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Resumo






Apesar de todos os avangos da quimica, as plantas continuam a S€r uma
importante fonte de matérias primas para a producgo de medicamentos € a constituirem
uma das mais promissoras fontes para pesquisa de novos farmacos.

O Laurus azorica (Seub.) Franco, LAURACEAE endémica da regifio macaronésica
e muito abundante na laurissilva da Ilha da Madeira, ¢ utilizada amplamente pela
populagdo local com fins terapéuticos, em particular o dleo obtido por expressdo dos
frutos maduros, e na cozinha tradicional, as folhas e os ramos novos, devido s suas
propriedades aromaticas.

Neste trabalho, teve-se como objectivos principais identificar os componentes
quimicos mais abundantes dos Orgdos referidos e avaliar até que ponto poderéo
justificar as finalidades etnomedicinais com que sio utilizados pela populagio, fazendo-
se para isso um estudo etnoboténico na regifio e uma recolha do material na laurissilva
aos 850 m de altitude.

Foram preparados e analisados os extractos de hexano e de cloroférmio da folha
e do fruto maduro tendo revelado a presenga de hidrocarbonetos telpénicos,
principalmente lactonas sesquiterpénicas, sendo as maioritarias a costunolida e a
dehidrocostus lactona. Além destas lactonas foram identificadas nos extractos da folha a
8-acetoxiguaian-1(10),11(13)-dien-6a,12-olida, a 8-acetoxiguaian-9,11(13)-dien-6a.,12-
olida, a  8-acetoxi-1-hidroxigermacran-4,9,11(13)-trien-6a,12-olida, a 1,8-
dihidroxigermacran-4,9,11(13)-trien-6c.,12-olida, a  1(5),8(13)-diepoxigermacran-
10(14),4(15)-dien-60,12-olida ¢ a 1(5),8(13)-diepoxigermacran-10(14),4(15)-dien-
6pB,12-olida, um hidrocarboneto monoterpénico o 3,5-diacetoxi-1(7),4(8)-p-mentadieno,
um composto esterdide o B-sitosterol, misturas de hidrocarbonetos saturados entre Cise

C,s e misturas de alcodis de cadeia linear.

XV



O 6leo do fruto preparado artesanalmente revelou uma composi¢do quimica

semelhante, igualmente com predominio da costunolida e dehidrocostus lactona.

O estudo da composigio quimica do 6leo essencial das folhas colhidas em duas
épocas diferentes de maturagio, Primavera e Outono, mostrou uma pequena variacdo na
composigdo ao longo do ciclo vegetativo da planta em termos quantitativos, tendo-se
observado que no o6leo obtido da folha colhida na Primavera havia uma maior
predomindncia de hidrocarbonetos sesquiterpénicos em relagdo ao oleo da folha do
Outono.

No 6leo essencial da folha da Primavera identificaram-se como componentes
predominantes o a-pineno (20,88%), 1,8-cineol (15,79%), B-pineno (14,89%), 3-careno
(5,64%), acetato de terpenilo (4,45%) e t-muurolol (2,78%), enquanto que no do
Outono estes foram o o-pineno (22,42%), 1,8-cineol (16,95%), B-pineno (15,60%),
acetato de terpenilo (4,73%), pinocarvona (3,00%) e 3-careno (2,82%).

Na composigio do Oleo essencial do fruto maduro os componentes
predominantes foram o frans-p-ocimeno (21,61%), o-pineno (15,64%), cis-ocimeno
(8,07%), B-pineno (7,55%), germacreno D (4,88%), 3-careno (4,23%) e P-elemeno

(3,00%).

Os o6leos essenciais da folha e do fruto revelaram possuir actividade
antimicrobiana face a varias estirpes de microrganismos Gram + ¢ Gram -, destacando-
se a actividade sobre a Serratia marcescens, a qual foi da mesma ordem de grandeza da
manifestada pelo antibiético especifico e sobre o Staphilococcus aureus, Staphilococcus

epidermitis, Streptococcus equisimilis e Streptococcus pneumonige, para oS quais
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apresentaram actividade de cerca de 50% da manifestada pelos antibidticos utilizados
como referéncia.

O 6leo essencial da fotha manifestou actividade biologica em ensaios realizados
em murganhos Charles River e em ratos Wistar, destacando-se uma actividade
depressora sobre o Sistema Nervoso Central que se traduziu por uma evidente
diminuicio da actividade motora e do tonus muscular acompanhados por uma clara
ataxia e analgesia. Observou-se ainda uma marcada hipotermia.

No estudo toxicolégico efectuado com o Oleo essencial em ratos Wistar,
observou-se que a administragdio deste 6leo pareceu ndo afectar a integridade do tecido
hepatico, uma vez que ndo se verificou variagio das actividades enzimiticas alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina do soro.

No entanto, no que diz respeito as actividades enzimaticas relacionadas com a
biotransformagdo hepatica de drogas e xenobiéticos em geral, observou-se a ocorréncia
de inibigdo ou de activagio de algumas das subfamilas do sistema citocromo P450.

As variagdes observadas parecem apontar para um possivel efeito hepatotéxico

associado a administragfo do 6leo essencial da folha.

Em estudos de toxicidade realizados com o dleo artesanal do fruto observou-se
um perfil de resposta semelhante ao revelado pelo 6leo essencial da folha, apontando
também para uma provavel hepatotoxicidade mais evidente com a dose mais elevada.

Apesar dos riscos de toxicidade que a utilizagio do o6leo artesanal em ratos
Wistar deixou sugerir e da conhecida toxicidade das lactonas sesquiterpénicas em geral,
as actividades farmacoldgicas atribuidas a estas e ao dleo essencial parecem justificar
pelo menos em parte a utilizacdo dada ao 6leo artesanal do fruto na medicina popular

madeirense.
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Face & similaridade qualitativa da composig@io quimica do fruto e da folha do L.
azorica, julgamos que seria preferivel a utilizagio desta na medicina tradicional em vez
do fruto, dado que, ao contréario da folha, este € relativamente escasso € a sua colheita

excessiva podera contribuir para uma reducdo desta lauracea na laurissilva madeirense.
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Abstract






Despite all the advances in chemistry, plants are still an important source of raw
material for the prodution of medicines, and they form one of the most promising
sources in the search for new drugs.

Laurus azorica (Seub.) Franco, an endemic Lauraceae of Macaronesia and
abundant in the laurel forest of Madeira Island, is widely used by the local population
for therapeutic purposes, particulary the oil obtained by pressing ripe fruits, and in
traditional cookery, where the leaves and the stem wood are used for their aromatic
properties.

In this work our main objectives were to identify the most abundant chemical
components of the leaf and fruit and to assess how far their use in traditional medicine
in Madeira could be justified. For this purpose we studied the ethnobotanic of the region
and we collected the material from the laurel forest at 850 m of altitude.

Hexane and chloroform extract of the leaf and fruit showed similar chemical
composition, with a predominance of terpenic hydrocarbons, mainly sesquiterpenic
lactones, where costunolide and dehydrocostus lactone predominate. Beyond these
lactones, other lactones were identified in the leaf extract: 8-acetoxyguaian-
1(10),11(13)-dien-60.,12-olide, 8-acetoxyguaian-9,11(13)-dien-6c,12-olide, 8-acetoxy-
1-hydroxygermacran-4,9,11(13)-trien-6a.,12-olide, 1 ,8-dihydroxygermacran-4,9,11(13)-
trien-6a,12-olide,  1(5),8(13)-diepoxygermacran-10(14),4(15)-dien-6a,12-olide ~ and
1(5),8(13)-diepoxygermacran-10(14),4(15)-dien-68,12-olide. Also identified were a
monoterpenic  hydrocarbon,  3,5-diacetoxy-1(7),4(8)-p-menthadiene, a steroid
compound, B-sitosterol, a mixture of saturated hydrocarbons between C18 and C25 and

a mixture of unbranched chain alcohols.



The oil of the fruit, obtained by a manual process, revealed a similar chemical

composition, with costunolide and dehydrocostus lactone as the main constituents.

The chemical composition of the essential oil of leaves collected in two different
seasonal periods, Spring and Autumn, showed a small variation in the quantitative
composition throughout the vegetative cycle. In the oil from Spring, the sesquiterpenic
hydrocarbons are higher than in the oil from Autumn.

In Spring, the essential oil of the leaf contained, as principal components,
a-pinene (20,88%), 1,8-cineole (15,79%), B-pinene (14,89%), 3-carene (5,64%),
terpenyl acetate (4,45%) e t-muurolol (2,78%), while in the Autumn oil, the main
components found were c.-pinene (22,42%), 1,8-cineole (16,95%), B-pinene (15,60%),
terpenyl acetate (4,73%), pinocarvone (3,00%) and 3-carene (2,82%).

The essential oil of the ripe fruit contained, as principal components, trans-f3-
ocimene (21,61%), o-pinene (15,64%), cis-ocimene (8,07%), B-pinene (7,55%),

germacrene D (4,88%), 3-carene (4,23%) and B-elemene (3,00%).

The essential oils of leaf and fruit showed antibacterial activity against several
strains of bacteria Gram+ and Gram-. The most sensitive bacteria was Serratia
marcescens whose susceptibility was similar to that displayed in reaction to a specific
antibiotic. The strains Staphilococcus aureus, Staphilococcus epidermitis, Streptococcus
equisimilis and Streptococcus pheumoniae only showed a susceptibility about 50% of
that displayed in reaction to antibiotics used as reference.

We observed that the essential leaf oil present biologic activity in rodents,

showing a depressant effect on the central nervous system, indicated by an evident
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depression of locomotor activity and muscular tonus together with a clear ataxy and
analgesia. A clear hypothermia was also observed.

Toxicologic studies in Wistar rats showed that the oil did not affect the integrity
of hepatic tissue, since no changes were detected on levels of serum transaminases
(AST and ALT) and alkaline phosphatase.

However, the study of enzymatic activities related to the hepatic
biotransformation of drugs and xenobiotics revealed inhibition or activation of some
subfamilies of the cytochrome P450 system.

These variations suggested a hepatotoxic effect related to the administration of

the essential oil of the leaf.

Toxicity studies of the oil of the fruit obtained by manual process, revealed the
same response as the response to the essential oil of the leaf, but hepatotoxicity was
more evident in fruit oil in the highest dose.

Despite the risks of toxicity suggested by the administration of this oil in rats and
the known toxicity of sesquiterpene lactones, the pharmacologic activities related to
them, and to the essential oil, may justify the folk use of fruit oil.

Based on the qualitative similarity of the chemical composition of the fruit and
the leaf of L. azorica, it seems that the use of the leaf in folk medicine would be more
advantageous that the use of the fruit, since, in contrast to the leaf, fruit is relatively
scarce and its excessive harvest could contribute to a reduction of this lauraceae in the

laurel forest of Madeira Island.
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1 - Introducéo






As plantas foram o principal recurso utilizado pelos homens primitivos para o
tratamento de doengas e alivio da dor. Com o correr dos tempos esta utilizagdo foi
muitas vezes associada a praticas religiosas e de magia.

Nas civilizacdes antigas ja era grande o conhecimento e a utilizagdo das plantas
medicinais. Esse conhecimento foi sendo transmitido oralmente de geracdo em geragio
e, depois, de forma escrita em papiros, pergaminhos, dispensatorios e farmacopeias. Na
obra escrita por Dioscorides no século I da nossa Era intitulada “Matéria Médica”, estao
descritos remédios provenientes dos trés reinos da Natureza, a maioria do reino vegetal,
encontrando-se a descri¢io de mais de 600 espécies de plantas.

Nos principios do século XIX, tem lugar o isolamento dos primeiros principios
activos a partir das drogas vegetais, o que levou a uma modificagdo no procedimento
seguido até ai, passando os constituintes activos das plantas a ser usados directamente
ou tomados como ponto de partida para a preparagdo sintética de novas moléculas
activas. Esta mudanga permitiu fazer uma dosagem mais correcta das substancias
medicamentosas e obter uma ac¢do farmacologica mais eficaz, com eliminagdo de
possiveis efeitos adversos céusados por outros componentes presentes nas plantas.

Contudo, esta maneira de pensar sofreu algumas alteragdes nas liltimas décadas,
uma vez que se foi verificando que, por vezes, € necessaria a presenca conjunta de
outros componentes das plantas para se obter os efeitos desejados e, até mesmo, se
tornarem menos toxicos que os componentes isolados. Assim, hoje, a par das drogas
preparadas por via quimica, retomou-se a utilizagdo das plantas medicinais sob as mais
variadas formas farmacéuticas: infusos, macerados, extractos, tinturas ou até mesmo
formas farmacéuticas solidas, como é o caso de fracgdes de plantas reduzidas a po
administradas directamente ou depois de incluidas em capsulas. Mas este ressurgimento

da Fitoterapia é apoiado pelos recentes avangos tecnologicos e novos meios analiticos,
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que permitem que o uso das plantas seja agora feito com base no conhecimento
cientifico da sua composi¢do quimica e bioactividade. No entanto, continua a existir um
imenso manancial de espécies vegetais utilizadas pelas populagdes com fins curativos
baseado apenas no seu conhecimento empirico.

As plantas ndo sdo so fonte de principios medicamentosos fornecem também
outros produtos que interessam a inddstria em geral, nomeadamente 6leos essenciais
utilizados na industria cosmética e de saboaria, corantes naturais usados na tinturaria,

aromatizantes, € um sem niimero de outros produtos com as mais diversas aplica¢Ges.

A regido mediterrdnica ¢ uma das regides do mundo onde hd uma maior
diversidade de plantas medicinais e arométicas e a Ilha da Madeira, pela sua situagdo
geografica, possui uma riquissima flora nfio s6 de origem mediterrdnica como
subtropical.

O Laurus azorica (Seub.) Franco, ali colhido e objecto deste estudo, € uma
dessas plantas ainda insuficientemente estudadas e que ¢ usada pela populagdo com fins
medicinais diversos.

A parte da planta mais utilizada na medicina tradicional, ¢ o fruto - baga
carnuda, da qual é extraido um dleo que ¢ ingerido ou aplicado externamente, conforme
a origem dos padecimentos. As folhas e os ramos novos sio usados apenas em
aplica¢Bes culinarias pelas propriedades aromaticas que possuem.

Tendo em conta o uso generalizado que ¢é feito desta planta com fins medicinais
pela populagdo madeirense, incluindo a obteng@o do seu 6leo, preparacdo de formas
farmacéuticas e a sua dispensa em Farmacia e face a escassez de informacdo cientifica a

seu respeito, decidimo-nos pelo seu estudo na preparagéo desta tese de doutoramento.



Consultada a literatura existente e as bases de dados disponiveis, encontramos
apenas referéncias ao estudo do 6leo essencial presente nas folhas do L. Azorica (Carmo
e Frazdo, 1975, Hokwerda et al, 1982 e Cruz Morais, 1987) e uma abordagem

qualitativa da composigdo quimica geral das mesmas (Cruz Morais, 1987).

Com este trabalho pretendemos fazer o estudo quimico e farmacolégico do fruto,
dada a importancia que lhe é dada pela populagio, e o estudo mais exaustivo da folha,
uma vez que é a parte mais abundante e disponivel da planta.

Nesta perspectiva, desenvolvemos um plano de trabatho que incidiu sobre os
seguintes temas:

1. Preparagéo de extractos das folhas e dos frutos em solventes de diferentes
polaridades - hexano, cloroformio e etanol.

