foi efectuado no vacuo usando como fases moveis MeOH:H,0
(80:20) para obtencdo da primeira fraccdo (Cml) e MeOH para a segunda fracgéo
(Cma2).

2.8 Rastreio de Alcaldides

2.8.1 Reacc0es gerais de precipitacao de alcalbides
Esta técnica foi usada para uma rapida detec¢do de alcaldides extracto.

Colocou-se 1 ml do extracto alcaloidico obtido em 3.3.3 em 3 tubos de ensaio,
Adicionou-se 3 gotas dos reagentes de Draggendorf, Mayer e Bouchardat a cada tubo de

ensaio, respectivamente.

Observaram-se as coloragdes e precipitados obtidos.
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Resultados e Discussao

3.1 Estudo Morfologico

3.1.1 Caracterizacdo Macroscopica

Examinada a olho nu ou a lupa, o caule apresenta-se grosseiramente estriado
helicoidalmente. Apresenta um aroma bastante agradavel e envolvente, ligeiramente
adocicado. A sua superficie externa é lisa, ligeiramente brilhante, de cor castanha
acinzentada. A casca é fina e destaca-se facilmente. Ocasionalmente sdo visiveis na

casca algumas nervuras transversais e lenticulas.

Os caules de maior didametro sdo ondulados, como se fossem constituidos por um
conjunto de feixes entrelacados entre si. Resisténcia ao corte dura e textura fibrosa. Tal

como o seu odor deixa antever, apresenta um paladar bastante doce.

Observando o caule da liana em corte transversal é visivel a segmentagdo do lenho em
numerosos lobulos de tamanhos e contornos irregulares organizados de forma

conceéntrica (figuras 6 e 7).

Os Iobulos apresentam uma cor amarela a castanho claro e a zona entre estes € castanha
escura. Cada I6bulo desenvolve-se isoladamente e de forma irregular, conferindo ao

caule um contorno irregular. O lenho exposto apresenta um leve brilho.

Em todas as amostras de caule estudadas verificou-se existir uma grande diversidade na

geometria dos I6bulos, ndo se encontrando duas formacdes iguais (figuras 6 e 7).

Este tipo de massa xilematica dividido foi ja encontrado noutras espécies mas com
outras variacOes pelo que a sua caracterizacdo se revela fundamental para a sua

identificacdo taxondmica (Araljo & Costa, 2007; Carlquist, 1985).
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Figura 6 - Aspecto geral do caule observado a lupa

A: Vista geral da superficie externa do caule, onde se observam nervuras transversais (1) e algumas
lenticulas (2I). B: Superficie externa de um caule mais maduro onde é possivel observar o contorno
ondulado do caule. C: Secgdo transversal do caule onde se observa o contorno ondulado irregular do
caule resultante da organizagdo do lenho em numerosos lébulos irregulares.

(Barras da figura: A - 10mm; B - 10mm, C - 10mm).

Figura 7 - Secc¢do transversal do caule observado a lupa

A: Vista geral do caule, onde se observa o lenho dividido em I6bulos dispostos radialmente em torno da
medula (1), separados por regibes intermedidrias (2). B: Detalhe de um I6bulo onde é possivel distinguir
uma zona de xilema secundario recente (3), elementos de vaso largos (4) e estreitos (5),
preferencialmente solitarios mas também alguns multiplos (6).

(Barras da figura: A - 5mm; B - 0,5mm).

Analisando os I6bulos conseguem observar-se, a vista desarmada ou com a lupa, 0s
vasos xilematicos, de contornos circulares a elipticos, na sua grande maioria isolados,

alguns agrupados em conjuntos de dois ou trés (figura 7). Estes vasos, bastante
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numMerosos, ocupam praticamente toda a zona do lenho, com uma frequéncia de 14
vasos por mm?. Podem apresentar diferentes didmetros, desde os 25,99 pum até aos
248,19 um (tabela 7). Sdo mais numerosos 0s vasos de grandes dimensdes. S&o visiveis
também vasos de tamanhos mais reduzidos dispersos pelos l6bulos mas em menor

proporc¢ao.

Os lobulos apresentam todos contornos irregulares e diferentes, sendo 0s mais externos
mais desenvolvidos (figura 7). Nestes é possivel distinguir duas regides. Uma mais
estreita e uniforme, voltada para o interior do caule, onde se verifica uma distribuicao
radial regular de xilema secundario mais recente, em contraste com a irregularidade da
madeira mais antiga, presente na parte mais externa dos I6bulos. Na zona de xilema
mais recente, onde a madeira ainda estd em crescimento, predominam 0s vasos de
menores dimensdes, que se distribuem alinhados em cadeias radiais enquanto 0s vasos

de grandes dimensdes predominam no xilema mais antigo (figura 7).

Nesta organizacdo em l6bulos, a presenca do tecido mecanico € minima em relacdo ao
tecido condutor (figura 7). Esta caracteristica verifica-se na maioria das dicotiledoneas
trepadoras (Carlquist, 1985). Este parénquima, apesar de bastante reduzido tem uma
importancia fulcral. Uma das razdes para a presenca deste tecido é permitir o aumento
da flexibilidade do caule, especialmente neste caso, em que 0 seu crescimento andmalo

resulta na divisdo de grupos de vasos (Carlquist, 1985).

A ocorréncia de grupos de vasos separados resulta numa estrutura em cabo onde se alia
a resisténcia a flexibilidade. E esta organizacdo que confere o aspecto ondulado ao
caule, caracteristico desta liana, como se estivesse enrolado sobre si proprio, (figuras 6 e
7). Esta organizagdo em lobulos, com parénquima entre estes, permite que 0S vasos
condutores se enrolem ou torcam sem se fracturarem. Deste modo o caule se lesado,
sofre apenas quebras longitudinais ordenadas, seguindo o sentido das forcas de tor¢éo e
deixando o xilema praticamente intacto (Aradjo & Costa, 2007).

Do mesmo ponto de vista, os danos provocados no floema também podem ser

minimizados (Carlquist, 1985).
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3.1.1 Caracterizacdo Microscopica

O resultado das medicGes dos principais elementos caracteristicos do caule encontra-se

discriminado nas tabelas 7, 8,

9,10e 11.

Tabela 7 — Principais caracteristicas dos

vasos xilematicos

\Vasos

Agrupamento dos vasos (%)
Solitarios 78
Mudltiplos 22
Frequéncia (n%/mm?) 14

Diametro tangencial (pum)
Minimo 25,99
Médio 125,07
Maximo 248,19
Desvio padrao 4414

Comprimento dos elementos de vaso (um)
Minimo 220,74
Médio 295,23
Méximo 483,10
Desvio padréo 80,88

Diametro das pontuagdes vasculares (um)
Minimo 6,7
Médio 10,44
Méaximo 16,69
Desvio padrdo 1,74

Tabela 8 - Principais caracteristicas dos

traqueidos presentes no lenho

Traqueidos

Diametro tangencial (um)

Minimo 16,06
Médio 21,53
Maximo 25,34
Desvio padrdo 2,15

Diametro da abertura interna dos poros (pum)

Minimo 5,26
Médio 7,76
Maximo 9,69
Desvio padrdo 1,38
Diametro da abertura externa dos poros (pm)
Minimo 3,23
Médio 4,39
Maximo 5,52
Desvio padrdo 0,66

Tabela 9 — Tamanho e organizagdo das células pétreas

Células pétreas
Solitarias  Aglomerados
Diametro tangencial (um)
Minimo 55,07 86,24
Médio 84,22 161,88
Méaximo 142,53 285,51
Desvio padrdo 27,83 63,02
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Tabela 10 — Tamanho e organizagao das drusas ) )
Tabela 11 — Didmetro tangencial

Drusas dos gréos de amido

Isoladas/Aglomeradas | Alinhadas po -
Graos de amido
Diametro tangencial (um)
. Diametro tangencial (pm)
Minimo 4,18 4,36
- Minimo 1,59
Médio 15,32 6,44 -
- Médio 4,18
Maximo 32,97 9,08
- Maximo 6,98
Desvio padréo 8,95 1,13 -
Desvio padrdo 1,23

Analisando o caule ao microscopio dptico, em corte transversal, na zona mais externa
do caule é visivel uma camada de células rectangulares, incolores e achatadas que
constituem o felogénio (figura 8).

Para fora do felogénio € visivel uma camada de 4-6 células compridas, rectangulares e
achatadas que constituem o stber ou felema (figura 8). Estas células apresentam a
parede mais espessada e sdo na sua maioria pigmentadas. Também surgem algumas
incolores. Esta coloracdo é devida a existéncia de substancias no interior nas células do
suber. Este tecido apresenta-se bastante compactado, ndo sendo visiveis quaisquer
espacos intercelulares. Esta caracteristica € justificavel pela funcdo protectora deste
tecido (Ferri, 1999).

1000 pm

Figura 8 — Observacédo do caule ao microscopio optico em seccéo transversal

A: Vista geral da zona mais externa do caule onde se distinguem trés zonas: periderme (1), zona cortical
(2) e xilema (3). B: Pormenor da periderme evidenciando o felema (4), o felogénio (5) e a feloderme
(6). Na zona cortical é visivel um aglomerado de células pétreas (7).

(Barras da figura: A - 1000um; B - 200um)
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Para dentro do felogénio distinguem-se 2-8 fileiras de células vivas alongadas, com as
extremidades arredondas que constituem a feloderme (figura 8). Estas células vao-se
assemelhando as células parenquimatosas a medida que nos dirigimos para a zona mais
interna. Tal como estas também contém organitos citoplasmaticos (amido). Torna-se

dificil em algumas zonas distinguir onde acabam umas e comegam as outras.

Terminando a feloderme inicia-se 0 cortex, constituido por células parenquimatosas
(figura 8). Estas células apresentam contornos arredondados ou poliédricos e paredes
finas. Sdo células vivas que desempenham fungdes de armazenamento e suporte.

Formam um tecido pouco compacto sendo visiveis espacos entre as células.

Na zona do cortex sdo visiveis varios tipos de células de esclerénguima. As mais

abundantes sé@o os braquiesclerideos ou células pétreas (figuras 8 e 9).

Estas células tém parede secundaria muito espessa e humerosas pontuac@es ramificadas

e podem apresentar formas e tamanhos bastante varidveis (figura 9).