2. Estudo fitoquimico desses extractos.

3. Isolamento e caracterizagio dos componentes maioritarios dos extractos de
hexano e de cloroformio.

4. Inquérito junto da populagio da Ilha da Madeira sobre a utilizagdo e 0 modo de
preparacio do oleo dos frutos.

5. Recolha do 6leo de preparagdo artesanal e pesquisa dos principais grupos de
componentes presentes.

6. Determinagio da actividade bioldgica desse mesmo 6leo em roedores.

7. Obtengdo e estudo da composigdo quimica do 6leo essencial das folhas e dos
frutos.

8. Determinagdo da actividade biologica dos oleos essenciais em roedores.

9. Determinagio da actividade antimicrobiana dos 6leos essenciais extraidos.






2 - Caracterizacio botinica






2.1 - Caracterizacio da espécie

O Laurus azorica é uma arvore de 8 a 10 metros (raramente até 20 metros) de

altura, com tronco erecto, ritidoma liso e cinzento escuro e copa densa. As folhas s&o
persistentes, coridceas, verde escuras, mais claras na pagina inferior, pecioladas, com
margem plana ou ligeiramente ondulada, nervura principal bem pronunciada e notando-
se pouco as secundarias, glabras excepto enquanto novas, limina suborbicular a
lanceolada, apresentando entre 5 a 17 centimetros de comprimento ¢ 3 a 8 centimetros
de largura.

Floresce de Fevereiro até Maio ou Junho e as flores sdio agrupadas,
pedunculadas, em situagdo subterminal (axilas foliares) de cor creme-esverdeada.

Os frutos sdio carnudos (bagas drupaceas) oblongo-elipticos, quase negros e
lustrosos, podendo chegar aos 2 centimetros de comprimento, quando maduros em
Setembro- Outubro.

As caracteristicas das suas flores obrigam a que esta espécie seja integrada no
género Laurus L., pelo que a antiga designagio de Persea azorica dada por Seubert, em
1844, deixa de ser possivel, assim como a designagfo de Laurus canarienses conferida
por Webb e Berthelot em 1846, uma vez que este binome nio estd de acordo com as
actuais Regras Internacionais de Nomenclatura Boténica. Estas razdes expostas pelo
Professor Jodo do Amaral Franco em 1960 e publicadas nos Anais do Instituto Superior
de Agronomia de Lisboa em Agosto desse mesmo ano, levaram a que fosse por ele
proposta uma nova designagfio — Laurus azorica (Seub.) Franco, nome pelo qual € agora
designada.

Esta nova classificagdo ja4 vem referida na Flora Europaea, volume I, de T. G.

Tutin et al., 1* edigdo, publicada em Cambridge em 1964 pela University Press, bem



como na Nova Flora de Portugal, volume L, (Continente e Agores) tradugdo de Jodo do
Amaral Franco dessa mesma Flora Europaea, publicada em Lisboa, em 1971, pela
Sociedade Astoria, Lda.

Segundo a Flora Europeia, o género Laurus L. pertence a familia das
LAURACEAE, ordem das RANALES, classe Dicotyledonae, divisdo ANGIOSPERMAE, reino
SPERMATOPHYTA.

Em 1957, o botdnico Kostermans tinha apresentado um sistema de classificagdo
das lauraceas baseado nas afinidades entre a composi¢do quimica dos diversos ramos
desta familia (Reinwardtia 4 (2) 193, 1957) e segundo este autor, o género Laurus L.
incluia-se na ordem das MAGNOLIACEAE, familia LAURACEAE, sub-familia LAURIDEAE,
tribo Litseae e sub-tribo Laurineae.

Conforme refere Gottlieb, em 1972, num artigo de revisdo sobre a sistematica
quimica das Lauraceas, esta foi apenas uma tentativa de sistematizar as afinidades da

evolugdo entre os membros desta vasta familia de plantas.

2.2 - Distribuiciio geografica

O Laurus azorica é um endemismo da Macaronésia, regido que engloba os
arquipélagos da Madeira, Agores, Canarias e Cabo Verde e ainda uma parte da costa
ocidental de Africa, abrangendo a regido do antigo Sahara espanhol.

A Tlha da Madeira, principal ilha do arquipélago do mesmo nome e regido onde
foi colhida a espécie em estudo, é uma ilha de origem vulcinica que se encontra
localizada no oceano Atlantico a sudoeste do continente europeu entre os paralelos 33°e

32° 25’ de latitude norte e os meridianos 16° e 17° de longitude ocidental.
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O L. azorica faz parte da flora primitiva da Ilha, constituida por uma floresta
mesofila, a Laurissilva, composta de arvores e arbustos de folha persistente,
principalmente da familia das lauraceas, cuja origem remonta a Era Terciaria, periodos
Miocénio e Pliocénio.

A Laurissilva ocupa actualmente uma area estimada em 22000 hectares,
estendendo-se entre os 300 e os 1300 metros de altitude em vales e vertentes com
grandes declives, onde a humidade relativa € elevada, quase sempre acima dos 85%,
com uma precipitagio anual de 1700 mm e frequentes nevoeiros. A temperatura média
do ar nesta zona situa-se entre os 11,5° e 13° C. No entanto, € possivel encontrar
loureiros desde quase a beira-mar até acima dos 1600 m de altitude.

Este tipo de floresta, actualmente, esta restringida as ilhas da Macaronésia,

contudo, antes da Gltima glaciagdo cobria também as zonas hiimidas do sul da Europa.

Referindo-nos um pouco a historia da floresta que cobre grande parte da ilha,
tracamos uma visio rapida da evolugdo por ela sofrida desde o descobrimento da
Madeira, em 1419, até a época actual.

Na altura do descobrimento, a ilha estava totalmente coberta por uma floresta
densa, facto ja referido por Camdes no Canto V de “Os Lusiadas™

“ Passamos a grande ilha da Madeira
Que do muito arvoredo assi se chama...”

Esta floresta, a Laurissilva, (designag¢do que provém do latim layrus = loureiro,
lauraceas e silva = floresta, bosque) é composta essencialmente por quatro espécies da
familia das Lauraceas, todas pertencendo a géneros diferentes, especificando: o Til -
Ocotea foetens (Ait.) Baill., o Vinhatico - Persa indica (L.) Spreng., o Barbusano -

Apollonias barbujana (Cav.) Bornm. e o Loureiro - Laurus azorica (Seub.) Franco.
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Além destas laurdceas, ha a referir outros endemismos cuja presenga €
significativa como sejam o Folhado, o Cedro da Madeira, o Pau branco, o Ademo e uma
grande diversidade de elementos floristicos pertencentes ao extracto herbaceo-inferior.

Mas logo apos o seu descobrimento, esta riqueza florestal comegou a sofrer
graves danos. Gongalves Zarco e os homens que o acompanhavam para se poderem
instalar, iniciaram o seu desbaste por meio de abates de arvores e fogos. Com a chegada
de novas gentes em 1425 e a ocupagdo efectiva do solo, esse espago foi sendo
sucessivamente alargado, principalmente na vertente sul onde o clima era mais ameno e
0 acesso mais facil.

As arvores que povoavam tal floresta eram todas de boa madeira o que levou a
que se tivesse iniciado a sua exploragdo. Assim, comegaram a cortar-se arvores para
marcenaria, construgio de barcos e com este fim até se fez a exportagdo para os
estaleiros do continente. Além destas aplicagdes, as madeiras eram ainda aproveitadas
para a produgdo de lenha e carvdo vegetal.

Com a implementagio da cultura dos cereais como meio de subsisténcia das
populagdes, durante o século XV e, mais tarde, nos finais desse século e meados do
seguinte, o inicio da cultura da cana-do-agicar na zona litoral sul fez deslocar a cultura
dos cereais para zonas ocupadas pela floresta na vertente sul e alargar-se a sua cultura
na vertente norte. A partir do final do século XVI até hoje, a cultura da vinha substituiu
a da cana-do-agucar ocupando as mesmas zonas de cultivo e, ainda, algumas zonas de
cereais.

A aliar-se a esta acgdo destruidora causada pela mao do homem, veio juntar-se a
provocada pelo gado caprino e ovino trazido pelos povoadores e lan¢ado nas serras onde
se reproduziu sem controlo e originou a destruigdo de uma parte significativa do coberto

vegetal.
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Em época mais recente, a introducfio de espécies exoticas veio também ocupar
zonas que outrora eram pertenga da Laurissilva.

Como resultado de todos estes factos, a floresta primitiva reduziu-se bastante na
vertente sul da Ilha. Contudo, na vertente norte, onde os acessos sio mais dificeis € o
clima mais frio e hiimido devido a exposigdo aos ventos aliseos de Nordeste, a fixa¢io
humana foi menos intensa e a floresta mais poupada.

Nas tltimas décadas, houve um esforgo por parte das entidades governamentais
e regionais no sentido de repdr, na medida do possivel, a primitiva Laurissilva, tendo-se
iniciado a reflorestagio de muitas das areas devastadas e feito a aquisi¢do de areas de
floresta a particulares, pelo que, actualmente, abrange a drea de 22000 hectares atras
referida.

Este valioso patriménio natural levou 2 criagiio, em 1982, do Parque Natural da
Madeira, recentemente considerado como Reserva Biogenética, incluida na rede
europeia de Reserva Biogenética sob a égide do Conselho da Europa. Em Dezembro de
1999, tendo em conta a biodiversidade de espécies vegetais e animais nela existentes,
tinicas no mundo, a Laurissilva foi considerada Patriménio Mundial Natural pelo

Comité do Patrimonio Mundial da UNESCO.
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3 - Pesquisa etnofarmacolégica






A utilizacio do 6leo dos frutos, vulgarmente chamadas “bagas”, do Laurus
azorica pela populagdo madeirense vem de longa data, ndo s6 com fins curativos, mas
também na industria de azeite de iluminagdo popular, tendo adquirido tal importincia
que, no século XV, chegou a ser feita a exportagdo da baga para o fabrico de dleo em
diversas partes da Europa. Como curiosidade, refere-se que, ao tempo do rei D. Jodo IV,
foi concedido ao Conde de Vimioso, Capitdo Donatario da Vila de Machico, na Ilha da
Madeira, o monopolio dessa exportagdo e igual regalia foi concedida ao Capitdo
Donatario da Ilha do Porto Santo, pois nessa altura o loureiro ainda ndo se encontrava
extinto naquela ilha.

Actualmente o 6leo obtido dos frutos do Laurus azorica continua a ser usado
pela populagdo. Dado que ainda é fornecido por algumas farmacias, foi possivel,
mediante informagio nelas recolhida e também através de particulares interessados na
utilizagdo de produtos naturais, saber onde e como ainda hoje se obtém tdo apreciado
oleo.

Assim, ainda existem lagares de oleo ou azeite de louro nas freguesias da Ponta
do Pargo, Porto da Cruz, Serra d’Agua e Camacha, sendo as duas primeiras na zona
norte da Ilha e as duas altimas na vertente sul.

Este 6leo ¢ obtido a partir dos frutos maduros. Antigamente, o processo decorria
a frio em lagares onde os frutos eram colocados num alguidar de madeira e esmagados,
sendo em seguida submetidos a expressdo em pequenos lagares também de madeira.
Nos lagares que funcionam actualmente, os frutos séo fervidos antes da expressdo. Este
procedimento leva a obtengdo de maior quantidade de 6leo mas a sua qualidade ¢
inferior, uma vez que é eliminada a maior parte dos componentes do 6leo essencial pela

temperatura a que s3o sujeitos.
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O 6leo obtido é coado através de um passador de rede, aquecido e novamente
coado através de um pano. Depois de arrefecido, é guardado em frascos. E fornecido
directamente aos consumidores que se deslocam ao lagar, mas também a algumas
farmacias que o comercializam. Nestas, pode ser vendido em frascos ou, mais
recentemente, acondicionado em capsulas gelatinosas, forma farmacéutica mais
apreciada, uma vez que assim ¢ eliminado o mau sabor caracteristico do Oleo.

A dose recomendada ¢ de 1 capsula ou de 1 colher de cha de dleo por dia e a
duracdo do tratamento de 7 a 9 dias.

Este oleo ¢ utilizado com objectivos variados, nomeadamente em problemas de
garganta e digestivos, distirbios circulatérios, infec¢des e gangrena, queimaduras €
ainda, em casos de tétano. Nas farmacias, quando o fornecem, limitam-se a aconselhar a
sua utilizagio como purificador do sangue.

O oleo ¢ ainda aplicado externamente em fricgdes, nos casos de reumatismo.
Com este mesmo fim o residuo da expressdo (bagago) ¢ também aplicado sob a forma
de emplastros.

O fruto é também usado directamente na preparagdo de um “cha”, quando €
pretendida uma acg¢io anticatarral.

As folhas sdo usadas unicamente como condimento na culinara, pelas suas
propriedades aromaticas.

Os ramos mais finos, depois de retiradas as folhas, sdo utilizados como
instrumentos para assar came, a qual conferem o seu aroma durante a assadura. S&o bem

conhecidas na arte culinaria portuguesa as “Espetadas de came da ITha da Madeira™.
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As “bagas” do Laurus azorica e a obtencio do seu 6leo

1 — Baga madura

2 - Lagar artesanal

3 — Compressdo das bagas

4 — Recolha do 6leo






O valor afectivo desta laurdcea para a populagfio da Ilha da Madeira levou a
inclui-la no cancioneiro popular madeirense, do qual transcrevo uma quadra de uma
cangdo de embalar que a ela se refere:

“Vai-te embora passarinho
Deixa a baga do loureiro
Al deixa o menino a dormir

O seu soninho primeiro.”

Refere-se, no entanto, que a colheita dos frutos ¢ condicionada pelas autoridades
regionais, ndo sé6 quanto ao local como ao numero de horas de colheita. Esta medida
visa a protecgiio da floresta e do pombo trocaz, ave endémica da Laurissilva, cuja

principal fonte alimentar sdo os frutos do loureiro.
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4 - Estudos anteriores sobre a familia das LAURACEAS,

género Laurus

< BRSy,







Da familia das LAURACEAS, género Laurus, existem duas espécies conhecidas: 0
L. azorica existente na Macaronésia e o L. nobilis, que predomina na Europa
Mediterranica.

O L. nobilis ja se encontra largamente estudado, tanto quanto a composi¢io
quimica das folhas (Tada e Takeda, 1976/1971; El-Feraldy e Benigni, 1980; Pech e
Bruneton 1982 e Novak, 1985) como a do oleo essencial extraido das folhas, flores,
frutos e casca (Carmo e Frazdo, 1975; Zola et al., 1977, Hokwerda et al., 1982; Novak,
1985; Tanriverdi et al., 1991 e Fiorini, 1997). Encontramos também referéncias as
propriedades antimicrobianas e antibacterianas do Oleo essencial das folhas (Fiorin,
1997). Do 6leo proveniente dos frutos também se conhece a sua composi¢do e sabe-se
que ja foi usado com fins medicinais, tais como estimulante local e antisséptico,
actualmente usa-se apenas em veterinaria como parasiticida (Costa, 1994). As folhas sao
também referenciadas como possuindo algumas propriedades curativas e até se
encontram indicagbes sobre a sua utilizagdo, a saber: a ingestdo de uma infusdo das
folhas favorece a digestdo, o seu decocto misturado com a agua do banho combate as
dores dos membros, o 6leo essencial diluido em agua pode ser utilizado em entorses e
reumatismos articulares, mas se aplicado em excesso pode provocar irritagdes da pele
(Bremness, 1996).

Apesar do L. nobilis possuir as propriedades atras referidas, as principais
aplicagdes que lhe sdo dadas hoje em dia, sio a utilizagdo das folhas na cozinha
mediterranica como aromatizante ¢ do o6leo essencial na industria de perfumaria e
cosmética. O Oleo dos frutos é também usado em saboaria (Tanriverdi ef al., 1991 e

Costa, 1994).
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Do L. azorica existem escassos estudos sobre a composi¢do quimica do oleo
essencial retirado das folhas, apenas por GC/FID (Carmo e Frazio, 1975; Hokwerda et

al., 1982; Cruz Morais, 1987), ndo havendo outros estudos incluindo por GC/MS.
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5 - Parte experimental






5.1- Colheita e preparacio das amostras

As folhas e frutos do L. azorica foram colhidas na zona da Laurissilva da Ilha da
Madeira.

A época de colheita foi diferente conforme o fim pretendido. Assim, para o
estudo fitoquimico das folhas estas foram colhidas no Outono. Para a extracgdo do oleo
essencial colheram-se também na Primavera. Os frutos foram colhidos verdes em Junho e
maduros em Outubro e nos dois lotes fez-se o estudo fitoquimico e extraiu-se o 6leo
essencial.

Para a pesquisa do Oleo essencial, as folhas frescas foram cortadas
grosseiramente, os frutos golpeados e num aparelho tipo Clevenger foram submetidos a
hidrodestilagio.

As folhas restantes e os frutos foram secos, por exposigdo ao ar em atmosfera
arejada desprovida de humidade, e reduzidos a p6 num moinho de facas Brabender
OHG-Duisburg, equipado com um crivo de 1 mm.

Com uma fracgio das folhas e frutos reduzidos a pd, prepararam-se extractos em
cloroformio, etanol e agua. Este fraccionamento dos componentes em solventes de
polaridade crescente mediante as respectivas afinidades quimicas facilitou o estudo

fitoquimico subsequente.

5.2- Estudo fitoquimico da folha e fruto

A 10 g das folhas e 100 g de frutos secos reduzidos a po adicionaram-se varias
aliquotas de cloroférmio e submeteram-se a agitagdo mecanica até ao esgotamento da

droga por este solvente. Reunidas as fracgdes obtidas, estas foram concentradas até 50
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mL em evaporador rotativo a pressdo reduzida. Os residuos foram secos e esgotados
pelo etanol a 96° seguindo 0 mesmo processo extractivo utilizado para a preparagdo dos
extractos de cloroférmico. Apos a separagdo dos extractos de etanol e secagem do
residuo final, este foi submetido a extracgdo pela agua em b.m. fervente durante 30
minutos. Depois de frios e separados os residuos, os extractos aquosos foram
concentrados até 50 mL.

O estudo fitoquimico foi feito por meio de reacg¢des quimicas caracteristicas dos
varios grupos de compostos presentes, de acordo com os procedimentos indicados por
Costa, 1982; Ciulei, 1984 e Abreu Matos, 1988.

No extracto de cloroférmio encontram-se os principios activos lipofilos, no de

etanol e no aquoso os compostos quimicos hidréfilos.

Esquema da preparacio dos extractos

Droga
Cloroformio
Extracto de cloroféormio
Residuo
Etanol
Residuo Extracto de etanol
Agua destilada

Residuo

Extracto aquoso




5.2.1 - Pesquisa fitoquimica sistematica

5.2.1.1 — Pesquisa no extracto de cloroférmio

Pesquisa de oleos volateis

Num balio de fundo redondo introduziu-se cerca de 20 mL de extracto e
evaporou-se a secura. Apresentando um odor agradavel e aromatico, extraiu-se o 6leo
volatil com pequenas quantidades de alcool mediante elui¢Ges sucessivas, concentrando-
se em seguida o extracto obtido. A presenca de oleo volatil é indicada pelo odor

aromatico apresentado pelo residuo.

Pesquisa de acidos gordos

Numa ampola de decanta¢io colocou-se uma fracgdo do extracto e agitou-se
com hidroxido de sédio a 4%. Deixou-se repousar e separou-se a fase aquosa da fase de
cloroformio.

A fase aquosa alcalina foi colocada noutra ampola de decantagdo e tratada com
4cido cloridrico a pH 3-4. Apés repouso, esgotou-se a fase aquosa acida com varias
porcdes de cloroféormio que se reuniram e desidrataram com sulfato de sodio anidro.

A presenca de acidos gordos ¢ indicada pelo aspecto untuoso dos residuos apos

evaporagdo do solvente.

Pesquisa de esterdis e triterpenos

Evaporou-se 10 mL do extracto numa capsula de porcelana em banho de agua,

juntou-se ao residuo 0,5 mL de anidrido acético € 0,5 mL de cloroformio, transferiu-se a

33



solugio obtida para um tubo de ensaio seco. Com a ajuda de uma pipeta deixou-se correr
ao longo das paredes do tubo 1 a 2 mL de 4acido sulfurico concentrado.

A presenga de esterdis e triterpenos € indicada pelo desenvolvimento de uma cor
violeta ao fim de 5 minutos, reac¢io de Liebermann-Burchard, ao nivel da separag@o das

duas fases

Pesquisa de carotendides

Colocou-se 10 mL de extracto numa capsula de porcelana e evaporou-se em
banho de agua. Adicionou-se ao residuo acido sulfurico concentrado.

A presenga de carotendides € indicada pelo aparecimento de uma cor azul intensa

ou verde azulada.

Pesquisa de alcalbides

Tomou-se 10 mL de extracto que foram evaporados. O residuo foi dissolvido em
1,5 mL de acido cloridrico a 2% em b.a. quente. A solugio foi filtrada e dividida por 3
tubos de ensaio. A um deles juntou-se 2 a 3 gotas de reagente de Mayer, a outro 2 a 3
gotas de reagente de Bertrand e ao terceiro 2 a 3 gotas de reagente de Dragendorff.

A presenga de alcaloides é indicada pela formagdo de precipitados branco-

amarelados no primeiro e segundo tubos e vermelho-alaranjados no terceiro.

Pesquisa de compostos antraquinoénicos
Num tubo de ensaio colocou-se 3 mL de extracto juntou-se 1 mL de solugédo de

hidréxido de sodio a 10% e agitou-se com vareta de vidro.



A presenga de derivados da antraquinona livres é indicada pelo desenvolvimento

de uma coloragio vermelha, reacgdo de Borntrager.

Pesquisa de compostos flavénicos

Apbs evaporacio de 3 mL de extracto, o residuo foi dissolvido em 1-2 mL de
metanol a 50%, em b.a. quente. A solugio foi transferida para um tubo de ensaio no qual
se juntou 2 a 3 fragmentos de limalha de magnésio metlico e 4 a 5 gotas de acido
cloridrico concentrado.

A presenga de flavonas é indicada pelo desenvolvimento de uma coloragdo
vermelho-alaranjada, uma coloragdo vermelha indica a presenca de flavonois e violeta a

presenca de flavononas, reac¢io de Shibata ou teste da cianidina.

Pesquisa de cumarinas

Evaporou-se 3 mL de extracto e dissolveu-se o residuo em 2 mlLde agua
destilada fervente. Apos o arrefecimento, dividiu-se a solugdo por 2 tubos: a um juntou-
se 5 mL de solu¢io de amoniaco a 10%, o outro € o tubo testemunha. Observou-se a luz
ultravioleta.

A presenga de cumarinas ¢ indicada por uma fluorescéncia azul ou esverdeada da

solugdo alcalina.
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5.2.1.2 - Pesquisa no extracto de etanol

Pesquisa de taninos e polifendis

Do extracto de etanol retirou-se 1 mL para um tubo de ensaio, diluiu-se com 2
mL de agua destilada e juntou-se 2 a 3 gotas de solugio de cloreto férrico a 1%. No caso
de estarem presentes estes compostos, desenvolve-se uma cor azul escura na presenga de

taninos galhicos e verde na presenga de catequinas.

Pesquisa de gliucidos redutores

Num tubo de ensaio introduziu-se 1 mL da solugio alcodlica, diluiu-se com 2 mL
de agua destilada, adicionou-se 1 mL de reagente de Fehling e aqueceu-se a ebuligdo. A
presenga de agucares redutores € indicada pela formacdo de um precipitado vermelho-

acastanhado.

Pesquisa de alcaléides, bases quaternirias e aminas oxidadas

Tomou-se 20 mL de extracto e concentrou-se a pressao reduzida até consisténcia
de xarope. Adicionou-se 8 mL de acido cloridrico a 10% e misturou-se a quente. Apos
arrefecimento, juntou-se 0,5 g de cloreto de sodio e misturou-se. A solugéo foi filtrada e
o filtro lavado com 2 a 3 mL de acido cloridrico a 10%. Retirou-se 1 mL desta solugdo
para 3 tubos de ensaio e efectuou-se a pesquisa com os reagentes de Mayer, Bertrand e
Dragendorff conforme atras referido. A formagdo de precipitado abundante indica a

presenga de alcalbides e sais quaternarios ou aminas oxidadas.

Para confirmar a presenga de alcaloides, adicionou-se amoénia concentrada a

solugfio acida restante até pH 8-9, colocou-se esta solu¢do numa ampola de decantagio e
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agitou-se com pequena quantidade de éter. Separou-se a solugdo etérea (a) da aquosa
alcalina (b).

A identificacio de alcaloides foi feita na solugfo éterea (a). Para isso, evaporou-
se o éter, o residuo foi dissolvido em 4cido cloridrico 2N e na solugio obtida fizeram-se
as reacgdes de pesquisa referidas anteriormente. O aparecimento de precipitados
confirma a presenga de alcal6ides.

Para identificacio das bases quaternarias e aminas oxidadas, acidulou-se a
solucdo alcalina (b) a pH 3 com &cido cloridrico a 10% e filtrou-se. Tomou-se 1-2 mL
desta solucdo e efectuaram-se as reacgdes de identificagdo com os 3 reagentes ja
referidos.

Os alcaléides, os sais quaternarios de aménio e as aminas oxidadas precipitam em
meio 4acido ou neutro, na presenga de alguns polidcidos minerais complexos, como o
acido silicotungstico do reagente de Bertrand, e com reagentes iodados, como os de

Mayer e Dragendorff.

5.2.1.3 - Pesquisa fitoquimica no extracto de etanol hidrolisado

Para efectuar a hidrélise, introduziu-se 25 mL do extracto alcodlico num baldo de
fundo redondo e adicionou-se 15 mL de 4cido cloridrico a 10%, adaptou-se um
refrigerante e levou se a ebuligdo a refluxo durante 30 minutos. Destilou-se o alcool e
transferiu-se a solugfio aquosa para uma ampola de decantagfo e agitou-se com éter (3 x
15 mL). Da separacfio resultaram duas fases, a fase éterea que foi seca com sulfato de

sédio anidro e posteriormente filtrada e a fase aquosa acida.
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Pesquisa de heterdsidos

Na fase éterea fez-se a pesquisa de antracenosidos, flavonésidos, cumarinas e

glucosidos esterdlicos e triterpénicos recorrendo s reacgdes quimicas caracteristicas das

geninas obtidas por hidrolise. Estas reacgdes de pesquisa foram efectuadas segundo o
procedimento indicado para a identificagdio destes mesmos compostos no extracto de

cloroformio.

Pesquisa de geninas cardiotonicas

Evaporou-se 10 mL da fase éterea numa capsula em b. a., dissolveu-se o residuo
em 1-2 mL de metanol, juntou-se 1-2 mL de solugdo alcodlica de hidroxido de potassio
IN e 3-4 gotas de solugio a 1% de acido 3,5-dinitrobenzoico. A presenga destes
heterésidos é indicada quando, por aquecimento, se desenvolve uma coloragio

vermelho-violacea, Reacgio de Kedde.

5.2.1.4 - Pesquisa no extracto aquoso

Pesquisa de oses e polioses

Colocou-se num tubo de ensaio 2 mL do extracto aquoso e adicionou-se 2 gotas
do reagente de Molisch (a-naftol a 5% em etanol). Apos agitagdo, adicionou-se 2 mL de
acido sulfurico concentrado, com cuidado, deixando correr ao longo das paredes do
tubo. O desenvolvimento de uma coloragdo purpura indica a presenca de oses e/ou

polioses.
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Pesquisa de ghicidos redutores

A pesquisa foi feita pelo reagente de Fehling seguindo o procedimento referido

para o extracto de etanol.

Pesquisa de saponinas

Diluiu-se 1 mL de extracto aquoso com 49 mL de agua. Transferiu-se 4 mL deste
extracto diluido para um tubo de ensaio com um didmetro de 1 cm e agitou-se durante
15 segundos. A formagio de uma coluna de “mousse”, com altura minima de 1 cm e

persistente durante 15 minutos, indica a possivel presenga de saponinas.

Pesquisa de taninos
Do extracto aquoso retirou-se 1 mL para tubo de ensaio e efectuou-se a reacgio
de pesquisa seguindo o procedimento indicado anteriormente para o extracto de etanol

ndo hidrolisado.

5.3 — Caracterizacio dos componentes quimicos maioritarios da folha

5.3.1 — Fraccionamento dos compostos por solventes de diferentes

polaridades

Para uma melhor separacdo e estudo dos diferentes componentes procedeu-se ao
esgotamento da droga por solventes de polaridade crescente, n-hexano, cloroférmio e

etanol a 96°.
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Preparacio dos extractos

A droga reduzida a po foi posta em contacto com n-hexano e submetida a
agitagdo mecanica durante 5 dias a temperatura ambiente.

Findo este tempo, separou-se o extracto por decantagéo. O decantado foi filtrado
e seco em rotavapor a pressio reduzida e a baixa temperatura e por fim pesado.

Utilizando este mesmo procedimento, o residuo depois de seco, foi em seguida

esgotado pelo cloroférmio e, finalmente, pelo etanol a 96°.

Esquema de fraccionamento das folhas do Laurus azorica

Folhas em pé

n-Hexano
Residuo Extracto de hexano
Cloroformio
Residuo Extracto de cloroformio
Etanol a 96°
Residuo Extracto de etanol

5.3.2 — Analise fitoquimica dos extractos

5.3.2.1 — Tratamento dos extractos

Extracto de hexano
O extracto de hexano foi filtrado, seco em evaporador rotativo a pressdo

reduzida e a baixa temperatura (40°-60° C) e, por fim, pesado.
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O extracto descerado foi obtido segundo o esquema a seguir apresentado.

Extracto em n-hexano

metanol

Ceras Extracto hexinico descerado

Dissolveu-se um pouco deste extracto seco em hexano e fez-se uma
cromatografia em camada fina bidimensional utilizando silica como fase estacionaria e
como eluentes hexano/acetato de etilo 9:1 e cloroformio/metanol 95:5. Esta
cromatografia permitiu-nos ter uma ideia grosseira do niimero de compostos presentes
neste extracto e da sua polaridade relativa depois de revelados.

O extracto seco restante foi redissolvido a quente (40°C) na minima quantidade
de n-hexano, aplicado numa coluna de silica e eluido com um gradiente de solventes,
incluindo o hexano, benzeno, cloroférmio, acetato de etilo e metanol. Por cada grama de

substancia a cromatografar utilizaram-se entre 60 a 100 g de adsorvente.

Extracto de cloroférmio

O extracto de cloroformio depois de seco em evaporador rotativo e a pressio
reduzida foi pesado.

Com uma frac¢do deste extracto foi feita uma cromatografia em camada fina
bidimensional em moldes idénticos aos utilizados para o extracto de hexano e com as
mesmas finalidades.

O extracto foi redissolvido num pouco de cloroférmio e disperso numa pequena

quantidade de silica para cromatografia em coluna. Apos evaporagio do solvente, esta
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silica com o extracto adsorvido foi colocada numa coluna cromatografica cuja matriz era

também silica. A proporcdo silica/extracto foi idéntica 4 usada para o extracto hexanico.
Fez-se a eluigio com solventes de polaridade crescente permitindo um melhor

fraccionamento do extracto, comecando pelo benzeno, cloroformio, e, em seguida,um

gradiente de cloroformio/acetato de etilo, butanol, etanol e, finalmente, metanol.

Extracto de etanol

Em geral, no extracto de etanol encontram-se as substancias mais polares e entre
elas, os alcaloides, a maior parte sob a forma de sais, resultantes das combinagdes com
os acidos naturais da planta.

Para separar os alcaldides do extracto da planta em estudo, fez-se a extrac¢do
com acetato de etilo, o qual dissolve os sais de alcaldides e também os que se encontram
na forma neutra. Evaporado o solvente e pesado o residuo, foi redissolvido em acetato
de etilo e tratado varias vezes com acido cloridrico 2N, obtendo-se os alcaloides sob a
forma de cloridrato. Seguiu-se uma alcalinizagdo com amoniaco concentrado até pH 8-9
que decompds os sais, libertando os alcaldides sob a forma basica, que foram em seguida
extraidos pelo éter etilico obtendo-se uma solugo etérea com os alcaléides totais.

Esta solucdo foi seca em evaporador rotativo a pressio reduzida e pesada.