Figura 9 — Observacéo de esclereideos ao microscopio optico
A: Aglomerado de células pétreas arredondadas. B: Aglomerado de células pétreas isodiamétricas. C:
Conjunto de células pétreas quadrangulares. D: Células pétreas de contornos poligonais, ainda em
desenvolvimento, com a parede pouco espessada. E: Aglomerado de braquiesclereideos onde é possivel
ver as suas ramificagdes (1). F: Células pétreas isoladas ramificadas. G: Macroesclereideo alongado. H:
Macroesclereideo rectangular. I: Fibras (2) e braquiesclereideo ramificado (3).
(Barras da figura: A - 200pum; B - 100um; C - 50pum; D - 100um; E - 200um; F - 200pum; G - 100um; H -
100pm; I - 200pum)
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Podem surgir isoladas, apresentando formas arredondadas, alongadas ou poligonais, de
dimensodes entre os 55,07 um e os 142,53 um ou podem formar aglomerados de varias
células. Nestes aglomerados cujos didametros tangenciais podem variar entre os 86,24
pum e 285,51 um, as células podem ser todas isodiamétricas ou apresentar tamanhos e
formas diferentes (figura 9 - A, B, C, D e E). Na sua maioria, 0s aglomerados
identificados eram constituidos por células pétreas arredondadas ou alongadas, de
diferentes dimensdes (figura 9 - A), mas também se detectaram formac6es constituidas
por células com contornos poligonais muito bem definidos, tais como quadrados (figura
9 - C) e pentagonos (figura 9 - D).

Encontraram-se células pétreas em diferentes fases de desenvolvimento. Assim,
algumas, ainda em formacdo, apresentam a parede pouco espessa e ainda contém o

protoplasto (figura 9 - D).

Outras foram observadas ja numa fase completa do seu desenvolvimento, apresentando
uma parede muito espessa, que ocupa quase a totalidade da célula, revelando apenas um
pequena pontuacao central onde outrora existira o contetudo citoplasmatico (figura 9 - B
e C).

Mais raramente surgem esclereideos bastante irregulares e/ou ramificados (figura 9 - E,
Fel).

A presenca destas extremidades, bifurcacdes ou ramificacdes constitui uma evidéncia de

que as células apresentam um crescimento intrusivo ou interposicional.

Quando estas células encontram impedimento fisico para continuar com a sua
progressao, forcam caminho entre as paredes das células vizinhas e se necessario
penetram por entre estas, invadindo os seus espacos intercelulares (figura 9 - E). Desta
forma podem atingir dimensGes muito superiores ao das células vizinhas. Nestes
esclereideos o espessamento da parede secundaria inicia-se primeiro na regido central
da célula, permanecendo as ramificagdes/extremidades com as suas paredes primarias

delgadas, podendo assim continuar o seu crescimento intrusivo (Silva, 2006).

Séo também visiveis macroesclereideos que podem atingir 0s 142,53 um (figura9 - G e
H). Foram observados macroesclereideos alongados (figura 9 - G) e colunares (figura 9
- H).

Um terceiro tipo de esclerénquima foi encontrado com menos frequéncia — as fibras

(figura 9 - I). Estas distinguem-se dos macroesclereideos por serem células muito
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longas, com as extremidades afiladas, de limen muito reduzido, praticamente
inexistente e parede secundaria uniformemente espessada. Praticamente ndo tém

pontuacoes.

Tendo em conta as fungbes de sustentacdo e protec¢do do esclerénquima, a presencga
deste dipo de células ao longo do cortex pode ser interpretada como um reforgo para
aumentar a resisténcia mecanica do caule, tendo em conta a sua grande extensao,
corroborando assim observacdes feitas por outros autores noutras espécies (Silva,
2006).

Dispersos pelas células do parénquima cortical observam-se cristais de oxalato de célcio
em forma de drusas (figuras 10 e 11). Estas drusas apresentam tamanhos muito dispares,

podendo variar entre 0s 4,18 um e 32,97 um de didmetro.

As drusas de maiores dimensfes foram sempre detectadas isoladas (figura 10 - C),
enguanto as mais pequenas podem surgir isoladas (figura 10 - A) ou em aglomerados
(figura 10 - A e B).

Figura 10 - Drusas observadas ao microscépio éptico

A: Pequenas drusas isoladas e aglomeradas na regido do parénquima cortical (seccdo transversal) B:
Drusas de pequenas dimensfes aglomeradas na regido do parénquima cortical (sec¢do transversal). C:
Drusa isolada de grandes dimensdes, na zona cortical (sec¢do transversal). D: Drusas alinhadas ao longo
dos vasos condutores (seccéo longitudinal)

(Barras da figura: A - 100pum; B - 100um; C - 100pum; D - 100um)
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Em seccéo longitudinal, na regido xileméatica também se observam drusas (figuras 10 -
D e 11 - C e D). No entanto estas divergem das anteriores quanto a sua disposicdo e

tamanho.

Nesta regido as drusas dispdem-se alinhadas junto aos feixes vasculares formando
extensas carreiras (figuras 10 - D e 11 - C).

Também se caracterizam pelas reduzidas dimensfes que apresentam quando
comparadas com as observadas na regido mais externa do caule, podendo variar apenas

entre 0s 4,36 um e os 9,08 um.

Nao foram visualizadas outras formas de cristais.

2880
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Figura 11 - Drusas captadas por microscopia electronica

A: Pequenas drusas aglomeradas na regido do parénquima cortical (seccdo transversal). B: Drusa
isolada de grandes dimensdes, na zona cortical (seccdo transversal). C e D: Drusas alinhadas ao longo
dos vasos condutores (sec¢do longitudinal)

(Barras da figura: A - 5pm; B - 10pum; C - 100um; D - 10pum)

Na zona cortical proximo da periderme detectaram-se, ocasionalmente, bolsas de

mucilagem (figura 12).
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Por meio das microscopias Optica e electronica e, quando possivel, com confirmagéo

através do uso de iodo observaram-se, na regido cortical, grdos de amido (figuras 12 e
13).

Figura 12 - Zona cortical do caule observada ao microscépio optico

A: Células parenquimatosas com grdos de amido. B: Zona da feloderme onde é visivel uma bolsa
mucilaginosa (1).

(Barras da figura: A - 200um; B - 200um)

Os grdos de amido possuem contornos poliédricos, com algumas das faces ligeiramente
concavas e convexas, sem hilo aparente ou visivel (figura 13). Também foram
observados alguns grdos de amido arredondados (figura 13). Apresentam dimensdes

entre os 1,59 um e 6,98 um. Estes polissacarideos foram visualizados na zona cortical e

no parénquima medular, assim como no interior de alguns vasos (figura 16).

- —
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Figura 13 - Graos de amido captados por microscopia electrénica
(Barras da figura: A - 200um; B - 10pm; C - 10um)
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O lenho do caule, tal como facilmente se observou a nivel macroscépico apresenta

porosidade difusa e encontra-se dividido em unidades altamente lobuladas.

Foi possivel distinguir todos os constituintes caracteristicos do lenho das
angiospérmicas (Esau, 1974): elementos traqueais para conducdo da agua (figuras 14,
15 e 17), fibras de sustentacdo (figuras 18 e 19) e células parenquimatosas (figuras 18 e

19) para armazenamento e translocacao de substancias ergasticas.

Os elementos traqueais observados incluem os elementos de vaso e traqueidos (figuras
14,15 e 17).

615&: o B 1680 m

Figura 14 - Secgdo transversal do lenho

A: Vista geral de um lébulo de xilema onde se observam vasos simples e multiplos, de diferentes
diametros e os raios medulares (1). B: Pormenor de um pequeno I6bulo e da regido de xilema regular,
mais jovem (2). Pormenor da distribuicdo regular dos raios medulares (1) nesta zona. C: Ldbulo
observado a microscopia electronica. D: Zona de xilema regular, observado em microscopia electrdnica.
(Barras da figura: A - 1000pm; B - 1000um; C - 100um; D - 100um)

Os vasos sdo difusos e surgem na sua maioria solitarios (78%) ocorrendo também

alguns multiplos (22%) de 2-3 células, organizados tangencialmente (figura 14).

45



Apresentam contorno circular a eliptico e diferentes calibres. O diametro dos elementos

de vaso pode variar entre 0s 25,99 um e os 248,19 um.

Conforme observado a nivel macroscépico (figura 7), os l6bulos mais desenvolvidos
apresentam duas porcdes distintas (figura 14). Uma mais externa, de contornos
irregulares, onde os vasos apresentam uma distribuicdo e porosidade difusa, revelando
um desenvolvimento do xilema centrifugo. Nesta regido, que é composta pela madeira
mais antiga, os raios medulares também se distribuem de forma irregular, de acordo
com a assimetria da zona em que se enquadram (figura 14 - A). A outra porgdo é
bastante estreita quando em comparag¢do com o resto do I6bulo e localiza-se na zona
mais interna (figura 14 - B). Caracteriza-se por apresentar uma distribuicdo radial
regular de xilema secundario. Nesta zona, 0s vasos apresentam diametros reduzidos e
localizam-se de um modo regular por entre os raios medulares que se distribuem de um

modo paralelo, perfeitamente alinhados (figura 14 - B e D).

4
A
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Figura 15 - Xilema observado em microscopia electrénica

A: Aspecto geral do xilema em secc¢do transversal, onde se distinguem vasos de grande calibre, simples
(1) e maltiplos (2). B: Pormenor de um vaso de grande calibre onde sé&o visiveis as pontuagdes simples
alternas (3). C: Aspecto geral do xilema em sec¢do longitudinal onde se observam vérios elementos de
vaso (4), traqueidos (5) e drusas alinhadas (6). D: Pormenor de um elemento de vaso onde se observam
as pontuacdes da parede (3) e os tabiques (7).

(Barras da figura: A - 100um; B - 50pum; C - 100um; D - 50um)
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O comprimento dos elementos de vaso pode variar entre os 220,74 um e os 483,10 um.
Nas suas extremidades sdo delimitados por tabiques ou placas de perfuracdes simples
horizontais a ligeiramente inclinadas (figura 15 - C e D). Este tipo de placa oferece
pouca resisténcia ao fluxo de agua, o que se traduz num aumento da eficiéncia de

conducdo dos elementos de vaso (Aradjo & Costa, 2007)

Nas paredes laterais dos elementos de vasos sdo visiveis pontuacdes simples alternas,

cuja abertura pode variar entre os 6,7 um e os 16,69 um (figura 15).

Estes pequenos poros ajudam a prevenir que possiveis embolismos que ocorram num
elemento de vaso se espalhem e danifiqguem os restantes elementos condutores (Taiz &
Zeiger, 2006).

As paredes dos vasos séo relativamente espessas (figuras 16 e 17) o que confere uma

proteccdo extra, contribuindo deste modo para minimizar a fractura dos vasos. Esta

caracteristica € muito comum nas plantas trepadoras (Carlquist, 1985).

D i % | E r
Figura 16 - Tiloses presentes no lenho
A: Seccdo transversal do caule, evidenciando tiloses em varios vasos xilematicos. B: Seccdo longitudinal
de um elemento de vaso completamente obstruido por células com gréos de amido. C: Secgéo transversal
de um vaso onde se estd a formar uma tilose. D: seccdo longitudinal de um vaso mostrando vérias tiloses
em formacgdo. Algumas células ainda estdo a atravessar os poros das paredes do elemento de vaso. E e F:
Seccao transversal do xilema, evidenciando um vaso multiplo com uma célula contendo grdos de amido
antes e apos coloragéo com iodo.
(Barras da figura: A - 200um; B - 200pum; C - 100um; D - 100pm; E - 100pm; F - 100pum)

No interior de alguns vasos sao visiveis células contendo grdos de amido (figura 16).
Um vaso pode conter apenas uma célula ou estar completamente obstruido por véarias

células. A presenca do amido no interior destas células, foi confirmada por testes
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histoquimicos (figura 16 - F). Este fenémeno, designado por tilose &€ comum em

numerosas familias de plantas (Mauseth, 2008).

Estas células s6 atravessam a parede dos vasos se as pontuacdes dos elementos de vaso
apresentarem um didmetro superior a 10 pm (tamanho médio de 10,44 um neste caso)
(Mauseth, 2008). Os vasos deixam assim de ter uma fungédo de transporte passando a

armazenar substancias ergasticas.

Sdo visiveis traqueidos vasicéntricos com 1 série de pontuacgdes por parede (figuras 15 e
17). Estes traqueidos distribuem-se, como o nome indica, em redor dos vasos. Séo de
pequeno calibre e apresentam um contorno circular cujo didmetro pode variar entre 0s
16,06 um e os 25,34 pm.

As pontuacOes presentes nas suas paredes sdo aureoladas e apresentam uma abertura
externa entre 0s 3,23 um e 5,52 um. A abertura interna em fenda estende-se além do

limite da auréola, atingindo dimensdes entre 0s 5,26 um 9,69 um (figura 17 - B e C).

Figura 17 - Traqueidos presentes no lenho

A: Seccdo transversal do xilema, evidenciando traqueidos vasicéntricos (1) e raios medulares (setas
pequenas) adjacentes a estes. B e C: Secg¢do longitudinal dos traqueidos onde séo visiveis as suas paredes
com pontuacdes areoladas de vista frontal (2) e lateral (3).

(Barras da figura: A - 200pm; B - 100pum; C - 100pum)

O sistema radial do lenho é constituido por células parenquimaticas organizadas em

fileiras chamadas raios medulares.

Os raios medulares observados no lenho sdo unisseriados e raramente bisseriados.
Alguns raios unisseriados apresentam porcdes bisseriadas na zona central. A parte
bisseriada e central dos raios, relativamente curta, apresenta células pequenas
procumbentes ou achatadas. As margens unisseriadas, mais longas do que a parte

bisseriada sdo formadas por células maiores, mais alongadas e rectangulares (figura 18).
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As celulas radiais sdo pontuadas e algumas contém cristais de oxalato de célcio ou gréos

de amido (figura 18).

Estas células sdo muito importantes porque armazenam nutrientes durante periodos de
dorméncia da planta e conduzem substancias através de curtas distancias radiais. Estas
células podem comunicar com o parénquima axial existente, ocorrendo neste caso

plasmodesmos (figura 18).

Figura 18 - Raios medulares

A: Seccdo transversal do xilema onde séo visiveis o0s raios medulares e duas zonas de parénquima axial
(1), uma das quais em torno de um elemento de vaso (zona mais a esquerda). Raios medulares a
comunicarem com células axiais, ocorrendo plasmodesmos (setas). As restantes células presentes, de
parede espessa sdo as fibras (2). B: Secg¢do longitudinal do lenho onde se distingue um raio medular (3),
constituido por uma porcéo central bisseriada (4), e extremidades unisseriadas (5), com células mais
alongadas. Na regido bisseriada distingue-se a pontuagao das células (6).

(Barra da figura: A: 200um; B: 200um)

Os raios também podem passar adjacentes a traqueidos ou elementos de vaso (figuras
17 e 18). Como os elementos traqueais tém pontuacdes e as paredes das células radiais
nestas zonas sdo muito finas € possivel a comunicacdo entre ambas as células,
permitindo assim as trocas (figura 17 - A). Esta comunicacdo entre as células radiais e
os elementos traqueais € muito importante, principalmente no inicio da Primavera,
quando a planta comeca a necessitar das suas reservas de nutrientes, sendo o amido
acumulado nestas células o primeiro a ser digerido e a glucose passa deste modo para 0s
elementos traqueais para ser conduzida para 0s novos 6rgaos em crescimento (Mauseth,
2008).

Cada raio estende-se desde o xilema e passa 0 cambio vascular, atravessando por entre o
floema (figura 19). Deste modo, o tamanho, forma e nimero de raios no floema
coincide sempre com o de raios xilematicos, pois os primeiros sdo o prolongamento dos

segundos. Tal como acontece no xilema, também no floema os raios séo constituidos
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unicamente por células vivas, de parénquima, com fungdo de armazenamento (figura
19) (Mauseth, 2008).

Figura 19 - Cambio vascular
A: Porcdo de um lébulo de lenho interrompido por uma cunha de floema (1). Séo visiveis tiloses (2) e
uma banda de parénquima axial (3) no meio das fibras (4).

B: Pormenor do cambio vascular (5) onde é visivel do lado esquerdo as fibras do xilema (6) e do lado
direito as células do floema (7). No meio um raio medular (8) que atravessa os dois tecidos condutores.
(Barra da figura: A: 200pum; B: 100um)

As restantes células de parede bastante espessa, que se observam no lenho e que
ocupam quase a sua totalidade, em torno dos vasos, sdo as fibras de sustentacdo do
lenho (figuras 18 e 19). O facto destas fibras serem muito abundantes e de possuirem
parede muito espessa confere a madeira uma elevada resisténcia. Por outro lado, o facto
dos elementos de vaso estarem na sua maioria rodeados por fibras (figuras 18 e 19)
permite um aumento da sua resisténcia ao colapso pois a parede secundaria das fibras

constitui um reforco para a propria parede dos vasos (Mauseth, 2008).

Por entre as fibras de sustentacdo surgem por vezes massas de parénquima axial (figuras
18 e 19). Estas células sdo vivas, apresentam paredes muito finas e contornos
arredondados. No seu interior sdo visiveis grdos de amido (figura 18). Por vezes alguns
vasos encontram-se inseridos nestas bandas estando por isso totalmente rodeados por
células de parénquima axial (figura 18). Nesta situacdo o parénquima axial pode
funcionar como um revestimento de &gua a volta dos vasos, absorvendo o excesso de
agua, quando a agua perdida pelas folhas € reduzida (noites frias) e libertando agua

quando a perda desta é muito rapida (dias quentes) (Mauseth, 2008).

Como resultado da variacdo cambial caracteristica do caule desta liana, formam-se
cunhas de floema que interrompem o xilema (figura 19). Este desenvolvimento anémalo

resulta na formag&o dos diferentes I6bulos observados no caule.

50



3.2 Estudo Quimico

3.2.1 Caracterizagao quimica preliminar do extracto metanolico

O extracto metandlico foi submetido a um controlo cromatografico por cromatografia
em camada fina (TLC). Uma vez que ndo existia qualquer estudo preliminar desta
espécie e dentro do género apenas uma espécie americana ja se encontra a ser estudada,
pesquisaram-se 0s principais grupos quimicos referidos por Hegnaler (1964 e 1989)
como caracteristicos da familia Convolvulaceae: alcaloides, flavondides, taninos,
linhanos, terpenodides e compostos fendlicos. Para o efeito foram utilizados sistemas

cromatograficos constantes na tabela 3.

Os resultados obtidos por TLC, tendo em conta os sistemas utilizados (tabela 3) e as
caracteristicas das principais bandas observadas, revelaram a presenca de terpenos
(sistema S11 — fluorescéncias azul, verde e acastanhada ap0s revelacdo quimica com R.
LB) (Stahl, 1969), de linhanos (sistema S13 — fluorescéncias roxa, violeta, vermelho e
azul apds revelacdo quimica com um reagente de &cido sulfurico) (Opletal & Sovova,
2008), de acidos fenolicos (sistemas S5 a S9 — fluorescéncia verde ou azul esverdeada
apos revelacdo com R. Neu) (Wagner & Bladt, 1995), de taninos hidrolisaveis (sistemas
S5 a S8 — fluorescéncia azul apos revelacdo com R. Neu; sistema S9 — azul escuro apés
revelagdo com R. FeCl3) (Jork et al., 1990).

N&o foram detectados alcal6ides, flavondides ou taninos condensados neste estudo.

3.2.1.1 Extraccao alcaloidica

A néo deteccéo de alcaldides no estudo preliminar do extracto metandlico efectuado por
TLC justificou a execucdo de uma extracc¢ao direccionada para esta classe de compostos
pois os alcaldides encontram-se presentes na grande maioria dos géneros mais proximos
de Calycobolus (Jennet-Siems et al., 2005; Hueza et al., 2005).

3.2.1.2 Deteccao rapida de alcalbides no extracto alcaloidico

Para uma prévia e rapida detecgdo de alcaldides no extracto alcaloidico efectuaram-se as
reacdes gerais de precipitacdo de alcaldides. Utilizaram-se para o efeito os reagentes de
Mayer, Bouchardat e Draggendorf (Wagner, 1984). Os resultados obtidos encontram-se

descritos na tabela 12.
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Tabela 12 — Reacgdes gerais de precipitacao de alcalbides

Reaccdes gerais de precipitagdo de alcaldides

Reagente Detecgédo Resultados
Maver Solugdo amarela com formagéo de ositiva
Y precipitado amarelo-acastanhado P
Bouchardat Solugdo acastan_hgda com formacéo de positiva
precipitado roxo
Dragaendorf Solugéo castanha-avermelhada com ositiva
99 formac&o de precipitado acastanhado P

Foi possivel verificar que com os trés reagentes se obtiveram resultados positivos para a
presenca de alcaldides tendo-se confirmado a coloracdo caracteristica em cada ensaio e

a formacao do respectivo precipitado, apesar de reduzido.

Tendo em conta os resultados obtidos nos testes rapidos foi-se fazer a caracterizacdo do

extracto alcaloidico por TLC.

3.2.1.3 Pesquisa de alcaldides por TLC

O extracto alcaloidico foi analisado por TLC utilizando os sistemas descritos na tabela
3.

Este estudo foi efectuado em paralelo com o do extracto metandlico, sendo cada um dos
cromatogramas obtidos, observado a luz visivel e UV antes e ap0s revelacdo com
reagentes apropriados — Reagente de lodoplatinato e Reagente de Dragendorff (Wagner,

1984). Os resultados obtidos encontram-se representados na figura 20.

Verificou-se que nos diferentes sistemas utilizados ap6s pulverizacdo com 0s reagentes
referidos, a luz visivel ndo foi observada qualquer banda nem no extracto alcaloidico
nem no extracto metandlico, sendo apenas detectadas as bandas caracteristicas dos

padrdes usados como controlo.

No entanto, quando sujeitas a radiacdo UV, detectaram-se no extracto alcaloidico (Ca)

trés bandas com R; 0,52; 0,71 e 0,82 de fluorescéncia azul vivo intenso (figura 20).
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Estas bandas ndo apareceram no extracto metandlico, s
sendo observadas ap0s a extraccdo alcaloidica (vide
procedimento em 2.4.3) o que significa que no caule estes
compostos se encontravam sob a forma de combinagdes com
acidos, taninos ou outros constituintes (Wagner & Bladt,
1995).