O residuo obtido foi aplicado numa coluna de cromatografia, sendo usada como
fase estacionaria o 6xido de aluminio, mantendo-se a relagdo entre o adsorvente e a
droga aplicada idéntica a usada na preparag¢io das colunas dos extractos anteriores. A
elui¢do efectuou-se com solventes de polaridade crescente: benzeno, um gradiente de
benzeno/cloroformio e cloroférmio/metanol e, finalmente, metanol.

Antes da aplicagdo na coluna fez-se também uma cromatografia em camada fina,

mas usando como eluentes a mistura de benzeno/etanol 9:1.
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Esquema de obtengiio do extracto de alcaldides totais

Extracto de etanol

Acetato de etilo

Residuo pastoso

Solugdo de acetato de etilo

Filtrar, secar e pesar
Redissolver em acetato

de etilo

Solugdo de acetato de etilo

Extrair com HCI 2N

Solugdo acida

Filtrar

Solugdo de acetato de etilo

Extracto acido dos alcaloides

Alcalinizar com NHj até pH 8-9
Filtrar

Extrair com éter etilico

Solucdo éterea

Filtrar

Secar e pesar

Extracto étereo alcaloidico

Solugdo aquosa
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5.3.3 — Isolamento de componentes maioritarios dos extractos

O fraccionamento dos extractos foi feito por cromatografia sélido-liquido
preparativa em coluna, o controlo das diferentes fracgdes obtidas por cromatografia em
camada fina, mono e bidimensional, e a separagio e isolamento dos componentes por

cromatografia preparativa em camada fina

5.3.3.1 - Separagio por cromatografia sélido-liquido

Cromatografia em coluna

As colunas foram preparadas utilizando por cada grama de substincia a
cromatografar 60 a 100 g de adsorvente.

Utilizaram-se diversos suportes adsorventes :

- silica gel 60 G (Merck), granulometria 0,063 - 0,200 mm.

- mistura de silica gel 60 G / AgNO3 a 10% em peso.

- 6xido de aluminio 90 (Merck) + 6% de agua, granulometria 0,063 - 0,200 mm.

Usaram-se colunas de vidro, onde se colocou na extremidade inferior algoddo
embebido no 1° eluente a utilizar e encheram-se até cerca de 4 da altura com o eluente.
Com uma vareta calcou-se ligeiramente o algoddo para eliminar bolhas de ar. A parte,
preparou-se uma papa da matriz solida no eluente e com ela enchemos lentamente as
colunas até 2/3 da altura, mantendo a torneira aberta e o eluente a cair gota a gota, para

melhor compactar a mistura.

Cromatografia em camada fina
Realizaram-se em placas de aluminio revestidas com silica gel 60 (Merck), com
0,20 mm de espessura, activadas durante 1hora a 120° C.
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Usaram-se também placas preparadas no laboraté_rio com uma mistura de silica
gel 60 G (Merck) e AgNO; a 10% em peso.

As placas de vidro, depois de desengorduradas com acetona, foram preparadas
espalhando sobre elas uma massa de consisténcia apropriada com a espessura de 0,20 a
0,25 mm, obtida pela suspensdo de 30 g de silica gel 60G em 60 mL de agua destilada,
secas 4 temperatura ambiente e activadas, posteriormente, a 105°C durante 30 minutos.

Depois das amostras aplicadas (10 pL) e eluidas com os eluentes escolhidos, os
cromatogramas foram secos em estufa de ar quente e observados sob radiagdo

ultravioleta de 254 e 366 nm, apds o que foram revelados com os reagentes adequados.

Cromatografia em camada fina preparativa

Utilizaram-se placas de silica gel 60 (Merck), 20 x 20 cm com 0,063-0,200 mm
de espessura e placas de 10 x 10 cm preparadas manualmente, como ja foi indicado
anteriormente.

Para a recuperagdo do composto isolado, a silica foi raspada e extraida pelo
cluente usado na eluicdo cromatografica, mediante agitacdo mecénica as vezes

necessarias até obter peso constante depois de seco.

5.3.4 - Identificacio dos compostos isolados dos extractos

Os compostos isolados em quantidades que permitiram o seu estudo foram

caracterizados mediante as suas propriedades fisico-quimicas e espectroscopicas.
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Métodos e procedimentos

Os pontos de fusio foram determinados num aparelho Biichi 512, segundo o

método preconizado pela Farmacopeia Portuguesa VI (1997) e por calorimetria de
varrimento diferencial (DSC) num aparelho Shimadzu DSC-50. Nesta técnica termo-
analitica, a amostra (6mg) foi acondicionada numa cépsula de aluminio € o varrimento
efectuado sob atmosfera de azoto com uma velocidade de aquecimento de 20°C/min. no
intervalo de temperatura de 20° a 200°C (Apéndice E).

Os indices de refraccio foram determinados no refractometro de AbbE,

Bellingham Stanley, Limited.

Os poderes rotatorios foram medidos num polarimetro Bellingham Stanley,
Limited, com uma célula de 10 cm, e em solug&o de cloroférmio.
As densidades foram determinadas pelo processo do picnémetro.

Os espectros de absorcdo no IV foram efectuados num espectrofotometro

Hitachi 260-10 e FT-IR, Perkin-Elmer, Paragon 1000 PC.

Utilizaram-se as amostras viscosas em filme capilar em janelas de NaCl e as
amostras solidas incluiram-se em pastilhas de KBr. No 1° caso, as amostras aplicaram-se
directamente ou dissolvidas em cloroférmio, sendo este evaporado apds a aplicacdo.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear foram realizados alguns num

espectrometro Varian, modelo Unity 300, utilizando 300 MHz para o RMN do 'He 75
MHz para o RMN do "’C e outros num espectrometro Briiker AC-250 P, utilizando
250MHZ para RMN do 'H e 62,9 MHZ para RMN do 1*C. Para alguns compostos
utilizou-se como solvente o cloroféormio deuterado (CDCl) e como referéncia interna o

cloroférmio residual (CHCL) a 7,26 ppm para o 'H e 77,0 ppm para o 13C e, para outros,
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utilizou-se a acetona deuterada (CD5),CO e como referéncia interna a acetona residual a
2,05 ppm para o 'H e 30,8 ppm para o B,
Os desvios quimicos (8) sdo expressos em ppm e as constantes de acoplamento

(J) em Hz.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear bidimensionais foram obtidos nos

"Servicios Generales” de RMN da Universidade de Salamanca pelo Professor Jesus M.
Rodilla do Departamento de Quimica da Universidade da Beira Interior.

Os espectros de massa obtiveram-se a partir da técnica de cromatografia gas-

espectrometria de massa (GC/MS) num equipamento Fissons Sistem VG Trio 1000,
sendo a fragmentagio obtida por impacto electronico, utilizando uma fonte de energia de
jonizagdo de 70 eV e um detector de massa do tipo quadrupolo. Utilizou-se uma coluna
capilar DB-5 com as seguintes temperaturas de operagio: 50°C (18 min.), 5°C/min. até

130°C, 130°C (16 min.), 5°C/min. até 210°C, 210°C (14min.).

5.4 — Caracterizac¢io dos componentes quimicos maioritarios do fruto

Com o objectivo de facilitar o estudo subsequente dos varios grupos de
componentes, os frutos reduzidos a pé foram esgotados por solventes com polaridades

crescentes seguindo o procedimento utilizado para o estudo das folhas.

5.4.1 — Analise cromatografica dos extractos do fruto

Com uma pequena frac¢do do extracto de hexano e de cloroférmio fizeram-se

cromatografias em camada fina bidimensionais utilizando placas de folha de aluminio
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revestidas com silica e como eluentes misturas de hexano/acetato de etilo 9:1 e
cloroformio/metanol 95:5.

O extracto de etanol sofreu o tratamento referido no ponto 5.3.2.1 para a
obtengdio do extracto de alcal6ides totais. Com um pouco da solugdo éterea alcaloidica
fizémos uma cromatografia em camada fina também em placas revestidas a silica, usando

como eluente uma mistura de benzeno/etanol 9:1.

5.4.2 — Anilise cromatografica do 6leo do fruto obtido por expressao

O 6leo do fruto estudado foi adquirido numa farmécia da Itha da Madeira.

Diluimos uma frac¢do de 6leo do fruto em cloroféormio, aplicamos alguns
microlitros em duas placas de cromatografia revestidas com silica e fizémos
cromatografia bidimensional seguindo o procedimento referido no ponto anterior para os
extractos de hexano e cloroférmio. Uma das placas foi revelada com solugéo etanélica
de 4cido sulfurico a 4% € a outra com o reagente de Dragendorff. Os cromatogramas

foram comparados com os cromatogramas dos extractos referidos em 5.4.1.

5.5 — Estudo da composicio quimica do éleo essencial

5.5.1 - Obten¢io do oleo essencial: folha e fruto

Comprovada a presenga do 6leo essencial nas folhas, procedeu-se a sua extracg¢do

a partir de 2 lotes de folhas, um colhido na Primavera e outro no Outono.
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A extracgdo foi feita por hidrodestilacio. Para isso, as folhas foram cortadas
grosseiramente ¢ submetidas a extracgdo num aparelho tipo Clevenger. Do destilado,
separou-se a fase oleosa constituida pelo 6leo essencial.

Paralelamente a extraccdo do 6leo essencial da folha, fez-se também a extrac¢do
do 6leo essencial do fruto em verde ¢ em maduro. Neste caso, os frutos depois de

golpeados sofreram 0 mesmo processo aplicado as folhas.

5.5.2 — Estudo cromatografico do 6leo essencial

A cromatografia gas-liquido de alta resolugio com colunas capilares ¢ um
método separativo de elevada resolugdio, reprodutibilidade e alta sensibilidade,

caracteristicas que fazem com que tenha larga utilizagdo em quimica orgénica analitica.

A anélise dos dleos volateis foi feita por cromatografia gas-liquido (GC/FID) e
por cromatografia gas-liquido/espectrometria de massa (GC/MS). Utilizaram-se colunas
capilares de silica fundida com fases estaciondrias de diferente polaridade, sendo na
coluna polar de polietilenoglicol e na coluna apolar de polidimetilsiloxano.

A identificagdo dos componentes fez-se por comparagdo dos respectivos tempos
de retengdo com os das substincias padrdo e por enriquecimento de picos. Esta
informag@o foi complementada pela interpolagdo linear dos respectivos indices de
retengdio na escala de Indices de Kovats e pela comparagfio dos respectivos espectros de
massa com os referidos na literatura e bases de dados computorizadas.

A quantificagio dos componentes foi feita com base nas édreas dos picos

respectivos obtidos nas duas colunas.
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5.5.2.1 — Estudo por GC/FID

Os cromatogramas foram obtidos num cromatégrafo Hewlett Packard 5890
Series II, equipado com um detector de ionizagdo de chama (FID).Utilizaram-se duas
colunas capilares de silica fundida da Supelco: Supelcowax’ ™10 com revestimento polar
de polietilenoglicol e SE 30 com revestimento apolar de polidimetilsiloxano, ambas com

30m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura de filme.

Condicdes analiticas

Temperatura da coluna: 70°C (3 min.) /70°C - 220°C/3°C/min. (10 min. a 220°C)
Temperatura no injector: 195°C

Temperatura no detector: 210°C

Volume injectado: 0.18uL

Gas de arrastamento: Hélio

Repartigdo de fluxo: 1/50.

5.5.2.2 - Estudo por GC/MS

A cromatografia gas-liquido, por si s, nfo consegue identificar os componentes
de uma mistura, limita-se a separa-los. J4 a espectrometria de massa permite a
identificacdo da molécula de cada componente duma mistura, pela reconstrucdo da
mesma a partir dos fragmentos i6nicos originados, quando essa molécula sofre absorgio
de energia e se fragmenta para adquirir de novo a estabilidade. A fragmentagdo pode ser
provocada por impacto de electrdes ou ionizag¢@o quimica.

Cada fragmento iénico possui uma relagdo m/z (massa/carga) bem definida e cada

molécula origina um numero de ides com uma determinada intensidade e uma relagéo de
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m/z caracteristica, o que faz com que o espectro de massa de uma molécula permita a
sua identificaco.

Este facto levou a que a associagio da cromatografia gas-liquido, de elevado
poder separativo, com a espectrometria de massa, com elevado poder identificativo, se
tenha tornado numa das técnicas hifenadas de maior valor analitico.

As analises dos 6leos essenciais foram efectuadas num sistema constituido pela
associagiio de um cromatégrafo de gas Hewlett Packard 6890 e um espectrometro de
massa Hewlett Packard 5973.

O cromatégrafo equipado com um detector de ionizagdo de chama (FID) e uma
coluna capilar de silica fundida HP-1, fase estacionaria de metilsiloxano, 30 metros de
comprimento, 0,25 mm de diAmetro interno e 0.25 pm de espessura de filme.

O espectrometro de massa equipado com um detector de massas do tipo

quadrupolo.

Condigdes analiticas

Temperatura da coluna: 70°C — 220°C/3°C/min. (15 min. a 220°C)
Temperatura no injector: 250°C

Volume injectado: 0.2uL (6leo diluido a 1/8 em N-pentano)

Gas de arrastamento: Hélio

Reparticdo de fluxo: 1/40

Energia de ionizagdo: 70 eV
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5.6 — Estudos da actividade biolégica do Lawrus azorica em ratos

Wistar

5.6.1 - Triagem hipocritica da actividade farmacologica do odleo

essencial da folha e do 6leo artesanal do fruto

A triagem hipocratica é um dos modelos de triagem farmacol6gica aplicada a
substincias desconhecidas e suspeitas de possuirem actividade bioldgica. Este modelo
de triagem foi proposto por Malone, M. em 1973 e tem sido utilizado com resultados
satisfatorios na pesquisa de novos farmacos.

Com este estudo preliminar, pretendeu-se estabelecer as possiveis actividades
farmacologicas dos 6leos em estudo, tendo em vista orientar os estudos farmacologicos

e toxicologicos que subsequentemente se viessem a justificar.

Neste estudo utilizaram-se ratos machos Wistar, com cerca de 500 g de peso, do
biotério do laboratério de Bioquimica da Universidade de Evora.

Os animais foram mantidos em jejum 16 horas antes do inicio dos ensaios € com
agua “ad libitum”, numa sala com a temperatura controlada a 22 + 2°C, humidade a 55 +
5% e sob um ciclo didrio de 12 horas de luz/12 horas de escuridéo.

Foram constituidas duas séries de 4 grupos de 4 animais. Em cada uma das
séries um dos grupos foi escolhido como testemunha e os outros trés foram sujeitos a
administra¢do do 6leo essencial da folha ou do 6leo artesanal do fruto em diferentes

concentragdes.
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A administracfio das diferentes fracgdes fez-se por via intraperitoneal nas doses
de 0,3 mL/kg, 0,6 mL/kg e 1 mL/kg. Aos grupos testemunha foi apenas administrado o
veiculo, éleo de amendoim. O volume administrado foi 0,5 mL.

As leituras foram realizadas a 1* antes da administragdo (tempo zero) € as
seguintes aos 10, 20, 30, 40 e 60 minutos e as 2, 4, 6 € 24 horas apos a administracdo.

Os animais de cada uma das séries foram anestesiados com éter e sacrificados
por decapitagio 7 dias apds o inicio dos ensaios para necropsia.

Os pardmetros avaliados nesta triagem correspondem a acg¢des que podem ser
observadas facilmente e que se distribuem pelos seguintes grupos:

»  Accfo sobre o Sistema Nervoso Central

Acgdo sobre os olhos

= Accdo sobre as orelhas e mucosas

= Accdes de caracter geral

s Acgdes de caracter subjectivo

®  Accdo sobre a glicémia

* Accio sobre a temperatura corporal

No quadro I do apéndice F encontram-se discriminados estes pardmetros.

5.6.2 — Actividade analgésica do éleo essencial da folha

A determinagio da actividade analgésica fez-se segundo o método de Koster e
Anderson (1959).
Utilizaram-se murganhos fémeas Charles River, com cerca de 25 g, do

biotério do laboratério de Bioquimica da Universidade de Evora.
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Os animais foram mantidos em jejum 16 horas antes do inicio dos ensaios € com
dgua “ad libitum”, numa sala com a temperatura controlada a 22 + 2°C, humidade a 55 +
5% e sob um ciclo diario de 12 horas de luz/12 horas de escuridéo.