Tendo em conta que se obtiveram resultados positivos nos
testes rapidos mas nos ensaios cromatograficos ndo se
conseguiu comprovar a presenca de alcaldides, devido a
auséncia de coloracdo caracteristica no visivel, apds a
pulverizagdo com os reagentes referidos, ndo se pode
garantir que as bandas observadas a luz UV eram referentes
a alcaldides. Assim, tendo em conta as caracteristicas destas

Figura 20 - Caracterizagdo
do extracto por TLC
Sistema S3, observacédo a 366
nm

Cm - extracto metandlico; 1 -
harmano; Ca - extracto
alcaloidico

trés bandas, desconfiamos poder tratar-se de glicorrezinas, metabolitos que existem

unicamente na familia Convolvulaceae (Eich, 2008).

3.2.2 Caracterizacdo quimica do extracto metanoélico por TLC

Tendo em conta os resultados obtidos na andlise preliminar do extracto, onde se

verificou que as principais classes de compostos presentes seriam terpenos, linhanos,

acidos fendlicos e taninos hidrolisaveis, efectuaram-se novos ensaios, recorrendo aos

mesmos sistemas cromatograficos utilizados anteriormente (tabela 3) com o intuito de

caracterizar e identificar as bandas maioritarias.

Sempre que possivel usaram-se padrdes adequados (tabela 1) para auxiliar a

identificacdo das bandas detectadas.

Para a caracterizacdo e identificacdo de terpenos no extracto usaram-se os diferentes

sistemas cromatograficos apropriados (tabela 3) com alguns padrdes representativos

desta classe (tabela 1). Os resultados obtidos encontram-se representados na tabela 13 e

figuras 21 e 22.
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Tabela 13 — Identificacdo de terpenos no extracto

Caracteristicas dos compostos apés revelacdo quimica com R.LB

R
Compostos ' Visivel UV a 366 nm
(sistema S11) | (sitema S12)
C1 0,55 0,46 Castanha-avermelhada | azul ¢/ centro ligeiramente rosado
p-sitosterol 0,55 0,46 Castanha-avermelhada | azul ¢/ centro ligeiramente rosado
(padréo)

Nos  diferentes  sistemas  cromatograficos
utilizados, apds pulverizacdo com o Reagente de
Lieberman e observacdo a luz visivel e radiagdo
UV, foi possivel a deteccdo de varias bandas
maioritarias de Ry entre 0,23 e 0,77 cujas

caracteristicas cromatogréficas sdo compativeis

com as esperadas para esta classe quimica (figuras

21 e 22). Figura 21 - Pesquisa de terpenos por
TLC usando o sistema S11

Tendo em conta as caracteristicas cromatograficas A — Observagao a luz visivel,
B — Observacgdo a luz UV a 366nm

(tabela 13) de uma destas bandas (Composto C1), 1 - p-sitosterol; Cm - extracto
. } . . N . metanolico; 2 - acido olendlico; C1 -
foi possivel a sua identificagdo como f-sitosterol  composto 1.

(figuras 21 e 22).

L
- - ) '

A presenca deste composto C1 (B-sitosterol) no extracto
ndo é de estranhar pois ele apresenta uma ampla
distribui¢do na natureza. Com efeito, o B-sitosterol é o
esterol mais comum nas plantas superiores (Crellin et al.,
1990).

Nos dois sistemas analisados verificou-se que no ponto
de aplicacdo ficaram retidos diversos compostos (figuras
21 e 22), devido provavelmente a sua elevada polaridade.

Figura 22 - Pesquisa de . ) o
terpenos por TLC usando o Para verificar se se tratariam de saponosidos efectuou-se
sistema S12

Observacdo a luz UV a 366nm

1 - betulina, 2 - p-sitosterol; 3 - compostos. Utilizou-se para o efeito o sistema S15
&cido arjunolico; Cm - extracto

metanolico; C1- composto 1. (tabela 13) e apos revelagdo com anisaldeido sulfdrico,

um sistema cromatografico direccionado para estes

observando a luz UV verificou-se a existéncia de numerosas bandas com fluorescéncias
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que variavam desde o azul, violeta, roxo ao vermelho. Comprovou-se assim a presenca

de saponinas no extracto metanolico (Wagner & Bladt, 1995).

Para identifcacdo e caracterizacdo dos acidos fendlicos previamente detectados na
analise preliminar do extracto, efectuaram-se diversas cromatografias usando diferentes

sistemas (tabela 3) e alguns padrdes representativos desta classe (tabela 1).

Os resultados obtidos, utilizando o sistema S6, encontram-se representados na figura 23.
A observacdo destes cromatogramas permitiu a identificacdo de numerosas bandas com
R entre 0,23 e 0,80 e fluorescéncia azul clara sob radiacdo UV a 254 nm e azul clara
intensa sob radiacdo UV a 366 nm antes de revelacdo quimica com o Reagente de Nel e
fluorescéncia azul esverdeada sob radiacdo UV a 254 nm e azul esverdeada muita
intensa a 366 nm apos revelacdo com este reagente (figura 23). Estas caracteristicas
cromatogréaficas sdo compativeis com a inclusdo destes compostos no grupo dos acidos
fendlicos (Wagner & Bladt, 1995).

Figura 23 - Pesquisa de compostos fenolicos por TLC usando o sistema S6

A: antes de revelagdo com R. Neu , observacdo a UV a 254 nm; B: apds revelagdo com R. Neu sob
radiacdo UV a 254 nm; C: antes de revelacdo com R. Neu, observacdo a 366 nm; D: apds revelagcdo com
R. Neu sob radiacdo UV a 366 nm;

1 — &cido cafeico; 2 — quercetina; 3 - ramnetina; 4 — isoramnetina; Cm — extracto metanélico; 5 — &cido
ferralico 6 — acido cindmico; 7 — &cido clorogénico; C2 — Composto 2
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Por comparagdo com os padrdes utilizados foi possivel a identificacdo de uma destas

bandas como acido clorogénico (tabela 14).

Tabela 14 — Identificacdo de acidos fendlicos no extracto

Caracteristicas dos compostos

R¢ UV a 254 nm UV a 366nm
Compostos .
(sistema S6)  Antes R. Neu  Ap6s R. Neu Antes R. Neu Apds R. Neu
C3 0,66 Azul claro | Azul claro intenso| Azul esverdeado Azul_esyerdeado
muito intenso
AC'c,jo. 0,66 Azul claro | Azul claro intenso| Azul esverdado Azul_esyerdeado
clorogénico muito intenso

Utilizando o sistema S6 detectou-se uma banda escura com R¢ 0,56 que ndo apresentava
qualquer fluorescéncia antes da revelacdo com R. Neili a 366 nm. Apds pulverizagédo
com este reagente, a banda revelou uma fluorescéncia azulada quando observada a 366
nm. As caracteristicas cromatogréaficas apresentadas por este composto sdo compativeis

com as de um tanino hidrolisavel.

Em sequéncia, foi efectuada nova cromatografia, usando um sistema direccionado para
esta classe de compostos (sistema S9), e como revelador uma solucdo de cloreto férrico
a 5%, sendo este ensaio realizado contra substancias de referéncia (padrdes) desta classe

quimica, nomeadamente &cido galhico, &cido elagico e etilgalhato.

Os resultados obtidos mostraram que, este composto, que apresentava um R 0,58 e
coloracdo azul escura acinzentada, apesar de ndo ter caracteristicas cromatograficas
semelhantes a qualquer um dos padrdes utilizados, era da mesma classe quimica (Jork et
al., 1990).

3.2.3 Caracterizacao do extracto por LC/UV

Para uma melhor caracterizacdo do extracto metandlico, este foi analisado por
cromatografia liquida de alta pressdao (HPLC), utilizando um detector de matriz de
diodos (LC/UV) (vide procedimento descrito em 2.6.3), sendo as condicdes utilizadas e

0s respectivos resultados apresentados na figura 24.
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Acidos fenolicos e ésteres de acidos fenolicos
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Minutes

Condigdes cromatogréficas:

Coluna: Nova-Pak Cg 4pum 150mmx3,9mm d.i., Waters com pré-coluna Nova-Pak Sentry C;5 Waters

Gradiente: MeOH-H,0 (0,1% HCOOH) 5:95 a 30:70 em 35 min, 30:70 a 100:0 em 10 min, 100:0 em 6 min, 100:0 a 5:95 em 4
min;1ml/min

Deteccédo: UV/Vis: Cromatograma a 280nm, Software Millenium 32 Waters; Espectros — registo de absorvéncia entre 210 e 450 nm

Figura 24 — Analise LC/UV do extracto metandlico
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Na figura 24 mostra-se o cromatograma obtido a 280 nm por analise LC/UV do extracto
metandlico e o espectro UV/Visivel (210-450 nm) das suas principais bandas. Por este
método foi possivel confirmar a presenca, neste extracto, de acidos fendlicos, taninos

galhicos e terpenos, sendo os acidos fendlicos os compostos maioritarios.

Durante o procedimento experimental, verificou-se que com este sistema uma grande
quantidade de compostos ficava retida na coluna e por isso decidiu-se fraccionar o
extracto e direccionar a sua analise apenas para a analise dos compostos maioritarios —

os acidos fendlicos.

3.2.3.1 Fraccionamento do extracto metanélico

Uma porcdo do extracto metandlico seco (5 mg) foi retomada numa mistura de
MeOH:H,0 (80:20) e submetida a um fraccionamento em cartucho C18 Sep Pak (vide
procedimento em 2.7.1), tendo-se obtido duas fracgbes (Cml e Cm2) que foram
concentradas a residuo seco. Obtiveram-se 3,1 mg da fraccdo Cm1 e 1,2 mg da fraccdo
Cma2.

Analisaram-se as duas fracgdes (Cml e Cm2) por LC/UV para comprovar se a

separacdo pretendida fora alcangada.

3.2.3.2 Caracterizacao das fracgdes Cml e Cm2

Nas figuras 25 e 26 apresentam-se 0s cromatogramas obtidos a 280 nm por anélise das
fraccGes Cml e Cm2 e os espectros UV/Visivel (210-450 nm) das suas principais
bandas. As condi¢bes cromatogréficas utilizadas foram as mesmas que se usaram

previamente para a analise do extracto metandlico.

Na identificacdo dos principais compostos e respectivos espectros utilizou-se a mesma
codificacdo usada previamente na analise do extracto metanolico, evidenciando-se deste

modo a reprodutividade do método.

Os resultados mostram que com o fraccionamento do extracto metandlico foi possivel
separar 0s principais compostos, sendo que, na fraccdo Cm1 predominam os compostos

fendlicos, mais polares, maioritarios no extracto.

58



343 545 }znl.a 5 80 3243 §&E0
216, pisa (| I—
2302 | / \ 5356
' 3 | |
v |
Y 1
W ||
_ 4185 M 430
fgis7 15,12 33 1g,13 16,87
\ 2157~ )
1 i Y
| 2840 15/ | ARE
AT L
1 n'l W W \
et ! v lII
® sy
K/ &/
26 58 20 34,05 ZF3a 34,88
™
23,9 [
|'l-lI .'l II
L/ \ 201 8
W ?'Zghl |
| i
9769 |
\ Q'. \
L \_3433 356,5 7
0,40 ?||
] 3
] 10
0,30 \
0,20+ /2
1 1 s 5 6 7 9
] \ = 3 4 / / o
o ‘ ¥ B o =] 11
0,101 ;:,| I 2 ey 4
- ] Smm I o @ =
13 =0 2 — s | g ™ 5 |
] | BhE s T 7 | &
Y IE».lfll:I b I1IJ|.IZIl:I I IlI‘IS!ODI b :‘!Dl.EICI b IEE!CDI b ;30.EICI b IBE!C'DI b IdC'!EICI t I-iE,COI b IEC'!EICI Y
Minutas

Condigdes cromatogréficas:

Coluna: Nova-Pak Cg 4pum 150mmx3,9mm d.i., Waters com pré-coluna Nova-Pak Sentry C;5 Waters

Gradiente: MeOH-H,0 (0,1% HCOOH) 5:95 a 30:70 em 35 min, 30:70 a 100:0 em 10 min, 100:0 em 6 min, 100:0 a 5:95 em 4

min;1Iml/min

Detecgdo: UV/Vis: Cromatograma a 280nm, Software Millenium 32 Waters

Espectros — registo de absorvéncia entre 210 e 450 nm

Figura 25 — Anélise LC/UV da fracgdo Cm1
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Minutes

Condigdes cromatograficas:

Coluna: Nova-Pak Ci3 4pm 150mmx3,9mm d.i., Waters com pré-coluna Nova-Pak Sentry C,3 Waters

Gradiente: MeOH-H,0 (0,1% HCOOH) 5:95 a 30:70 em 35 min, 30:70 a 100:0 em 10 min, 100:0 em 6 min, 100:0 a 5:95 em 4

min;1ml/min

Detecgdo: UV/Vis: Cromatograma a 280nm, Software Millenium 32 Waters

Espectros — registo de absorvéncia entre 210 e 450 nm

Figura 26 — Analise LC/UV da fracgdo Cm2

Os compostos 9, 10 e 11, com tg 26,7 min, tg 34,0 min e tg 34,9 min, respectivamente,

aparecem em ambas as fraccdes, sendo estes dois Ultimos maioritarios nas duas

fraccBes. Pela andlise dos seus espectros estes dois compostos parecem tratar-se de
isdmeros de um tanino galhico (Cai et al, 2005).
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Os terpenos, que ndo se conseguiram caracterizar de forma satisfatoria no extracto
metandlico inicial, ficaram maioritariamente na fraccdo Cm2, ndo sendo no entanto
também possivel a sua caracterizacdo nesta fraccdo, através do método LC/UV

utilizado.

Tendo-se verificado que com este fraccionamento se conseguiram manter 0s principais
constituintes do extracto na mesma fraccdo e com uma boa separacdo dos seus picos foi-
se analisar a fraccdo Cm1 pormenorizadamente, usando padrdes quando necessario, de

modo a identificar os compostos maioritarios do extracto.

O sistema cromatogréfico utilizado para esta caracterizacdo foi adaptado para a
posterior analise em LC/UV/ES-MS de modo a obter maior informacéo sobre as massas

moleculares dos constituintes maioritarios.

Sabendo que os compostos maioritarios eram os compostos fendlicos e que estes
facilmente isomerizam, o que se verificou nos cromatogramas obtidos de ambas as
fraccdes, utilizaram-se as condicdes cromatograficas estudadas por Clifford para a

analise estrutural de compostos fendlicos (Clifford et al, 2003).

Na figura 27 apresentam-se o cromatograma obtido a 280 nm, por analise da fraccdo
Cm1 e os espectros UV/Visivel (210-450 nm) das suas principais bandas, tendo sido as
condi¢Bes cromatogréficas utilizadas as mesmas que se iriam usar posteriormente na
anélise em LC/UV/ES-MS.

A codificacdo usada na identificacdo dos principais compostos e respectivos espectros
foi a mesma que se usou nas analises anteriores, permitindo deste modo uma correcta
identificacdo de cada composto, tendo em conta os diferentes tempos de retencdo

resultantes das diferentes condi¢fes cromatogréaficas utilizadas.

A andlise do cromatograma obtido e dos espectros UV/Visivel (210-450 nm) das
principais bandas da fraccdo Cml confirmou que os compostos maioritarios eram

efectivamente derivados polifendlicos (figura 27).

Nas tabelas 15 e 16 sdo apresentadas as caracteristicas cromatograficas dos compostos

maioritarios.
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Minutes

Condigdes cromatogréficas:

Coluna: Atlantis T3 100mmx2,1mm d.i., Waters com pré-coluna Atlantis T3, WatersGradiente: MeOH-H,O (0,1% HCOOH)
15:85 a 90:10 em 50 min, 90:10 a 100:0 em 3 min, 100:0 em 5 min, 100:0 a 15:85 em 2 min; 0,2ml/min
Detecgdo: UV/Vis: Cromatograma a 280nm, Software Millenium 32 Waters

Espectros — registo de absorvéncia entre 210 e 450 nm

Figura 27 — Caracterizacao por LC/UV da fraccdo Cm1l

Os espectros dos compostos 1, 2, 5, 6 e 7 mostraram perfis cromatograficos muito

semelhantes, compativeis com a sua inclusdo no grupo dos derivados cafeoil-quinicos
(figura 27 e tabela 15) (Clifford et al, 2003).
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Tabela 15 - Caracteristicas LC/UV dos derivados cafeoil-quinicos presentes na fraccdo CM1

Caracteristicas cromatograficas dos compostos
Compostos tr (min) Amax (NM)
1 11,0 221,6; 326,7
2 12,1 218; 326,7
5 23,2 218; 299,4; 326,7
6 24.8 219,2; 327,9
7 26,0 218; 300,6; 329,1
acido clorogénico 9,5 218; 241,5; 326,7
(padrao) 11,7 220,4; 241,5; 298,2

Por injeccdo de uma solucdo metandlica de padrdo de &cido clorogénico, foi também
verificada a existéncia de duas formas isoméricas, com tg 9,5 e 11,7 min,
correspondentes ao esperado para a mistura de isomeros acido clorogénico / acido iso-

clorogénico, espectavel em meio acido, tal como o utilizado (Clifford et al, 2003).

A presenca do acido clorogénico no extracto metandlico tinha sido ja verificada no

decurso da analise por TLC.

No entanto, o termo acido clorogénico (ACG) € actualmente usado para designar nao sé
um composto mas uma familia de ésteres formados pela esterificacdo de um ou mais

derivados do acido trans-cindmico com o &cido quinico (De Maria & Moreira, 2004).

Para além dos derivados cafeoil-quinicos, sdo detectados ainda 3 compostos (9, 10 e 11)
com tg 35,2, 44,5 e 45,3 min, cujas caracteristicas espectrais 0s enquadram no grupo

dos galhotaninos (figura 27 e tabela 16).

Tabela 16 - Caracteristicas LC/UV dos derivados galhotaninos detectados na fraccdo CM1

Caracteristicas cromatograficas dos compostos
Compostos tr (Min) Amax (NM)
9 35,2 232,1;278,2
10 44,5 221,6; 271,0
11 45,3 220,4; 272,2
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3.2.4 Analise LC/UV/ES-MS

Para a identificacdo inequivoca dos isomeros do acido clorogénico recorreu-se a analise
dos resultados obtidos em LC/UV/ES-MS, em modo negativo. A metodologia utilizada
encontra-se descrita em 2.6.4.

De acordo com os estudos desenvolvidos por Clifford é possivel definir os acidos
clorogénicos pelos seus iGes moleculares e distinguir isomeros posicionais de acordo
com o seu padréo de fragmentacdo (Clifford et al., 2003; Zheng & Clifford, 2008).

Os resultados da analise LC/UV/ES-MS efectuada com a fraccdo CM1 sdo apresentados

na figura 28.
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Figura 28 — Analise LC/UV/ES-MS da fraccdo Cm1 (tr < 30,0)

Comparando este cromatograma com o obtido em LC/UV verificou-se uma ligeira
diminuicdo nos tempos de retengdo e a auséncia de um numero elevado de picos
relativos a isomeros do acido clorogénico. No entanto, comparando 0s cromatogramas
obtidos podemos associar 0s compostos 1 e 2 ao composto C3, com tg 9,60 min e 0s
compostos 6 e 7 ao composto C4 com tg 23,32 min. Consideramos deste modo que o
composto C3 é constituido pela mistura dos isomeros 1 e 2 e o composto C4 ¢é
constituido pela mistura dos isomeros 6 e 7.

Comparando os espectros de absorvancia no UV/Visivel (210-450 nm) destes dois
compostos (C3 e C4) verifica-se que apresentam bandas de absorvancia distintas (figura
29).
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Figura 29 — Espectros UV/Visivel dos compostos C3 e C4

O composto C3 apresenta um espectro de absorvancia no UV/Vis com Amsx MeOH: 237,
326 nm enguanto o composto C4 apresenta um espectro de absorvancia no UV/Vis com
Amax MeOH: 235, 301, 328 nm.

Os dados relativos as caracteristicas do espectro de massa que permitem a identificacao

destes dois compostos encontram-se resumidos na tabela 17.

Tabela 17 — Informacéo estrutural LC/UV/ES-MS dos compostos C3 e C4

Caracteristicas dos compostos
t EM* EM? EM?
Compostos |, 130 Fra
min x gmentos x Fragmentos
(min) molecular ol secundarios ol secundarios
C3 9,60 352,84 191,08 178,83 84,79 126,75 170,73
C4 23,32 514.84 352.94 173,01 178.91 | 191.10
3.2.4.1 Composto C3

O composto C3 apresentou um ido pseudomolecular [M-H] a m/z 352,84 (figura 30 e
tabela 17). Este composto, correspondente a uma massa molecular de 354 um.a é
concordante com a presenca de um éster do &cido cafeoilquinico (ACQ). Esta
identidade € confirmada pela presenca do fragmento m/z 191,08 [M-161-H]
correspondente a perda de um residuo do acido cafeico e o fragmento m/z 178,83 [M-
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174-H]  correspondente a perda de um residuo do acido quinico (De Maria & Moreira,
2004).
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Figura 30 — Espectros ES-MS" do composto C3

Sabendo que na natureza existem trés isomeros (3- cafeoilquinico, 4- cafeoilquinico e 5-
cafeoilquinico) analisaram-se os fragmentos obtidos e compararam-se com os valores da
literatura (Clifford et al., 2003).