Formaram-se 4 grupos de 6 animais cada. Um grupo foi utilizado como
testemunha, ao qual foi administrado o veiculo — éleo de amendoim. Aos outros grupos
administrou-se intraperitonealmente o 6leo essencial nas doses de 0,3 mL/kg, 0,6mL/kg
e ImL/kg.

Passados 30 minutos ap0s terem recebido a droga, os animais receberam por via
intraperitoneal 0,25 mL de uma solugdo de acido acético a 3% (v/v) € 15 minutos apds a
administra¢do, iniciou-se a contagem das contorsdes, durante 5 minutos, em cada grupo

de animais.

5.6.3 — Efeito do 6leo essencial da folha e do d6leo artesanal do fruto

sobre actividades enzimaticas

Generalidades

Os humanos ¢ os animais em geral sdo constantemente confrontados com a
exposicdo a produtos estranhos ao organismo. Esses produtos, denominados
xenobioticos, quer de origem natural ou sintetizados provenientes do ambiente a que
estamos expostos ou da administragéo deliberada, como € o caso dos medicamentos, sdo
absorvidos através da pele, pulmdes ou pelo sistema gastrointestinal.

A sua acumula¢do no organismo pode traduzir-se em fenomenos de toxicidade,
pelo que se torna necessario promover a sua eliminagdo. Esta ¢ conseguida naturalmente

através de processos de biotransformagdo dos téxicos em produtos mais facilmente
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excretaveis em que entram sistemas diferentes da fase I, em particular o citocromo P450
e da fase II como o glutationo S-transferase.

A metabolizacio de endobidticos e xenobi6ticos processa-se em varios orgéos,
sendo no figado onde ocorre em maior extensio, pelo que € importante manter a sua
integridade nomeadamente no que diz respeito aos componentes enzimaticos. Por esta
razfio, julgdmos pertinente estudar a acgio da droga sobre algumas destas actividades

enzimaticas.

5.6.3.1 - Efeito sobre actividades enzimaticas do soro em ratos Wistar

Determinou-se o efeito das drogas em estudo nas actividades enziméticas
alanino aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina
do soro, uma vez que os valores destas actividades sdo indicadores da integridade do

tecido hepatico.

As experiéncias foram realizadas em ratos Wistar machos, com peso médio de
360 g, provenientes do laboratério de Bioquimica da Universidade de Evora.

Constituiram-se 5 grupos de 4 animais, sendo um o grupo de controlo ao qual foi
administrado o veiculo, o 6leo de amendoim, os restantes grupos receberam
respectivamente 0,02 e 0,1 mL/kg/dia de dleo do fruto e de dleo essencial da folha. O
volume administrado foi de 0,5 mL.

O tratamento foi feito diariamente durante 4 dias e no 5° dia, foi recolhido o

sangue por pungdo cardiaca.
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O sangue recolhido foi centrifugado a 3000 g durante 20 minutos a 4°C e
retirado o soro, no qual foram determinadas as actividades alanino aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina.

Para estas determinagdes utilizaram-se “kits” comercializados pela Clonital e

seguiram-se os protocolos analiticos que os acompanhavam.

5.6.3.2 — Efeito sobre actividades enzimaticas do tecido hepatico

Este estudo incidiu sobre o contetido de duas fracgdes subcelulares do figado, a
fraccio microssomal e o citosol. Assim, na frac¢gdo microssomal determiniamos a
concentracdo de proteinas, citocromos P450 e citocromos bS5, e as actividades
enzimaticas NADPH(P450) redutase, etoxicumarina O-desetilase, etoxirresorufina O-
desetilase e etilmorfina N-desmetilase. Na fracgio citosélica determinou-se a
concentracdo de proteinas e as actividades enzimiticas glutationo S-transferase e
glutationo redutase.

Estas actividades enzimaticas sfo responsaveis em grande parte pelos processos
de biotransformacgio de xenobidticos e produtos naturais, incluindo farmacos, € os seus

valores fornecem indica¢des sobre a influéncia da droga no metabolismo hepético.

Utilizaram-se ratos machos Wistar, do laboratério de Bioquimica da
Universidade de Evora, com o peso médio de 360 g.

A sala onde se encontravam os animais foi mantida nas mesmas condigdes de
temperatura, humidade e ciclo de luz ja referidas anteriormente.

Constituiram-se 5 grupos de 4 animais, tendo o grupo de controlo recebido o

veiculo, o 6leo de amendoim, e os restantes grupos receberam respectivamente 0,02 e
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0,1 mL/kg/dia de 6leo do fruto ou de dleo essencial da folha. O tratamento foi feito
diariamente durante 4 dias.

Ao 5° dia ap6s a pesagem dos animais, fez-se a colheita de sangue por pungdo
cardiaca, abriu-se a cavidade abdominal e retirou-se o figado que foi colocado de
imediato em meio de homogeneizac¢do, KCl 0,154 M em tampéo Tris-HCl 50 mM pH
7.4 a4°C.

Preparam-se homogeneizados do tecido hepatico a partir de amostras de figado
de cada rato com um peso aproximado de 3,0 g.

As amostras, colocadas no copo do homogeneizador mantido a 4°C, foram
homogeneizadas com 9,0 ml de meio de homogeneizagéo KCl1 0,154 M em tampéo Tris-
HC1 50 mM, pH 7,4 num homogeneizador tipo Potter, com 10 impulsos a 6000 r.p.m.

Os homogeneizados foram coados para tubos de centrifuga através de um

passador de rede de plastico com uma malha de 1 mm e mantidos a 4°C.

Preparagio da frac¢io microssomal e do citosol

A frac¢do microssomal e o citosol foram preparados de acordo com o
procedimento geral de Lake (1987).

Os homogeneizados foram centrifugados a 800 g durante 20 minutos, a 2-4°C.
Os sedimentos obtidos foram desprezados e os sobrenadantes pos-nucleares foram
centrifugados a 10000 g, durante 30 minutos, a 2-4°C. Os sobrenadantes pos-
mitocondriais obtidos foram transferidos para tubos de ultra-centrifuga, previamente
arrefecidos, e centrifugados a 105000 g, durante 60 minutos, a 2-4°C. A fracgéo
citosolica sobrenadante foi recolhida para “eppendorfs” e guardada a —20°C para
utilizagdio posterior. O sedimento microssomal foi ressuspendido num volume de meio

de homogeneizagdo idéntico ao registado antes da ultima fase de centrifugagéo e
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novamente centrifugado a 105000 g, durante 60 minutos a 2-4°C. O sedimento obtido

foi ressuspendido em igual volume de meio de homogeneizagéo.

Para a determinaciio da concentracio de proteina total, utilizimos o método de

Lowry et al. (1951), que se baseou na reacgdo catalisada pelo cobre, em meio alcalino,
entre o reagente de Folin Ciocalteau (4cido fosfomolibdicofosfotiingstico) € os residuos
de aminoacidos arométicos tirosina e triptofano das proteinas, levando & formagéo de
um complexo de heteromolibdénio de cor azul intensa.

Prepardmos uma curva de calibragio para o intervalo de concentrages 50-200
ug/mL, a partir de uma solug@io-mée de albumina do soro de bovino, BSA (500 pg/mL).

Toméamos uma aliquota de 0,2 mL da frac¢fio microssomal ou do citosol que foi
diluida com NaOH 0,5 M para um volume total de 1,0 mL.

Adicionamos a 1,0 mL de cada solugdo-padrdo ou das amostras diluidas, 5,0 mL de
reagente de Lowry, constituido por sulfato de cobre penta-hidratado 0,1% (p/v),
tartarato de so6dio e potassio 0,2% (p/v) em carbonato de soédio a 2% (p/v). Apds
agitacdo no vortex, aguardamos 10 min. e adiciondmos 0,5 mL de solu¢do de acido
fosfomolibdicofosfotungstico (reagente de Folin-Ciocalteau) diluido 2 com agua
bidestilada e voltamos a agitar. Aguardamos 30 min. e, apds nova agitagdo no vortex,
lemos a absorvancia a 720 nm contra um branco preparado s6 com os reagentes.

Construimos a curva de calibragdo com os valores obtidos (Apéndice F) e
calculamos, por interpolagdo grafica a concentragdo de proteinas das amostras.

A concentracdo do citocromo b5 na frac¢do microssomal foi calculada a partir

do espectro de absor¢do molecular da forma reduzida contra um branco que continha a

forma oxidada, seguindo o procedimento indicado por Lake (1987).

58



Da fracgio microssomal do figado retiramos 0,5 mL e diluimos com 4,0 mL de
solugdo tampdo de fosfatos 0,2 M, pH 7,4. Dividimos a solugdo obtida por duas células
e, num espectrofotémetro de duplo feixe, tragamos um espectro de absor¢do entre 400 e
500 nm, devendo obter-se uma linha de base paralela ao eixo das abcissas, isto €, sem se
registar absorvancia apreciavel entre 450 ¢ 490 nm, zona de comprimento de onda onde
se fara a leitura da reducéio do citocromo b5 ap6s adigdo do NADH.

Mantendo as células a 37° C, adicionamos 0,025 mL de NADH a 2% em tamp&o
fosfato 0,2 M, pH 7,4 a célula de leitura, agitimos e aguardamos 2 min. Tragamos
novamente um espectro de absorgdo entre 400 e 500 nm e registamos a diferenga de
absorvéncia entre o valor maximo a 424 nm e o minimo a 409 nm, a qual foi utilizada
no calculo da concentragiio de citocromo b5, considerando o valor do coeficiente de
absortividade molar para o citocromo b5 na forma reduzida igual a 185 mM.cm’.

Para determinar o conteudo do citocromo P450, as células utilizadas na

determinagio do citocromo b5, adicionamos alguns cristais de ditionito de sodio e
tracamos o espectro de absor¢do entre 400 e 500 nm, obtendo uma linha de base
paralela ao eixo das abcissas.

Fizémos borbulhar monéxido de carbono na célula de leitura durante 1 min. e
tragamos novo espectro de absor¢do entre os mesmos valores de comprimento de onda.
Registamos a diferenga de absorvédncia entre 450 e 490 nm. A partir deste valor e
considerando o valor de 91mM ™" .cm™ como coeficiente de absortividade molar da forma

reduzida do citocromo P450, calculdmos a concentragéo total deste.

A actividade NADPH (P450) redutase foi determinada utilizando o método

proposto por Peterson et al. (1978) e Lake (1987), que emprega o citocromo ¢ como
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aceitador artificial de electrdes, uma vez que a sua forma reduzida apresenta um
maximo de absor¢do a 550 nm.

Toméamos aliquotas de 0,1 mL de frac¢iio microssomal com uma concentragﬁo
aproximada de proteinas de 10 mg/mL e adiciondmos ao meio de incubagfo constituido
por citocromo ¢ 0,5 mM e cianeto de potassio 1,2 mM diluidos em tamp@o fosfato 0,1
M, pH 7,6. Incubidmos a mistura a 37° C. Apds 3 min., iniciimos a reac¢do com a adigdo
de solugfio de NADPH 0,4 mM em tampéo fosfato.

Registamos a variagdo de absorvancia durante 120 seg. a 550 nm, lida contra um
branco de composigio semelhante & da célula de leitura, mas onde a solugdo de NADPH
foi substituida por igual volume de tampéo fosfato.

Calculados os valores dos coeficientes angulares das rectas obtidas,
determinamos a actividade enzimética utilizando o valor do coeficiente de absortividade

molar 21mM.cm™ (Lake, 1987) para a forma ferrosa do citocromo c.

Determinacio de actividades enzimaticas do sistema Cit P450

A determinacédo da actividade enzimética da etilmorfina N-desmetilase foi feita

por espectrofotometria do visivel segundo o protocolo de Nash (1953), modificado por
Lake (1987). Baseou-se no facto de a N-desmetilagio da etilmorfina em presenca de
citocromo P450 originar a formagdo de formaldeido, que fica retido no meio de
incubagdo pela semicarbazida. Este, ao reagir com o reagente de Nash, forma um
croméforo que absorve a 412 nm.

Tomamos aliquotas de 0,1 mL de fracgdio microssomal com uma concentragdo
aproximada de proteinas de 10 mg/mL e colocamos num meio de reac¢do composto por
semicarbazida 5mM, NADP* 0,5 mM, 4cido D,L-isocitrico 3,75 mM, sulfato de

magnésio hepta-hidratado 5 mM e isocitrato desidrogenase 1U, diluidos em tampao
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Tris-HC1 50 mM, pH 8,2 . Incubimos a 37° C em banho de dgua, com agitacdo a 100
ciclos. min™, durante 5 min.

Inicidmos a reaccio com a adigdo da solugio de hidrocloreto de etilmorfina
como substrato e deixamos decorrer a reac¢do durante 10 min. nas mesmas condi¢des
de agitagdo e temperatura. Ao fim deste tempo, pardmos a reacgdo colocando os tubos
de ensaio em gelo.

Adicionamos 1,0 mL de solugio de sulfato de zinco a 5% e 1,0 ml de solugédo
saturada de hidréxido de bario, agitdmos no misturador e centrifugdmos os tubos a 2000
g, durante 15 min., & temperatura de 2-4° C. Apo6s a sedimentagio das proteinas,
recolhemos 2,0 mL dos sobrenadantes aos quais adicionamos o reagente de Nash e, apés
agitacdo, colocamos os tubos em banho de agua a 37° C durante 60 min. Arrefecemos os
tubos A temperatura ambiente e lemos a absorvincia a 412 nm. Preparamos, em
simultdneo, para cada amostra, um branco idéntico ao meio anterior, mas so
adicionamos a solugdo de hidrocloreto de etilmorfina apés os 10 min. da reacgdo.
Preparamos também, para cada amostra, um padriio de referéncia com composicdo e
ordem de adi¢io idénticos as dos brancos, mas em que, ap6s a adigdo do substrato,
também adiciondmos 0,3 mL de formaldeido 1,5 mM.

Lemos os valores de absorvancia contra os respectivos valores dos brancos.

A actividade enzimatica foi determinada por interpolagdo do valor de
absorvéncia registado para as amostras com o valor de absorvéncia registado para o
respectivo padréo.

O reagente de Nash foi preparado dissolvendo 0,4 mL de acetilacetona
bidestilada em 100 mL de solugdo de acetato de amoénio 0,308 g/L em acido acético a

0,6%.
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A calibragiio do padrio de formaldeido foi efectuada fazendo reagir 0,2 mL da
solugdo padriio de formaldeido diluida para 2,0 mi de 4gua bidestilada com 2,0 mL de
reagente de Nash, durante 60 min., a 37° C. O valor do coeficiente de absortividade
molar de 8 mM.cm™ (Lake, 1987) foi o utilizado para o calculo da concentragdo do

formaldeido dissolvido na soluggo.

A actividade enzimatica 7-etoxicumarina O-desetilase foi determinada por

espectrofluorimetria de acordo com o protocolo de Lake (1987), tendo por base que a O-
desetilagio da 7-etoxicumarina leva a formacio da 7-hidroxicumarina, composto capaz
de emitir fluorescéncia a 452 nm quando excitado por radiag@io electromagnética a 380
nm.

Retiramos aliquotas de 0,05 mL da fracgéio microssomal com uma concentragio
aproximada de proteinas de 10 mg/ml e adiciondamos ao meio de reacgdo composto por
NADP" 0,75 mM, acido D,L-isocitrico 7,5 mM, sulfato de magnésio hepta-hidratado 5
mM e isocitrato desidrogenase 1U, diluidos em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,8 . Apos
mistura no agitador, os tubos foram incubados num banho de 4gua a 37° C e submetidos
a uma agitagao de 100 ciclos.min”’, durante 5 min.

Iniciamos a reacgdio com a adi¢dio do substrato, a 7-etoxicumarina, e deixamos
decorrer a reacgdo durante 10 min., nas mesmas condi¢des de agitagio e temperatura.