Segundo Clifford os isdbmeros 3-ACQ e 5-ACQ apresentam padrdes de fragmentagédo
similares. Ambos apresentam 0 mesmo id0 molecular de m/z 191,08. A sua
diferenciacdo torna-se possivel porque apenas o isémero 5-ACQ apresenta um
fragmento secundério (ES-MS?) a m/z 161 4.

O isdmero 4-ACQ distingue-se facilmente dos outros por apresentar um ido molecular a

m/z 173,5 resultante da perda de um grupo cafeoilico e de uma molécula de agua.

Analisando os fragmentos i6nicos obtidos por anélise LC/ES-MS? da nossa amostra,
ndo é visivel nenhum fragmento a m/z 161,4. Este facto, adicionado do facto de se ter

observado o fragmento a m/z 178,83, o qual raramente aparece no isomero 5-ACQ
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(Clifford et al, 2003), permite que se conclua serem os resultados obtidos compativeis

com a identificacdo do composto C3 como &cido 3-cafeolquinico (3-ACQ):

HO

OH

HO

Composto C3: 4cido 3-cafeoilquinico

3.2.4.2 Composto C4

Os dados ES-MS do pico referente ao composto C4, mostraram a existéncia de um pico
100% a 514,84 (m/z), correspondente a uma massa molecular de 516 u.m.a (figura 31 e
tabela 17). Estes resultados sdo concordantes com a presenca de um éster de duas
moléculas de &cido cafeico com uma de &cido quinico (acido dicafeoilquinico — diACQ)

(Clifford et al, 2003).
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Esta estrutura é compativel com a presenca do fragmento m/z 352,94 [M-161-H]
verificado por analise ES-MS? do pico principal, correspondente & perda de um residuo
de &cido cafeico (-161 u.m.a) e pelo fragmento minoritario m/z 191,10 [M-161-161-H]
correspondente a um residuo de acido quinico, resultante da perda combinada de dois
residuos de acido cafeico (Clifford et al, 2003).

Na natureza existem trés isomeros desta estrutura basica (3,4-diACQ, 3,5-diACQ e 4,5-
diACQ). Para elucidar qual o isbmero presente no extracto analisaram-se os fragmentos
obtidos e compararam-se 0s valores de m/z destes com o0s valores constantes na
literatura (Clifford et al., 2003).

Segundo Clifford (2003) os isémeros 3,5-diACQ e 4,5-diACQ apresentam padrdes de
fragmentacdo similares. O isémero 3,4-diACQ apresenta por seu lado fragmentos
Unicos, sendo por isso facilmente distinguido dos outros dois (De Maria & Moreira,
2004). A diferenca esta na anélise ES-MS? do pico principal dos trés isémeros, onde 0s
fragmentos m/z 173,5 e m/z 335,6 sdo encontrados exclusivamente no espectro de
massas do isomero 3,4-diACQ (De Maria & Moreira, 2004).

Analisando os fragmentos i6nicos obtidos por ES-MS? ndo se encontrou nenhum
fragmento a m/z 335,6, pelo que a possibilidade de estarmos na presenca do isdmero
3,4-diACQ fica afastada.

De modo a distinguir entre os isomeros 3,5-diIACQ e 4,5-diACQ analisou-se a
abundancia relativa de cada fragmento obtido:

A presenca do ido base m/z 173,01 e a existéncia do fragmento minoritario a m/z 191,10
leva-nos a concluir que estamos perante a presenca do isomero 4,5-diACQ uma vez que,
caso se tratasse do isémero 3,5-diACQ estes fragmentos apareciam trocados, sendo
maioritario o fragmento m/z 191,10 e o fragmento m/z 173,01 minoritario (De Maria &
Moreira, 2004).

Esta diferenca pode ser explicada porque a remocdo de um residuo cafeoilico se faz
muito mais facilmente se este se encontrar na posicdo C3 ou C5. Na posicdo C4 a
estabilidade do residuo é muito elevada devido a conformacédo do isomero (Clifford et
al., 2003)
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Os dados de espectrometria de massa apresentados levam assim a que se proponha a

identidade do composto C4 como &cido 4,5-dicafeoilquinico (4,5-diACQ):

HO COOH
R4 Ry
0
HO o
0 0 OH
= OH
OH
OH

Composto C4: cido 4,5-dicafeoilquinico

3.2.4.3 Taninos galhicos

Analisando a parte final do cromatograma (tg > 30 min) da fraccdo Cm1 obtido por
LC/UV/ES-MS detectaram-se trés compostos cujas caracteristicas espectrais permitiram

a sua incluséo no grupo dos taninos galhicos (figura 32 e tabela 18) (Cai et al, 2005).
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Figura 32 — Anélise LC/UV/ES-MS da fraccdo Cm1 (tg > 30 min)
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Tabela 18 — Informacéo estrutural LC/UV/ES-MS dos compostos C5, C6 e C7

Caracteristicas dos compostos

Compostos tr (Min) [M-HT Espectro UV/Vis Apax (NM)
C5 33,48 1175,33 236; 270
C6 42,51 723,11 235; 268
C7 43,36 723,11 235; 271

Os espectros de massa destes trés compostos encontram-se representados nas figuras 33,
34 e 35.
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O composto C7 mostrou um ido pseudomolecular a m/z 723,13, ndo sendo possivel a

sua posterior fragmentacéo, nas condi¢des de ensaio utilizadas (figura 35).

Contrariamente, os compostos C5 e C6 originaram uma resposta massica espectral
discernivel, distinguindo-se facilmente os seus i6es moleculares e fragmentos (figuras
33 e 34).

No entanto, devido a sua complexidade e na auséncia de outros dados que pudessem
elucidar a sua estrutura (espectrometria de ressonancia magnética nuclear - NMR) ou de
dados bibliograficos para comparacdo com os fragmentos obtidos néo foi possivel a sua

identificacdo no decorrer deste estudo.

3.3 Estudos de Actividade Biologica

3.3.1 Rastreio da actividade antimicrobiana

Os resultados dos testes de rastreio de actividade antimicrobiana (vide procedimento
descrito em 2.5.1) realizados com o extracto metanolico do caule de C. heudelotii contra
as estirpes de referéncia de Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus, sao
apresentados na tabela 19.

Tabela 19 — Actividade antimicrobiana do extracto metandlico

Actividade antimicrobiana

Microorganismos testados | Concentracdo inibitoria minima — CIM
(ng/ml)

Candida albicans 312,5

Escherichia coli 312,5

Enterococcus faecalis 625

Pseudomonas aeruginosa 312,5/625

Staphylococcus aureus —

Micrococcus luteus 156,25

(-) - ndo activo

72



A anélise dos resultados obtidos mostrou que, no intervalo de concentracGes testado
(5000 e 48 pg/ml), o extracto possui ligeira actividade antimicrobiana contra todos os

microrganismos testados a excepcao de S. aureus.

Entre os microorganismos testados, M. luteus foi 0 que mostrou maior sensibilidade,

sendo necessaria uma concentragdo de 156,25 ug/ml para inibir o seu crescimento.

Para a inibicdo do crescimento das estirpes de C. albicans e E. coli foi necessaria uma
concentracdo de 312,5 pg/ml. Apesar de se ter verificado actividade contra P.
aeruginosa, os resultados obtidos ndo foram muito conclusivos quanto ao valor exacto
da CIM uma vez que se obtiveram algumas variagdes nos diferentes ensaios. O
microrganismo que exibiu menor sensibilidade ao extracto foi E. faecalis, com uma
CIM de 625 pg/ml.

Os resultados obtidos contra o M. luteus revelam-se bastante importantes pois esta
bactéria além de comensal da pele e mucosa nasal pode ainda ser encontrada em
qualgquer ambiente onde a temperatura ronde os 37 °C. Deste modo pode estar presente
em solos contaminados ou produtos alimenticios sendo por isso a sua transmissao muito
facil. Tendo em conta estas caracteristicas facilmente se compreende que nos tropicos
africanos, qualquer lesdo externa facil e rapidamente sera contaminada por esta bactéria
(Kocur et al., 2006). Tendo em conta estes dados, a actividade demonstrada contra este
microrganismo € um indicador relevante que pode explicar a sua utilizacdo nos paises
em desenvolvimento. A actividade demonstrada contra C. albicans, E. coli e E. faecalis

vem reforgar também o uso tradicional do caule no tratamento de feridas.

Os resultados obtidos contra a P. aeruginosa, revelam-se importantes porque esta € uma
bactéria oportunista que facilmente coloniza os doentes bastante debilitados. E a
principal responsavel pelas infeccBes nos centros hospitalares, trazendo consigo uma
taxa de mortalidade entre os 40 e 60% (Fick, 1993).

Assim, a actividade verificada para o extracto de C. heudelotii contra este
microrganismo pode, apos confirmacdo, justificar a utilizagdo desta planta medicinal
ndo sé nas regides remotas dos paises africanos, onde a planta é usada pelos curandeiros
mas também nos centros hospitalares destes paises, onde 0S recursos e 0 acesso a

antibidticos é muito escasso ou na maioria dos casos inexistente.
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3.3.2 Actividade Antioxidante

Tendo em conta a utilizacdo tradicional do caule no tratamento de lesdes na pele e os
resultados obtidos no screening dos principais grupos metabélicos onde se identificou
como maioritéria a presenga de &cidos fendlicos e terpenos e também linhanos, apesar
da pesquisa destes ultimos néo ter sido aprofundada, resolveu-se verificar se o extracto
seria dotado de actividade antioxidante e quais as classes de compostos quimicos

possuidores dessa actividade.

Utilizou-se 0 método bioautografico directo (vide procedimento descrito em 2.6.2) com

0s sistemas cromatograficos constantes na tabela 4.
Os resultados obtidos, sumariados nos paragrafos seguintes e na figura 36, mostraram:

- A existéncia de bandas com R: entre 0,23 e 0,80 que apresentavam actividade
antioxidante, apresentando estas bandas fluorescéncia azul esverdeada intensa (A=366

nm), o que é compativel com a sua identidade fendlica (sistema Al).

- Este extracto mostrou ainda ter também na sua composicdo compostos fendlicos de
elevada polaridade (sistema A2), possuidores de actividade antioxidante, sendo o seu
comportamento cromatografico também compativel com a sua identidade fenolica
(figura 36).

Figura 36 - Determinagdo da actividade antioxidante por bioautografia
usando o sistema A2

A — Observacdo no visivel apés pulverizacdo com DPPH; B — Observagdo a 366nm
apos pulverizagdo com R.1.; C — Observacao a 254 nm ap0s pulverizagdo com R.1.
Cm — extracto metandlico; 1 - 2 e 3-terc-butil-4-hidroxianizol; 1 — Harmano; Ca —
extracto alcaloidico

- No extracto alcaloidico (Ca) distinguiram-se varias bandas com actividade
antioxidante de R; entre 0,29 e 0,88 (Sisterma A2) (figura 36). Na parte da placa
revelada com R.I, a 366 nm sdo visiveis trés bandas com R; 0,52, 0,71 e 0,88 que
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apresentam fluorescéncia azul intensa. As bandas com R; 0,71 e 0,88 apresentam
actividade antioxidante. Sob radiacdo UV a 254 nm as vérias bandas que apresentam
actividade antioxidante ndo apresentam qualquer fluorescéncia ao contrario do padrao
utilizado (Figura 36-C). Este comprimento de onda permite distinguir 9 bandas de Rs
entre 0,29 e 0,88, sendo as trés mais intensas aquelas que apresentaram fluorescéncia
azul a 366 nm e que, devido as suas caracteristicas cromatograficas desconfiamos
poderem ser glicorresinas (Eich, 2008). As restantes bandas ndo se distinguem muito

bem a 366 nm, ficando a ddvida se pertencerdo todas a mesma classe de compostos.

- Detectaram-se ainda diversas bandas com R; entre 0,23 e 0,77 com actividade
antioxidante que apresentavam coloracdo castanha-avermelhada quando observadas a
luz visivel e fluorescéncia desde o amarelo, azul, violeta ao vermelho sob radia¢do UV a
366 nm (sistema A3) o que é compativel com a presenca de terpenos. Esta classe tem
representantes em quase todos as espécies vegetais e por isso as suas propriedades

antioxidantes encontram-se vastamente estudadas (Grassman, 2005).

- O extracto metanolico apresentou ainda diversas bandas com actividade antioxidante
que manifestaram fluorescéncia de diferentes tonalidades de vermelho, violeta, roxo e
azul sob radiacdo UV a 366 nm (sistema A4) compativel com a presenca de linhanos
(Opletal & Sovova, 2008).

O facto de o extracto possuir actividade antioxidante torna-se muito importante para o
processo de cicatrizagdo da ferida ja que vai suprimir os radicais livres e outras espécies

oxidantes existentes nesse local.

Tendo em conta os resultados obtidos, a actividade antioxidante do extracto foi
comprovada e deve-se principalmente & presenca dos compostos fendlicos, terpenos e
linhanos. Os compostos fendlicos, devido as suas propriedades redutoras, desempenham
assim um papel muito importante na adsor¢do e neutralizagdo de radicais livres
(Pattanayak & Sunita, 2008). Existem ja diversos estudos que comprovam o grande
potencial sequestrador de espécies reactivas de oxigénio dos derivados do é&cido

clorogénico identificados no extracto (Terpinc & Abramovic, 2010).

Dentro da classe dos terpenos, foi identificado no extracto o -sitosterol, para o qual foi
ja reportada actividade anti-inflamatdria, antipirética, antiulcerosa, antidiabética e
anticancerigena assim como alguma relagdo no controlo da artrite reumatoide.

Recentemente, verificou-se que o B-sitosterol estimula a proliferagdo de leucécitos a
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nivel periférico e aumenta significativamente a actividade de citoquinas, interleucina 2 e
interferdo vy, desempenhando assim um papel importante na defesa imunitaria
(Chattopadhyay et al., 2002). Tendo em conta estas propriedades, torna-se evidente que
a presenca deste composto no extracto também contribui para o processo de cicatrizacéo

de feridas.

A presenca de diferentes classes de compostos com propriedades antioxidantes no
extracto torna-se numa mais-valia pois a sua interac¢do é muito importante, resultando

na maioria dos casos efeitos cumulativos (Grassman, 2005).

Por outro lado, o efeito sinérgico entre a actividade antimicrobiana e antioxidante

acelera o processo de cicatrizacao de feridas.

3.3.3. Toxicidade aguda

Os resultados da avaliacao da toxicidade aguda in vivo sdo apresentados na tabela 20.

Tabela 20 - Determinagéo da toxicidade aguda in vivo

Toxicidade aguda
Sobrevivéncia as 24 e 48 horas
Grupos

n 24 48
Controlo 1 8 8 8
Cm 500 mg/Kg 8 8 8
Cm 1000 mg/Kg 8 8 8
Cm 1500 mg/Kg 8 8 8
Controlo 2 6 6 6
Cm 300 mg/Kg 4 4 4
Cm 600 mg/Kg 4 4 4
Cm 1200 mg/Kg 4 4 4

No estudo de toxicidade aguda efectuado n&o foi observada qualquer alteracédo
comportamental ou qualquer outro sinal visivel de toxicidade, nos diferentes grupos de

animais.
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O extracto revelou assim apresentar uma baixa toxicidade aguda sendo a sua DL50
superior a 1500 mg/Kg (tabela 20).

Para testar os possiveis efeitos toxicos do extracto foram doseados os principais

marcadores de lesdo em diferentes tecidos:

e Anivel da toxicidade hepatica dosearam-se as enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST).

e A enzima lactato desidrogenase (LDH) foi utilizada como marcador de lesdes
inespecificas de 6rgdo.

e Para avaliar o efeito do extracto a nivel do musculo cardiaco e cérebro doseou-se
a enzima creatinofosfogquinase (CK-MB).

e As alteracBes a nivel renal foram-se avaliadas através do doseamento dos

marcadores creatinina e ureia.

Os resultados obtidos, ap6s tratamento estatistico apropriado (vide procedimento em

2.5.2.5) encontram-se resumidos na tabela 21.

Tabela 21 - Efeitos da administracdo intra-peritonial do extracto nas concentracdes séricas de
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), lactato desidrogenase

(LDH), creatinofosfoquinase (CK-MB), creatinina e ureia

Efeitos do extracto nos principais marcadores de lesdo

Grupos (f‘ﬁg) AST (UL) ~ LDH (U/L) C(ﬁ'/'\lf')B C{%}gg‘a (r%%ﬁ)
Controlo 1 300+29  886+79 | 42344552 | 1646+183 | 03+01 30929
Cm500 mg/Kg | 255+2,1 | 100,1+45 | 14554+1258 | 400,6+247 | 02+00 | 41,0+29
Cm 1000 mg/Kg 254 +2,9 | 97,2+43  11150+119,1  3045+265 02+00 | 339+08
Cm 1500 mg/Kg | 21,5+34 | 10814201 | 64744577 | 2742+309 | 0,1+0,0 | 294+0,6
Controlo 2 21,0426 151,5+33,3 | 12852+ 2663 - 02+0,0 | 443+22
Cm300 mg/Kg | 14,3+ 14  1344+253 | 1533,5 + 4407 _ 02+0,0 | 46,5+23
Cm600 mg/Kg | 13,6+ 1,8 | 102,6+17,4 | 1510,3 + 495,7 _ 02+0,0 | 46,8+4,3
Cm 1200 mg/Kg | 20,2 +2,1 | 150,757 | 1312,3 + 2643 _ 02+0,0 | 41,7+30

% os valores sio expressos em média + desvio padrio apds analise estatistica ANOVA seguida do teste de

Bonferroni. Considerou-se um nivel de significancia de 5%.
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Analisando os niveis das enzimas hepaticas (AST e ALT) pode constatar-se que o

extracto ndo causou nenhum aumento sérico significativo (tabela 21 e figura 37).

)
@
1

150+

-
30 _
25 [ — . _
" gl (5 J— —
S5 204 =)
E ] E 50
10
5-
] T T 0 T T
> S ) ) > ] ) D
oss" S & K O{\«s" & & M
© & ¥ W7 © » S S
60 a) ho) o
o
) o o ) o <
o N N 3 ¥ »

Figura 37 - Niveis sanguineos de ALT (U/L) Figura 38 - Niveis sanguineos de AST (U/L) 24
24 h ap6s a administracdo da segunda dose h ap6s a administracdo da segunda dose de
de extracto extracto

Os niveis de AST aumentaram ligeiramente mas ndo o suficiente para se considerar a
toxicidade do extracto pois mesmo para a dose mais alta (1500 mg/Kg), onde se
verificou 0 maior aumento de AST (108,1 U/L), os valores pouco se afastaram do
obtido no grupo controlo (88,6 U/L). Este ligeiro aumento verificado nos niveis de AST
pode ser devido a outra causa pois estudos recentes revelam que o aumento dos niveis
séricos das enzimas hepaticas pode ser devido a outras condi¢Ges patologicas que néo a

lesdo hepatica, tais como lesdes musculares (Nathwani et al., 2005).

Verificou-se que em todas as doses em estudo, os niveis séricos de ALT foram
inferiores aos do grupo controlo (tabela 21 e figura 37), o que revela ndo um efeito de
lesdo hepatica mas pelo contrario um efeito protector. Esta diminuicdo deve-se
provavelmente a elevada quantidade de compostos antioxidantes encontrados no
extracto — compostos fendlicos, terpenos e ainda linhanos.

As propriedades antioxidantes destes compostos sdo ja amplamente conhecidas,
existindo mesmo estudos em espécies proximas do género Calycobolus, cuja actividade
protectora da funcdo hepética e renal se deve aos seus constituintes maioritarios da
classe dos linhanos e derivados do &cido quinico (Yen et al., 2007).

As figuras 39 e 40 representam os resultados obtidos no doseamento da creatinina e

ureia.
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Figura 39 - Niveis sanguineos de creatinina Figura 40 - Niveis sanguineos de ureia
(mg/dl) 24 h apés a administracdo da (mg/dl) 24 h apdés a administracdo da
segunda dose de extracto segunda dose de extracto

Analisando os resultados obtidos verifica-se que em todos 0s grupos experimentais
ocorreu em decréscimo dos niveis sanguineos de creatinina e ureia em comparagdo com
o0 grupo controlo. Esta diminuigédo foi mais acentuada no grupo que recebeu a dose mais
forte (1500 mg/Kg), onde a concentracao de creatinina foi de 0,1 mg/dl e a concentragéo
de ureia de 29,4 mg/dl. Estes resultados permitem-nos deduzir que o extracto testado
apresenta um efeito protector a nivel renal. Tendo em conta os resultados obtidos no
estudo fitoquimico podemos associar este efeito protector provavelmente a presenca de
compostos com propriedades antioxidantes no extracto. O potencial terapéutico da
utilizacdo de antioxidantes e outras espécies redutoras na protec¢do da fungéo renal e na
reducdo de calculos renais encontra-se ja amplamente estudado (Khan, 2005).

Analisando os resultados obtidos no doseamento da enzima CK-MB (tabela 21 e figura
41) verifica-se que houve um aumento singificativo dos niveis séricos desta enzima em

todos os grupos experimentais.
450 1

40, — No grupo controlo o nivel sérico de CK-
g = MB foi de 164,6 U/L e na dose mais baixa
é §§2 __ (500 mg/Kg) verificou-se que o valor subiu
5 o0 para 0s 400,6 U/L.