Pardmos a reacgdo colocando os tubos de ensaio em gelo e, em seguida,
adicionamos a cada tubo 1,0 mL de sulfato de zinco a 5% e 1,0 mL de solugdo saturada
de hidroxido de bario. Agitamos os tubos no misturador e centrifugdmos a 2000 g
durante 15 min., a temperatura de 2-4° C. Recolhemos 1,0 mL dos sobrenadantes aos

quais adicionamos 2,0 mL de tampao NaOH-glicina 0,5 M, pH10,5.
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Agitamos de novo os tubos e lemos a intensidade da fluorescéncia para o
comprimento de onda de emissdo de 450 nm e de excitagdo de 380 nm e com a abertura
de fenda de 1 e 3 mm, respectivamente.

Preparamos em simultdneo para cada amostra, ensaios em branco e ensaios com
o padrio de referéncia. Nos ensaios em branco, a solugdo de 7-etoxicumarina s6 foi
adicionada ao meio de reacgio apds os 10 min de reacgdio. Nos ensaios com o padréo de
referéncia, mantivémos a composi¢io e a ordem de adi¢éio dos ensaios em branco, mas
tendo adicionado a 7-hidroxicumarina apds a adi¢do do substrato.

Os respectivos valores de intensidade de fluorescéncia foram lidos nos mesmos
comprimentos de onda das amostras.

A actividade enzimatica foi determinada por interpolagdo do valor da
fluorescéncia registado para as amostras com o valor da fluorescéncia registado para o

respectivo padréo.

A determinagiio da actividade enzimitica da etoxirresorufina O-desetilase foi

feita seguindo o protocolo desenvolvido por Lake (1987) e baseado no método proposto
por Burke e Mayer (1974). Este método fundamentou-se no facto de a O-desetilagdo da
7-etoxirresorufina levar a formagio da resorufina, composto capaz de emitir
fluorescéncia a 582 nm quando excitado por radiagio electromagnética a 535 nm.
Retiramos aliquotas de 0,05 mL da fracgdio microssomal com uma concentragdo
aproximada de proteinas de 10 mg/mL e adiciondmos a um meio de reac¢do composto
por NADP" 0,5 mM, 4cido D,L-isocitrico 7,5 mM, sulfato de magnésio hepta-hidratado
5 mM e isocitrato desidrogenase 1U, diluidos em tampdo Tris-HCl 50 mM, pH 8,4.
Apds mistura do conteudo dos tubos no agitador, estes foram incubados num banho de

agua tapado a 37° C e submetidos a uma agitag¢do de 100 ciclos.min” durante 5 min.
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Iniciamos a reac¢io com a adi¢io do substracto, a 7-etoxirresorufina 0,25 uM, e
deixamos decorrer durante 10 min. nas mesmas condi¢des de agitagdo e temperatura.

Paramos a reac¢do colocando os tubos de ensaio em gelo e, em seguida,
adicionamos a cada tubo 1,0 mL de sulfato de zinco a 5% e 1,0 mL de solugdo saturada
de hidroxido de bario. Agitamos os tubos no misturador e centrifugamos a 2000 g
durante 15 min., 2 temperatura de 2-4° C. Recolhemos 1,0 mL dos sobrenadantes aos
quais adiciondmos 2,0 ml de tampao NaOH-glicina 0,5 M, pH 8,5.

Agitamos de novo os tubos e lemos a fluorescéncia aos comprimentos de onda
de excitagdo 535 nm e de emissdo de 582 nm, com uma abertura de fendade 1 e 3 mm
respectivamente.

Preparamos, em simultineo para cada amostra, ensaios em branco e ensaios com
o padriio de referéncia. Nos ensaios em branco, a solugdo de 7-etoxirresorufina s6 foi
adicionada ao meio de reac¢io apds os 10 min de reacgdio. Nos ensaios com o padrdo de
referéncia, mantivémos a composigdo € a ordem de adigio dos ensaios em branco, mas
tendo adicionado 0,2 mL de resorufina 5 nmol/mL apés a adigéo do substrato.

Os respectivos valores de intensidade de fluorescéncia foram lidos nos mesmos
comprimentos de onda de excitagdo € de emissdo das amostras.

A actividade enzimatica foi determinada por interpolagio do valor da
fluorescéncia registado para as amostras com o valor da fluorescéncia registado para o
respectivo padrdo.

A solugio extemporinea de etoxirresorufina foi preparada dissolvendo,
aproximadamente, 2 mg de etoxirresorufina em 2,0 mL de solugéo tampdo Tris-HCI 50
mM, pH 8,4, em banho de ultra-sons, durante 15 min.

Tragamos um espectro de absor¢dio dessa solugio entre 400 ¢ 800 nm num

espectrofotometro de feixe duplo e registimos a diferenga de absorvéncia entre o
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maximo registado a 482 nm e a linha de base. Calculamos a concentracdo da solugdo
utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar para a 7-etoxirresorufina de
22,5 mM.cm™. A solugfio foi diluida para uma concentragdo de 5,0 nmolV/mL com
tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8,4 para ser utilizada no ensaio enzimatico. A solugéo foi
protegida da luz envolvendo o frasco com papel de aluminio.

A solugdo extemporinea de resorufina, utilizada como solugdo padrdo, foi
preparada dissolvendo, aproximadamente, 2 mg de resorufina na minima quantidade de
etanol, sendo o volume final de 2,0 mL completado com solugo tampio Tris-HCI 50
mM, pH 8,4. Tragdmos um espectro de absorggo dessa solugéio entre 500 € 800 nm num
espectrofotometro de feixe duplo e registamos a diferenga de absorvéncia entre o
maximo a 572 nm e a linha de base. Calculamos a concentragéo da solugéo utilizando o
valor do coeficiente de absortividade molar para a resorufina de 40,0 mM'.em!. A
solugio foi diluida para uma concentragdo de 5,0 nmol/mL com tampdo Tris-HCl 50
mM, pH 8,4 para ser utilizada no ensaio enzimatico. A solugdo foi protegida da luz

envolvendo o frasco com papel de aluminio.

Determinacio da actividade da glutationo S-transferase

A actividade catalitica do enzima glutationo S-transferase foi determinada no
citosol, sendo a determinagdo feita por espectrofotometria.

O método (Habig et al., 1974) baseou-se na reacgédo entre o substrato (1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno) e o glutationo na forma reduzida (GSH) que conduz a formagéo de
um conjugado, o 2,4-dinitrofenil S-glutationo, croméforo que absorve a 340 nm.

Incubaram-se aliquotas de 0,1 mL de citosol com uma concentragdo aproximada
de proteinas de 0,5 mg/mL em células de absor¢do do espectrofotometro que continham

um meio de reac¢do composto por glutationo na forma reduzida (GSH) 1mM e 1-cloro-

65



2.4-dinitrobenzeno (CDNB) 1mM, dissolvidos em tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,5 num
volume total de 3,0 mL.

Procedeu-se a uma pré-incubagio do meio reaccional sem a presenga do 1-cloro-
2 4-dinitrobenzeno no compartimento das células do espectrofotometro, com a
temperatura controlada a 37° C e sob agitagio constante, durante 5 min. Iniciou-se a
reaccdo com a adigdo de 0,1 mL de solugdo etandlica do substrato e registou-se a
variagio de absorvancia a 340 nm, durante 120 seg., nas mesmas condi¢des de agitagio
€ temperatura.

As leituras foram efectuadas contra um branco previamente preparada em que se
substituiu o substrato por igual volume de solugéo tampdo.

Calculamos a actividade enzimitica a partir do valor do coeficiente angular das
rectas obtidas utilizando como valor do coeficiente de absortividade molar 9,6mM’ lem?!
para o conjugado 2,4-dinitrofenil S-glutationo (Weber ¢ Waxman, 1993, Kore et al.,

1993).

Determinacio da actividade da glutationo redutase

A actividade catalitica da glutationo redutase foi determinada no citosol, de
acordo com o método proposto por Goldberg e Sponer (1987).

A determinacio da actividade deste enzima baseou-se na acgdo catalitica
desempenhada na redugdio da forma dissulfureto do glutationo (GSSG), utilizando o
NADPH como cofactor. Determinou-se por espectrofotometria, acompanhando-se o
decréscimo de absorvancia, a 340 nm, devido a oxidagdo do NADPH.

Incubaram-se aliquotas de 0,1 mL do citosol, com uma concentragdo
aproximada de proteinas de 0,5 mg/mL, em células de absor¢do do espectrofotémetro

que continham um meio de reacgdo composto por glutationo na forma oxidada (GSSG)
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2,2 mM, EDTA 0,5 mM, NADPH 0,17 mM dissolvidos em 3,0 mL de tampdo fosfato
0,1 M, pH 7,2.

Procedeu-se a uma pré-incubagio do meio reaccional, sem a presen¢a do
NADPH, no compartimento das células do espectrofotometro, durante 5 min., com a
temperatura controlada a 37° C e sob agitagfio constante. A reacgdo iniciou-se com a
adicdo de 0,050 mL de NADPH e registou-se a variagio de absorvancia durante 120
seg., nas mesmas condigdes de agitagdo e temperatura. As leituras foram efectuadas
contra um branco no qual se substituiu a solugdo de NADPH por igual volume de
solugdo tampao.

A actividade enzimitica determinou-se a partir do valor do coeficiente angular
das rectas obtidas e utilizando como valor do coeficiente de absortividade molar para o

NADPH 6,3 mMcm™.

5.6.4 — Estudo comparativo entre a actividade hepatica do Oleo

essencial da folha e a actividade de uma droga hepatoprotectora

Face aos efeitos do dleo essencial da folha observados nos ensaios referidos nos
pontos 5.6.3.1 e 5.6.3.2 sobre as actividades enzimaticas do soro e do tecido hepatico, e
dado que € possivel obter este 0 6leo em maior quantidade e em qualquer época do ano,
0 que ndo acontece com o Oleo do fruto, e ainda, porque o dleo do fruto obtido por
expressdo a frio € rico em 6leo essencial cujos componentes sdo na maioria comuns aos
do 6leo essencial da fotha, decidimos proceder ao estudo comparativo entre a actividade
hepética do 6leo essencial da folha e a actividade de uma droga hepatoprotectora, tendo
por fim avaliar a possibilidade de uma actividade deste tipo por parte deste oleo

essencial.
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Para este estudo, utilizaram-se ratos fémeas Wistar com peso médio de 200 g, da
mesma origem dos utilizados nos ensaios anteriores.

O ensaio decorreu durante 7 dias e a agua foi fornecida ad libitum. Organizaram-
se 6 grupos de 4 animais, sendo um o grupo de controlo, ao qual foi administrado por
via intraperitoneal, durante os dias de ensaio, o 6leo de amendoim. Dos outros grupos,
nos primeiros quatro dias um grupo recebeu o veiculo, outro a droga hepatoprotectora —
a silimarina - na dose de 35 mg/kg e os restantes grupos receberam Oleo essencial nas
doses de 0,1, 0,3 e 0,9 mL/kg respectivamente. Nos 5° ¢ 6° dias foi adicionado aos
tratamentos dos 5 grupos, 0,4 mL/kg de toxico — o tetracloreto de carbono. O volume
administrado foi de 0,5 mL e o veiculo utilizado o 6leo de amendoim.

No 7° dia de ensaio os animais foram sacrificados, tendo sido privados de
comida 12 h antes do sacrificio. Antes deste, fez-se a colheita de sangue. Utilizou-se o
figado para a preparagdo da fracgio microssomal e do citosol, de acordo com as
metodologias descritas anteriormente.

As actividades enzimaticas estudadas no soro e no tecido hepatico foram as

referidas no estudo da actividade biologica do 6leo essencial no ponto 5.6.3.1 € 5.6.3.2.
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5.6.5 - Analise estatistica

Na determinagdo da actividade biologica do Laurus azorica testamos a
existéncia de diferencas com significado estatistico na interacgdo observada entre os
6leos administrados e alguns enzimas dos sistemas metabdlicos P450 e glutationo
hepaticos e enzimas marcadores do metabolismo hepético presentes no soro de ratos
Wistar.

Para esse efeito constituimos grupos de ratos o mais semelhantes possiveis em
termos de peso, idade ou doses administradas, tendo comparado entre si os resultados de
variaveis por andlise de varidncia simples (ANOVA I).

Procedemos ao calculo da varidncia total (S?) para todos os grupos em estudo, da
variincia entre grupos e da varidncia no interior dos grupos para termos uma nogéo
acerca da variagdo individual e do erro experimental.

Aceitamos diferencas significativas entre os grupos comparados, negando a
hipétese nula Hp : py = pz2 = ... = up nas situagdes em que o valor do F-estatistico, o
quociente da varidncia entre os grupos pela variincia no interior dos grupos, excedeu o
valor tabelado de F, para os respectivos graus de liberdade, com o nivel de significincia
de 99 e/ou 95% (Apéndice G).

Procedemos a discriminagfo dos grupos significativamente diferentes pelo teste
de Tukey, pressupondo que as diferengas entre grupos s@o devidas aos tratamentos
fixos.

Os célculos e as representagdes graficas que apresentamos foram efectuados
utilizando os programas Excel 98 e¢ SPSS Base 9.0 for Windows licenciados pela

Microsoft para a Universidade de Evora.
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5.7- Estudo da actividade antimicrobiana do L. azorica

A actividade bioldgica, e especificamente a actividade antimicrobiana
manifestada por muitas plantas arométicas, resulta em grande parte da composi¢do
quimica dos seus 6leos essenciais, nomeadamente dos hidrocarbonetos monoterpénicos
dos quais os oxigenados sdo os mais activos.

Uma vez que a composicdo quimica dos oleos essenciais ¢ influenciada por
diversos factores, entre eles a época de colheita da planta, neste trabalho estudamos a
actividade antimicrobiana dos 6leos provenientes das folhas colhidas na Primavera e

Outono e ainda do 6leo essencial obtido dos frutos maduros.

5.7.1 — Estudo da actividade antimicrobiana dos éleos essenciais

Para efectuar este estudo recorremos ao método de difusdo em meio solido que €
um dos métodos utilizados para determinar a actividade antimicrobiana de uma dada
substancia. Este método consiste na aplicagdo da substincia em estudo numa placa de
Petri contendo uma estirpe bacteriana semeada num meio de cultura adequado,
seguindo-se a incubagdo a 37°C durante 24 h (Collee, 1993 e Pelczar et al., 1996).

A aplicagdo da substincia em andlise pode ser feita por impregnagéo directa em
discos de papel de filtro depositados a superficie do meio de cultura (método dos discos)
ou por deposi¢do de uma solugdo da substdncia em estudo em cavidades moldadas na
superficie do meio de cultura (método dos pogos).

Ao fim das 24 h de incubagio cada local de aplicagdo pode estar ou ndo rodeado
de uma zona em que ndo houve desenvolvimento bacteriano. O didmetro dessa zona de

inibi¢dio € indicador da sensibilidade da estirpe bacteriana a substéncia em estudo.
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Determinaciio da actividade antimicrobiana

As estirpes bacterianas utilizadas neste estudo foram cedidas pelo Laboratdrio de
Anslises Clinicas do Hospital do Espirito Santo de Evora. As amostras eram
provenientes de diferentes produtos de colheita e foram cultivadas e isoladas em

diversos meios de cultura, como se resume no quadro seguinte.

Microrganismos Origem Meio de cultura/Isolamento
Escherichia coli Urina C.L.E.D. e MacConkey
Serratia marcescens Pus Gelose sangue

Pseudomonas aeruginosa Secregdo bronquica MacConkey

Staphilococcus aureus Orofaringe Gelose sangue
Staphilococcus epidermitis | Sangue Gelose sangue

Streptococcus equisimilis Liquido intravesicular Gelose chocolate
Enterobacter aerogenes Expectoragéo Gelose sangue

Streptococcus pneumoniae | Secrecgdo respiratoria Gelose sangue

Ap6s identificagdio, foram feitas novas sementeiras nos meios de cultura mais
apropriados para cada microrganismo com o fim de se obterem colonias bem isoladas.