52' : , Analisando 0s grupos experimentais onde
000‘@ \\;5’6 & \ﬁb se usaram doses mais altas (1000 e 1500
& £ mg/Kg) verificou-se que com o aumento da

dose de extracto testada, a concentracdo do
Figura 41 — Niveis sanguineos de CK-MB ) o
(UL) 24 h apés a administracdo da  biomarcador diminuiu (304,5 U/L para a

segunda dose de extracto
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dose 1000 mg/Kg e 274,2 U/L para a dose 1500 mg/Kg) o que pode ser devido ao
aumento dos niveis de compostos antioxidantes que desempenham assim um papel
protector, inibindo possiveis espécies oxidantes presentes. Isto porque um dos factores
responsaveis pela depressdo da funcdo cardiaca e contractilidade s&o os radicais livres
de oxigénio (Kapoor et al., 1997).
Outra razdo para este decréscimo pode ser pelo facto de o extracto apresentar uma
solubilidade dificil para concentracdes mais elevadas. Assim, pode eventualmente
existir algum composto com alguma toxicidade que tenha sido dissolvido na solucao
com a dose mais baixa mas a medida que se aumentou a concentracdo, devido a
saturacdo a sua dissolucdo ja ndo se efectuou completamente e por isso esse composto
ndo tera sido absorvido. Apesar do estudo quimico ndo ter sido direccionado para a
pesquisa de glicorresinas, sabemos que estas sdo caracteristicas da familia
Convolvulaceae. Estes compostos apresentam estruturas altamente complexas, elevados
pesos moleculares e a sua separacao e identificacdo torna-se por isso muito dificil. A
Sua presenca no nosso extracto pode justificar os resultados obtidos ja que muitos destes
compostos apresentam propriedades citotdxicas. Assim, no grupo experimental tratado
com a dose mais baixa do extracto (500 mg/Kg) estes compostos poderiam estar
presentes manifestando-se a sua toxicidade. Nas doses mais altas, a sua completa
dissolucdo ndo se tera efectuado prevalecendo a actividade protectora dos constituintes
maioritarios.
Os resultados obtidos no doseamento da LDH encontram-se representados na figura 42.
Verifica-se que houve um aumento dos

20004
niveis séricos de LDH em todos os

grupos experimentais (tabela 21).

1000 4 . .
Os  grupos  experimentais  que

LDH (U/L)

= apresentaram maiores niveis séricos de

0 - - LDH foram os sujeito as doses mais
baixas. No ensaio em que a dose mais
baixa foi a de 500 mg/Kg, o doseamento
Figura 42 - Niveis sanguineos de LDH (U/L) de LDH foi de 1455,4 U/L. No segundo
24 h apos a administragdo da segunda dose  ensaio realizado, no qual foi usada como
de extracto
dose mais fraca a de 300 mg/Kg, o
doseamento de LDH foi de 1533,5 U/L. Com o aumento da dose em estudo, verificou-

se que houve um decréscimo dos niveis séricos de LDH, sendo o valor mais baixo
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(647,4 U/L) observado no grupo experimental sujeito a dose mais alta (1500 mg/Kg)
(tabela 21).

O aumento dos niveis séricos de LDH verificado em todos os grupos experimentais
significa que ocorreu leséo celular a nivel de um ou mais 6rgdos. No entanto, com o
aumento da dose testada, o efeito toxico foi menor o que podera ser justificado pela
presenca no extracto de algum composto que apresente toxicidade mas devido a sua
fraca solubilidade, esteja presente apenas em doses mais baixas, tornando-se insoltvel a
medida que se concentra o extracto. Tal como referimos anteriormente suspeitamos
poder tratar-se de uma glicorresina. Assim, no grupo que recebeu a dose mais alta (1500
mg/Kg) ndo se terdo manifestado os efeitos nefastos deste ou destes compostos devido a
sua baixa solubilidade, sobrepondo-se antes as caracteristicas antioxidantes protectoras
dos compostos maioritarios do extracto. Tendo em conta os restantes biomarcadores
avaliados, o aumento dos niveis séricos de LDH parece coincidir com o aumento dos
niveis de CK-MB (tabela 21). Assim, a lesdo celular manifestada pelos niveis de LDH

pode ser , provavelmente associado a uma leséo cerebral e/ou cardiaca.
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Conclusdes e perspectivas

O estudo etnofarmacoldgico por nos realizado envolveu a determinacdo da actividade
antimicrobiana do extracto metandlico do caule de Calycobolus heudelotii, usado
tradicionalmente na Guiné-Bissau para o tratamento de lesdes, feridas ou inflamacdes
na pele. Sendo este o primeiro estudo que envolve esta planta, para além da actividade
bioldgica e toxicidade, entendeu-se ser importante fazer a sua caracterizagdo
morfoldgica e estudo fitoquimico, contribuindo assim para o conhecimento geral desta
planta medicinal.

Os resultados morfolégicos, quimicos e bioldgicos dos estudos realizados foram
apresentados e discutidos ao longo da presente tese, sendo as respectivas conclusdes
sumariadas nos paragrafos seguintes.

A anélise morfoldgica por nés efectuada permitiu estabelecer os principais elementos de
diagnose botanica necessarios para a correcta caracterizacao e identificacdo do caule de
C. heudelotii.

Da analise morfoldgica macroscopica do caule verificou-se que este se caracteriza por
apresentar uma estrutura ondulada e ndo cilindrica, como se fosse constituido por um
conjunto de feixes entrelacados entre si. Em corte transversal a sua principal
caracteristica é a segmentacao do lenho em numerosos l6bulos de tamanhos e contornos
irregulares, organizados de forma concéntrica.

A nivel microscopico o caule caracteriza-se pela presenca de diferentes tipos de
esclereideos no parénquima cortical, que podem surgir isolados, de tamanhos
compreendidos entre 0s 55,07 um e os 142,53 um ou em aglomerados cujas dimensdes
variam entre 0s 86,24 pum e 285,51 um. Podem apresentar contornos regulares ou
ramificages revelando um crescimento interposicional. Os grédos de amido possuem
contornos poliédricos, sem hilo aparente ou visivel de dimensdes entre 0s 1,59 um e
6,98 um. Nesta zona existem ainda drusas de dimensdes entre 0s 4,18 um e 32,97 um,

sendo que as mais pequenas podem estar isoladas ou em grandes aglomerados.
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A presenga de drusas de pequenas dimensoes (entre os 4,36 um ¢ os 9,08 um) alinhadas
ao longo dos feixes vasculares é também caracteristica.

Os vasos xilematicos sdo difusos, na sua maioria solitarios (78%) e podem atingir 0s
248,19 um de diametro. O seu comprimento varia entre os 220,74 um e os 483,10 um e
nas extremidades sdo delimitados por tabiques ou placas de perfuracdo simples
horizontal a ligeiramente inclinadas. Nas paredes laterais apresentam pontuacdes
simples alternas, cuja abertura pode variar entre os 6,7 um e os 16,69 um.

A existéncia de parénquima axial, traqueidos vasicéntricos de pequeno calibre com 1
série de pontuacdes aureoladas por parede e de tiloses é também caracteristica.

O floema distribui-se em cunhas que interrompem o xilema, conferindo-lhe o seu
aspecto caracteristico. Os raios medulares sdo unisseriados, raramente bisseriados.

Os estudos fitoquimicos incluiram a caracterizacdo do extracto por TLC, LC/UV e
LC/UV/ES-MS, com o consequente conhecimento do seu perfil quimico. Identificaram-
se como constituintes maioritarios: terpenos, acidos fendlicos, linhanos e taninos
galhicos.

Identificaram-se dois dos &cidos fenolicos maioritarios (4cido 3-cafeoilquinico e acido
4,5-dicafeoilquinico) e o triterpeno p-sitosterol.

Detectou-se a presenca de pelo menos trés taninos galhicos mas devido a auséncia de
estudos de espectrometria de ressonancia magnética nuclear ndo foi possivel a sua
identificacdo.

Na analise em TLC detectou-se a presenca de trés compostos cuja identidade nédo foi
elucidada mas que julgamos tratar-se de glicorresinas, caracteristicas unicamente desta
familia. No entanto, devido a sua complexidade estrutural e a auséncia de estudos mais
aprofundados, ndo se conseguiu elucidar a sua estrutura.

Os resultados da avaliacdo da actividade antimicrobiana in vitro do extracto metanolico
do caule de C. heudelotii permitiram conhecer o seu perfil de actividade bioldgica. O
extracto mostrou ser activo contra estirpes de referéncia de Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Micrococcus
luteus, e ser inactivo contra Staphylococcus aureus, no intervalo de concentracfes
testado.

Por bioautografia o extracto mostrou ainda possuir actividade antioxidante relacionavel
com os compostos fendlicos maioritarios, terpenos e ainda linhanos.

Esta propriedade do extracto, juntamente com a actividade antimicrobiana, pode

explicar o uso tradicional da planta no tratamento de lesGes cutaneas.
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Nos estudos de toxicidade aguda néo foi observada qualquer alteracdo comportamental
ou sinal visivel de toxicidade, nos diferentes grupos experimenteais. Os resultados
mostraram nao ser, este extracto, toxico a concentragdo maxima de 1500 mg/Kg.

O extracto mostrou ainda possuir propriedades protectoras a nivel hepatico e renal que
podem ser relacionaveis, possivelmente com as suas propriedades antioxidantes.

O trabalho cientifico inerente a realizacdo desta tese, € uma importante e inovadora
contribuicdo para o estudo boténico e quimico de espécies deste género, podendo deste
modo ser adaptado e utilizado para um futuro conhecimento mais aprofundado do
género Calycobolus.

O estudo por nés realizado permitiu estabelecer os elementos de diagnose necessarios
para a identificacdo botanica do caule de C. heudelotii e adaptar os métodos analiticos
de TLC, LC/UV e LC/UV/ES-MS, por nés desenvolvidos, & sua caracterizagdo quimica.
Comparativamente a Unica espécie deste género que se encontra j& estudada, podemos
salientar que tal como acontece com o C. ferrugieus, o C. heudelotii também néo
apresenta alcaldides, sendo os compostos maioritarios de ambos 0s compostos
fendlicos. Ambas as espécies possuem terpenos. Como principais diferengas quimicas
podemos salientar a presenca de linhanos e galhotaninos no C. heudelotii que ndo foram
encontrados no C. ferrugineus. Por outro lado ndo foram detectados flavondides na
nossa espécie ao contrario do C. ferrugineus, onde se verificou a existéncia de
flavonoides glicosilados, embora minoritarios.

Tendo em conta o uso tradicional desta planta no tratamentos das lesdes cutaneas,
entendemos ser importante a determinacdo da actividade anti-inflamatoria e anti-
alérgica como linhas de continuacéo do presente trabalho.

A continuacdo do estudo fitoquimico do extracto, incluindo espectrometria de
ressonancia magnética nuclear de 'H NMR e *C NMR e experiéncias bidimensionais
de correlagdo *H *H COSY, *H **C HMBC, *H *C HMQC, e ainda espectrofotometria
de Infravermelho (IR) é outra das perspectivas para a identificacdo correcta de
compostos maioritarios detectados, nomeadamente terpenos, linhanos e taninos
galhicos.

Propomos ainda direccionar a analise do extracto para o isolamento e identificacdo de

glicorresinas.
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