A partir das colonias obtidas prepararam-se suspensdes em SOro fisiologico,
segundo o critério da escala de McFarland (Difco, 1994).

Segundo este método, a diluigdo das colonias de microrganismos Gram
positivos, deve levar a obtengdio de uma suspensio cuja turvagio permita a leitura de 0,5
na escala do respectivo aparetho de medida, turvagdo correspondente a uma suspensdo
de 150 milhdes de bactérias/mL. Para os Gram negativos, devemos obter uma leitura de
1,0, turvagiio correspondente a uma suspensio de 300 milhdes de bactérias/mL.

As suspensdes assim preparadas foram, entdo, distribuidas por espalhamento

pelas caixas de Petri com os meios de cultura adequados para cada estirpe.
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Os meios de cultura utilizados foram os meios gelose sangue ¢ Mueller-Hinton,
fornecidos comercialmente pela Bio-Merieux.

Para determinagdo das actividades antimicrobianas, em cada placa de Petri
colocaram-se 4 discos de papel de filtro esterilizado, de 6 mm de didmetro, da Becton
Dickinson, sendo trés deles impregnados com 4 pL de 6leo essencial € o quarto com o
antibiotico especifico seleccionado por antibiograma para aquele microrganismo. Os
discos com os antibidticos foram adquiridos a Bio-Merieux.

Cada ensaio foi realizado em triplicado. Apés incubagdo das placas a 37°C,
efectuaram-se as leituras as 24 h e 48h.

O didmetro das zonas de inibicdo (halo) foi medido em trés direc¢des usando
uma escala em mm, estando o didmetro do disco de papel de filtro incluido na leitura.
Foram feitas as médias dos replicados e os valores dos halos obtidos foram comparados

com os halos de inibi¢do dos discos impregnados com antibidtico especifico.

5.7.2 — Avaliacio da concentracao minima inibitoria

Em relagdo aos microrganismos que foram sensiveis aos 6leos essenciais aqui

.....

.....

capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano ao fim de 24 h de incubagio a 37° C

(Collee, 1993 e Dellar et al., 1994), ou 24-48 h a 37° C (Soliman et al., 1994).

Para esta determinagfo, preparamos varias diluicdes dos 6leos essenciais em
etanol absoluto e fizémos o estudo das actividades antibacterianas das diferentes

concentra¢des segundo o método de difusdo em discos, tal como no ensaio anterior.
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Este método de difusiio em disco ndo permite diferenciar se a ac¢do inibidora €
bacteriostatica ou bactericida. Para isso seria necessdrio preparar uma suspensido de
germes € semed-la em tubos de ensaio contendo vérias concentracdes dos Oleos
essenciais e, apés o periodo de incubacdo, seria necessario comparar o nmimero de
germes sobreviventes com o numero de germes da suspens&o inicial. Considerar-se-ia
que os 6leos em estudo possuiriam acgdo bactericida intensa se houvesse menos de 0,01
% de sobreviventes. Este método exige maiores volumes de amostra que ndo nos foi

possivel obter, pelo que nfo o executamos.

Determinaciio da concentragio minima inibitéria

Para determinacdio da concentra¢io minima inibitoria utilizaram-se dilui¢Ges dos
oleos essenéiais de 1:1, 1:3, 1:7 e 1:10 (v/v) em etanol absoluto e procedeu-se a
aplicagio e incubagdo em condicbes idénticas as efectuadas para a determinagdo da
actividade antimicrobiana. Neste ensaio, o quarto disco foi impregnado de etanol e
tomado como testemunha. Os ensaios foram efectuados em triplicado e as leituras

efectuadas as 24 e 48 h de incubagéo.
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5.8 — Equipamento

Para a realizacdo deste trabalho utilizaram-se os seguintes equipamentos

principais:
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Aparelho de hidrodestilag@o do tipo Clevenger

Aparelho Biichi 512 para determinag@io do ponto de fusfo

Balanca analitica da marca Mettler, modelo AE 200

Balanga técnica da marca Mettler, modelo PJ 3000

Banho de ultra-sons da marca Sonorex, modelo Bandelin RK 100

Banho termostatizado com agitagdo da marca Selecta Unitronic, modelo 3200 R
Bidestilador da marca Aquatron, modelo A 4D

Calorimetro da marca Shimadzu DSC-50

Centrifuga da marca Hermle, modelo Z380

Cromatdgrafo de gas Hewlett-Packard 5890, Series I1

Cromatoégrafo de gas Hewlett-Packard 6890 associado a um Espectrometro de
massa Hewlett-Packard 5973

Cromatégrafo de géas associado a um Espectrometro de massa Fissons Sistem
VG Trio 1000

Espectrofluorimetro de feixe simples da marca Shimadzu, modelo RF-5001 PC
Espectrofotometro de feixe duplo da marca Hitachi, modelo U 2000, com banho
termostatizado e sistema de circulagio de agua da marca Grant
Espectrofotdmetro de infravermeltho da marca Hitachi, modelo 260-10
Espectrofotémetro de infravermelho com transformadas de Fourier da marca
Perkin-Elmer, modelo Paragon 1000 PC

Espectrometro da marca Varian, modelo Unity 300



Evaporador rotativo da marca Heidolph, modelo W 2000

Homogeneizador tipo Potter da marca TRI-R Instruments StiR-R, modelo K 41
Medidor de pH da marca Metrohm, modelo 691

Misturador da marca Heidolph, modelo Reax 2000

Misturador oscilante da marca Heidolph, modelo Unimax 2010

Moinho de facas da marca Brabender, modelo OHG-Duisburg

Polarimetro da marca Bellingham Standley, Limited

Refractometro de Abbé da marca Bellingham Standley, Limited

Supercentrifuga da marca Hermle, modelo Z382 K

Ultracentrifuga da marca Sorvall, modelo Ultra 80 TM & Combi Plus equipada

com o rotor Sorvall T-875
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5.9 — Reagentes
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Durante a realizagdo deste trabalho utilizaram-se os seguintes reagentes:
Acetato de amoénio, pro-analise, 98,0%, MERCK, Darmstadt

Acetato de etilo, pro-analise, (d=0.90) 99,5%, MERCK, Darmstadt
Acetilacetona, pro-analise, (d=1,05) 99,5%, MERCK, Darmstadt
Acetona, pro-andlise, (d=0,79) 99,5%, MERCK, Darmstadt
Acetona-dg, grau de deuteragdo 99,95%, MERCK, Darmstadt

Acido acético glacial, pré-analise, (d=0,97) 100%, MERCK, Darmstadt
Acido azético, pré-analise, (d=1,40) 65%, MERCK, Darmstadt

Acido cloridrico, pro-analise, (d=1,19) 37%, MERCK, Darmstadt
Acido DL-isocitrico, pro-andlise, 96,0%, Sigma, St. Louis

Acido etilenodiaminotetracético (sal dissodico), pro-analise, 99,0%, MERCK,
Darmstadt

Acido silico-tingstico, pr6-analise, MERCK, Darmstadt

Acido sulfiirico, pré-andlise, (d=1,84) 95-97%, MERCK, Darmstadt
Acido tartérico, pro-analise, 99,8 - 100%, Riedel-de-Haén, Seeize-Germany
Albumina sérica bovina, pré-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis
Amoniaco, pro-analise, (d=0,91) 25%, MERCK, Darmstadt

Ar K reconstituido, Ar Liquido, Lisboa

Azoto N-46, Ar Liquido, Lisboa

Azoto R, Ar Liquido, Lisboa

Benzeno, pré-analise, (d=0,88) 99,7%, MERCK, Darmstadt

Butanol, pré-analise, (d=0,81) 99,5%, MERCK, Darmstadt

Carbonato de sédio anidro, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt



Citocromo c, pré-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

Cloreto férrico, pro-analise, 99,0%, MERCK, Darmstadt

Cloreto de mercurio, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt

Cloreto de potassio, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt

Cloreto de sodio, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt
1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno, pro-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis
Cloroférmio, pro-analise, (d=1,47) 99,0-99,4%, MERCK, Darmstadt
Cloroférmio-d, grau de deuterag@o 99,95%, MERCK, Darmstadt
Diclorometano, pro-analise, (d=1,32) 99,5%, MERCK, Darmstadt
Dietilamina, pro-analise, (d=0,71), MERCK, Darmstadt
Dihidrogenofosfato de potassio, pro-analise, 99,0%, MERCK, Darmstadt
Dihidrogenofosfato de sddio, pro-anlise, 99,0%, MERCK, Darmstadt
Dinuclestido de nicotinamida e adenina reduzido (sal sodico), pré-analise,
97,0%, Sigma, St. Louis

Ditionito de sédio, pré-analise, >99,0%, MERCK, Darmstadt

Discos de papel de filtro esterilizado, @ 6 mm, Becton Dickinson Europe,
Meylan, France

Etanol, pro-analise, (d=0,79) 99,8%, MERCK, Darmstadt

Eter dietilico, pré-analise, (d=0,71) 99,5%, Riedel-de-Haén, Seeize-Germany

7-Etoxicumarina, pré-analise, 99,5%, Sigma, St. Louis
7-Etoxirresorufina, pré-analise, >99,0%, Sigma, St. Louis

Ferricianeto de potassio, pro-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

Fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e adenina (sal sodico) pré-analise,

98,0%, Sigma, St. Louis
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Fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e adenina reduzido(sal sédico) pro-
analise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Glicina, pré-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

Glutationo, pré-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Glutationo reduzido, pré-andlise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Hélio N-55, Ar Liquido, Lisboa

Hexano, pré-andlise, (d=0,66) 99,0%, MERCK, Darmstadt

Hidrocloreto de etilmorfina, pré-analise, 99,0-100%, MERCK, Darmstadt
Hidrocloreto de semicarbazida, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt
Hidrogénio, Ar Liquido, Lisboa

Hidrogenofosfato de sédio di-hidratado, pré-anlise, 99,5%, MERCK,
Darmstadt

7-Hidroxicumarina, pré-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

Hidréxido de bério octahidratado, pré-analise, 98,0%, MERCK, Darmstadt
Hidréxido de potassio, pro-analise, 85,0%, MERCK, Darmstadt

Hidroxido de sodio, pro-analise, 99,0%, MERCK, Darmstadt

Todeto de potassio, pro-anlise, 99,5%, MERCK, Darmstadt

Isocitrato desidrogenase (de coragdo de porco), pro-andlise, 99,0%, Sigma, St.
Louis

Kits GPT/ALT, GOT/AST e ALP, Clonital, Carvico (BG), Italy

Magnésio em folha, 0,15-0,25 mm de espessura por 3mm de largura, MERCK,
Darmstadt

Meios de cultura para microrganismos: C:L:E:D:, Gelose sangue, Gelose
chocolate, Mac Conkey e Mueller Hinton, Bio-Merieux

Metanal, pré-analise, (d=1,09) 37%, MERCK, Darmstadt



Metanol, pré-analise, (d=0,79) 99,8%, MERCK, Darmstadt

Monéxido de carbono grau CA 15°, RI.93B, Ar Liquido, Lisboa

Nitrato de prata, pro-analise, 99,8%, MERCK, Darmstadt

Oleo de amendoim, (d=0,914), Fluka, Chemie AG, Switzerland

Ortofosfato de tripotéssio, pro-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Oxido de aluminio 90 para cromatografia em coluna, @ 63 —200 um, MERCK,
Darmstadt

Padrdes de 6leos essenciais para GC, Extrasynthese, Genay, France

Papel de filtro, Whatman Scientific Limited, England

Piridina, pro-analise, (d=0,98), MERCK, Darmstadt

Placas para cromatografia, folha de aluminio 20x20 cm revestida com silica gel
60 G, 0,20 mm de espessura, MERCK, Darmstadt

Placas para cromatografia em vidro, 20x20 e 10x10 cm

Reagente de fenol segundo Folin-Ciocalteau, pro-analise, Sigma, St. Louis
Resorufina, pro-analise, >99,0%, Sigma, St. Louis

Silica gel 60 para cromatografia em camada fina, @ 15 pm, MERCK, Darmstadt
Silica gel 60 para cromatografia em coluna, @ 63 —200 pm, MERCK, Darmstadt
Subnitrato de bismuto, pré-analise, 71,0%, MERCK, Darmstadt

Sulfato de cobre penta-hidratado, pro-analise, 99-100%, MERCK, Darmstadt
Sulfato de magnésio hepta-hidratado, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt
Sulfato de sédio anidro, pro-analise, 99,0%, MERCK, Darmstadt

Sulfato de zinco, pré-anlise, 99,5%, MERCK, Darmstadt

Tartarato de s6dio e potassio tetra-hidratado, pro-analise, 99,0%, MERCK,
Darmstadt

Tris (hidroximetil) aminometano, pro-analise, 99,9%, MERCK, Darmstadt

79






6 - Resultados da parte experimental






6.1 — Estudos fitoquimicos preliminares

Os ensaios de pesquisa fitoquimica realizados nas folhas e frutos do L. azorica
permitiram evidenciar a presenca de oleos volateis, 4cidos gordos, esterdis, terpenos,
alcaloides, cumarinas, taninos, glicidos, bases azotadas livres e saponinas, assinalada

com (+) no quadro seguinte:

Tipo de compostos Folhas Frutos verdes | Frutos maduros

Oleos volateis + + +

Acidos gordos + + +

Esterois e triterpenos + + +

Carotenodides - - -

Alcaloides + - +

Bases quaternirias € + - +
aminas oxidadas
Antraquinonas - - -

Flavonas - - -

Flavonois + - -

Flavononas - - -

Cumarinas

Taninos e polifendis

+
T
Oses e polioses +
T

Glucidos redutores

Heterosidos cardiotonicos - - -

Saponinas - - T
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6.2— Componentes quimicos maioritarios da folha

6.2.1 - Extracto de hexano

2500 g de folhas secas forneceram 27 g de um extracto untuoso ¢ de cor verde

escura, com um rendimento de 1,08 %. Depois de descerado reduziu-se a 12,5 g.

Para o isolamento dos componentes, procedeu-se ao fraccionamento, em
cromatografias de coluna, deste extracto, conforme indicado no quadro 6.1, obtendo e

purificando-se os compostos A, B, C, E, F e uma mistura D constituida por dois

compostos isémeros.

Quadro 6.1 — Fraccionamento do extracto de hexano

Extracto de hexano
[
[Hex./AcErlo9:1 [Hex./AcEtilo%:1 _|Hex./AcEsiloa
Fracgio Fracgéo Fracgdo
20-21 25-26 27-31
852 mg 225 mg 850 mg
[Benz./AcEtil099:1 _ |
] Benz AcEtlo973  [Bens /AcEsloh1 I Clorof./Met9:1
Sub-Frac¢do Sub-Fraecdo Sub-Fraccgdo Sub-Fracgio Sub-Fraccio
15-21 22-23 15-27 60-66 84-94
60 mg 37mg 36 mg 115mg 280 mg
Hex./AcEnlo95:5 Hex./AcEnlo%:1 Cloroférmio Clorof./Met.97:3
Sub-Fraccio Sub-Fraccido Sub-Fraccdo Sub-Fraccdo
20-27 9-14 8 7-10
6,7 mg 16 mg 61,5 mg 76 mg
Recnstalizaci 1stalizaci istalizach CCFP CCFP
Hex/ Acetona 11 el &ﬁghzago Clorof./Met. 982 Hex./A!:.Eu'lo 1 |
Composto A| |Composto B| |Composto C| | Mistura D Composto E | | Composto F
4,5mg 12mg 16 mg 14,5 mg 12,3 mg 12,1 mg
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6.2.1.1 - Caracterizaciio dos compostos isolados

Composto A
O composto A, solido, foi cristalizado a partir de uma mistura de hexano/acetona

1:1 sob a forma de agulhas incolores, apresentou as seguintes caracteristicas:

Ponto de fusdo: 60-61°C.

Poder rotatério:

[a]s =-12°(CHCl,,c =1,9).

Espectro de IV (Apéndice A)

V" (em™):3100,1770,1640,1440,1130, 810.

Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls), 8 (ppm): (Apéndice B1)
6,22 (1H, d, J=3,3 Hz, Hy,13), 5,50 (1H, d, J=3,3 Hz, Hp-13),
527 (1H, d, 1=2,1 Hz, H,-15), 5,07 (1H, d, J=2,1 Hz, Hy-15),

4,90 (1H, s, Hp-14), 4,82 (1H, 5, Hyp-14), 3,97 (1H, ¢, J=9,0 Hz, H-6).

Espectro de RMN *C (75,429 MHz, CDCL), 3 (ppm): (Apéndice B1)
47,8 (C-1), 30,3 (C-2)*, 32,6 (C-3)*, 151,2 (C-4), 52,1 (C-5), 85,1 (C-6),
45,3 (C-7), 31,0 (C-8), 36,2 (C-9), 149,3 (C-10), 139,9 (C-11),

170,1 (C-12), 119,9 (C-13), 112,7 (C-14), 109,7 (C-15).

* ginais intercambiaveis
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Espectro de massas (Apéndice C)

(IE, 70eV) m/z (int.rel): 230 [M]* (84), 215 (20), 202 (20), 150 (100), 91 (96), 79 (80).

Composto B
O composto B, soélido incolor cristalizado em metanol, apresentou as

caracteristicas a seguir indicadas:

Ponto de fusdo: 106-107°C.

Poder rotatorio:

[a]5 =+117°(CHCl,,c = 0,3).

Espectro de IV (Apéndice A)

Sfilme

Vioir (cm™):3100,1760,1660,1440,1140, 810.

Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls), 8 (ppm): (Apéndice B;)

6,27 (1H, d, J=3,6 Hz, Hy-13), 5,53 (1H, d, J=3,6 Hz, H3-13),
4,85 (1H, dd, J,=4,8, J,=5,1 Hz, H-1), 4,74 (1H, 4, J=10,2 Hz, H-5),
4,57 (1H, dd, J,=8,4, J,=8,7 Hz, H-6), 1,70(3H, d, J=1,5 Hz, Me-15),

1,42 (3H, s, Me-14).

Espectro de RMN *C (75,429 MHz, CDCl), & (ppm): (Apéndice B;)

127,5 (C-1), 26,2 (C-2), 41,1 (C-3), 136,9 (C-4), 127,1 (C-5), 81,9 (C-6),
50,5 (C-7), 28,2 (C-8), 39,5 (C-9), 140,3 (C-10)*, 141,3 (C-11)*,
170,3 (C-12), 119,4 (C-13), 16,1 (C-14), 17,3 (C-15).

*sinais intercambidveis
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Espectro de massas (Apéndice C)
(IE, 70eV) m/z (int.rel): 232[M]" (56), 217 (24), 204 (6), 149 (65), 109 (68), 91 (40), 81

(100), 53 (52).

Composto C
Este composto apresentou-se como um sdlido branco e cristalino. Recristalizado

em metanol, apresentou os seguintes dados:

Ponto de fusdo: 135-136°C.

Poder rotatério:

[a]5 =-35,6°(CHCl,,c =1,1).

Espectro de IV (Apéndice A)

Vi (em™):3420,2930,1650,1464,1361,1050.

Espectro de RMN 'H (250 MHz, CDCl;), & (ppm): (Apéndice By)

5,35(1H, m, H-6), 3,52(1H, m, H-3), 1,00(3H, s, Me-18)*, 0,67(3H, s, Me-19)*,
0,93(3H, d, J=6,5Hz, Me-21)°, 0,84(3H, d, J=6,0Hz, Me-26)°,
0,81(3H, d, J=6,0, Me-27)", 0,83(3H, ¢, J=7,2Hz, Me-29).

* e * sinais intercambidvelis.

Espectro de RMN “C (62,9 MHz, CDCly), 8 (ppm): (Apéndice Bo)
37,2 (C-1), 31,2 (C-2), 71,8 (C-3), 42,2 (C-4), 140,7 (C-5), 121,7 (C-6),
31,6 (C-7), 31,9 (C-8), 50,1 (C-9), 36,5 (C-10), 21,0 (C-11), 39,7 (C-12),

42,2 (C-13), 56,7 (C-14), 24,4 (C-15), 28,2 (C-16), 56,0 (C-17), 11,8 (C-18),
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19,4 (C-19), 36,1 (C-20), 19,0 (C-21),33,9 (C-22), 26,0 (C-23), 45,8 (C-24),

29,1 (C-25), 18,8 (C-26), 19,8 (C-27), 23,0 (C-28), 12,0 (C-29).

Espectro de massas (Apéndice C)
(IE,70eV) m/z (int.rel.): 415 [M+1]" (5), 397 (5,6), 382 (3,8), 320 (7,5), 304 (86), 274
(7,5), 256 (12,5), 213 (22,5), 159 (31,3), 145 (48,8), 105 (71,3), 95 (67,5), 81 (81,3), 55

(100).

Mistura D
Os dados espectroscopicos dos dois compostos constituintes da mistura D,

designados por D1 e D2, revelaram os valores a seguir mencionados:

Espectro de IV (Apéndice A)

V,]:: (em™):2925,1760,1735,1660,1230,1140,1020, 815.

Espectros de RMN

Os espectros de ressonincia magnética nuclear do protdo € do carbono 13

forneceram dados espectrais, que permitiram atribuir valores a cada um dos isdémeros.

Espectro de RMN 'H (250 MHz, CDCl;), & (ppm): (Apéndice B;)

Composto D1
6,3(1H, 4, J=3,5Hz, Hb-13), 5,9(1H, 4, J=3,5Hz, Ha-13), 5,1(1H, d, J=9,8Hz, H-8),
4,01(1H, d, J=6,1Hz, H-6), 3,05(1H, m, H-7), 2,1(3H, s, COO Me),

1,9(3H, s, Me-14), 1,4(3H, s, Me-15).
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Composto D2

6.3(1H, d, J=3,5Hz, Hb-13), 5,9(1H, d, J=3,5Hz, Ha-13), 5,2(1H, m, H-9),

5,1(1H, d, J=9,8Hz, H-8), 4,01(1H, 4, J=8,5Hz, H-6), 3,08(1H, m, H-1),

3,05(1H, m, H-7), 2,1(3H, 5, COO Me), 1,8(3H, 5, Me-14), 1,3(3H, 5, Me-15).

Espectro de RMN '*C (62,9 MHz, CDCl), 5 (ppm): (Apéndice By)
Composto D1

139,6 (C-1), 46,6 (C-2), 23,6 (C-3), 44,3 (C-4), 58,0 (C-5), 77,2 (C-6),
47,0 (C-7), 72,0 (C-8), 36,4 (C-9), 134,9 (C-10), 141,1 (C-11),

169.,6 (C-12), 126,4 (C-13), 20,9 (C-14), 17,3 (C-15), 20,1(O0CCH3),

168,7 (OOCCHS).

Composto D2

51,5 (C-1), 22,3 (C-2), 23,6 (C-3), 44,3 (C-4), 58,0 (C-5), 77,5 (C-6),
47,0 (C-7), 72,6 (C-8), 125,1 (C-9), 134,9 (C-10), 141,1 (C-11),

169,5 (C-12), 126,4 (C-13), 20,9 (C-14), 17,3 (C-15), 20,1 (OOCCH3),

168,7 (OOCCHs).

Espectros de massas (Apéndice C))

Os isdémeros D1 e D2 mostraram os seguintes €spectros:

Composto D1

(IE, 706V) m/z (int.rel.): 290 [M]", 247 (13,6), 213 (18,6), 161 (30,9), 121 (54,5), 111

(100), 84 (80,4).
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Composto D2

(IE, 70eV) m/z (int.rel): 292 [M+2]" (5.4), 246 (12,7), 231 (16,4), 213 (32,7), 167

(25.,9), 121 (44,5), 111 (100), 84 (85,5).

Composto E
Os dados espectroscopicos fornecidos pelos espectros de IV, RMN 'H, RMN

BC e espectro de massas foram os seguintes:

Espectro de IV (Apéndice A)

vﬁ;’:e (ecm™") :3450,2930,1765,1735,1670,1235,1140,1020,810.

Espectro de RMN 'H (250 MHz, CDCl;), 8 (ppm): (Apéndice By)

6,28(1H, d, J=2,1Hz, Ha-13), 5,74(1H, d, J=2,1Hz, Hb-13), 5,39(1H, ¢, J=6,5Hz, H-6),
5,32(1H, d, J=6,4Hz, H-9), 4,86(1H, d, J=6,7Hz, H-5), 4,62(1H, ¢, J=6,0Hz, H-8),
4,40(1H, dd, J,=3,3, J,=6,9Hz, H-1), 3,03(1H, m, H-7), 2,31(2H, m, H-3),

2,08(3H, s, C8-O0CCH3), 1,91(3H, s, Me-15), 1,83(3H, s, Me-14).

Espectro de RMN "*C (62,9 MHz, CDCl;), 8 (ppm): (Apéndice B;)

66,7 (C-1), 27,1 (C-2), 35,2 (C-3), 137,9 (C-4), 125,9 (C-5), 73,1 (C-6),
49,1 (C-7), 74,1 (C-8), 126,2 (C-9), 142,9 (C-10), 136,8 (C-11), 169,3 (C-12),

123,0 (C-13), 16,8 (C-14), 15,5 (C-15), 21,1 (OOCCH3), 170,0 (OOCCHS3).

Espectro de massas (Apéndice C)
(IE, 70eV) m/z (int.rel.): 306 [M]’, 281 (0,3), 246 (1,4), 231 (1,5), 191 (11,8), 161

(26,4), 121 (25,5), 105 (20,9), 95 (56,4), 77 (34,5), 43 (100).
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Espectros de correlacio de RMN bidimensional: (Apéndice Bs)

Posi¢io | C (3) HMQB (5) | HMBC COSY
1 66,7 4,40 C-14 H-1 > H-14
2 27,1 ~ 2,06 C-10, C-1 —_
3 35,2 2,31 C-5,C4,C-1 |H-3>H-15
4 137,9 — — —
5 125,9 4,86 C-15,C-3 H-5 —» H-15, H-6
6 73,1 5,39 C-4 H-6 —» H-7, H-5
7 49,1 3,03 C-11,C-8 H-7 —» H-8, H-13
8 74,1 4,62 C-7,C-6 H-8 — H-7, H-9
9 126,2 5,32 C-14, C-1 H-9 —» H-14, H-8
10 142,9 — — —
11 136,8 — — —
12 169,3 — — —
13 123,0 5,74, 6,27 |C-12,C-11, C-7 |H-13 —» H-7
14 16,8 1,83 C-10, C-9,C-1 |Me-14 - H-1, H-9
15 15,5 1,91 C-5,C-4,C-3 |Me-15—>H-3,H-5
e 21,1 2,08 o —
e ~&~cH,
170,0 — —_ —
CHz;—C —
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Composto F
Este composto apresentou os seguintes dados espectroscopicos de IV, RMN 'H,

RMN "3C ¢ de espectro de massas:

Espectro de IV (Apéndice A)

Sfiime

Ve (cm™):3090, 2930, 2850,1760,1730,1650,1230,1020, 815.

Espectro de RMN 'H (250 MHz, CDCl3), & (ppm): (Apéndice B))

6,34(1H, d, J=2,9Hz, Hb-7), 5,86(1H, d, J=2,9Hz, Ha-7),
3,84(2H, dd, J,=4,6, J,=3,8Hz, H-3 e 5), 2,07(2x3H, 5, C3-OOCCH; ¢ C5-O0CCH3),

1,79(2x3H, s, Me-9 e Me-10).

Espectro de RMN "*C (62,9 MHz, CDCl;), 5 (ppm): (Apéndice B;)

146,2 (C-1), 30,6 (C-2), 72,5 (C-3), 169,3 (C-4), 72,5 (C-5),
30,6 (C-6), 125,5 (C-7), 135,6 (C-8), 21,0 (C-9), 21,0 (C-10),

21,0 (OOCCH3), 169,7 (OOCCH3).

Espectro de massas (Apéndice C)

(IE, 70eV) m/z (int.rel.): 252 [M]", 199(12,7), 185 (14,5), 161 (17,7), 145 (24,5), 135

(30,9), 117 (32,7), 105 (61,8), 91 (100), 79 (71,8), 55 (92,7).
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6.2.2 - Extracto de cloroformio

O extracto de cloroformio obtido apresentou um rendimento de 3,7 %. Mostrava

aspecto pastoso e cor verde escura.

Para o isolamento dos componentes partimos de 3 g deste extracto e procedeu-se

a0 seu fraccionamento conforme indicado no quadro 6.2. A mistura G € 0os compostos E

e H foram isolados e purificados por cromatografia de coluna.

Quadro 6.2 — Fraccionamento do extracto de cloroférmio

Extracto de cloroféormio

|Cloroformio Cloroformio |Butanol
Fraccao Fraccéo Fraccao
61-84 91-122 193-197
145 mg 458 mg 231 mg
CCFP

Hex./Ac.Edlo 955 Hex./AcEtlo 1:1 Didl /Acetona 7525

Sub-Fracgdo Sub-Fracgio | | Composto H

32-43 54-56 19,6 mg
27,4 mg 19,3 mg
CCFP CCFP

Hex./Ac.Etlo 4:1 Hex./Etilo 1:1

Mistura G Composto E
21 mg 3,4 mg
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6.2.2.1- Caracterizacao dos compostos isolados

Mistura G

Dados espectroscopicos apresentados pela mistura:

Espectro de IV (Apéndice A)

Sfilme

Vi (cm™):3306,2917,2849,1462,1215, 757.

Espectro de RMN 'H (250 MHz, CDCls), 8 (ppm): (Apéndice B,)

3,64(1H, t, J=6,2Hz, -CH,-OH), 1,58(2H, m,-CH,-CHs),1,25(2n H, m,-(CH,)n),

0,88(3H, t, I=7,0Hz, (-CH,)n-Me).

Composto H

Este composto apresentou os seguintes dados espectroscopicos:

Espectro de IV (Apéndice A)

Silme

Vioie cm™' :3418,2928,2856,1755,1672,1444,1273,1148,1026, 818.

Espectro de RMN 'H (250 MHz, (CD3),CO), & (ppm): (Apéndice B,)

6,16(1H, sl, H-5), 6,07(1H, si, H-9), 5,27(1H, d, J=10,0Hz, Hb.13),
4,95(1H, d, J=10,0Hz, Ha-13), 4,64(1H, ¢, J=9,6Hz, H-1), 4,44(1H, m, H-8),

2,80(1H, m, H-7), 1,80(3H, s, Me-14), 1,78(3H, s, Me-15).

Espectro de RMN "C (62,9 MHz, (CD3),CO), 8 (ppm): (Apéndice Bs)

66,0 (C-1), 27,9 (C-2), 35,5 (C-3), 133,2 (C-4), 126,5 (C-5), 74,6 (C-6)52,6 (C-7), 70,6
(C-8), 131,4 (C-9), 143,0 (C-10), 139,8 (C-11), 169,9 (C-12),121,1 (C-13), 16,5 (C-14),

15,0 (C-15).
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6.2.3 — Extracto de etanol

O extracto de etanol, obtido com um rendimento de 9,92 %, apresentava um

aspecto pastoso e uma cor castanha escura.

Extracto de alcaloides totais
248 g do extracto de etanol levaram a obtengdio de 3 g de extracto de alcaloides
totais segundo o método referido no ponto 5.3.2.1, e do seu fraccionamento obtivémos a

mistura I e os compostos Je L conforme se encontra indicado no quadro 6.3.

Quadro 6.3 — Fraccionamento do extracto de alcaléides totais

Extracto de alcaléides totais
1

Benzeno Cloroférmio
Fracciao Fraccdo
8-9 93-147
70 mg 300 mg
| Cloroférmio
exano
Sub-Fracgiio
2.3 Sub-Fracc¢do Sub-Fracgio
49 mg 14-16 22-52
P 17 mg 45 mg
Hex./Benz. 95:5 . CCFP
Mistura I Benz./Dietilamina 99:1| pidoromet./Met. 95:5
37 mg Sub-fracgdo Composto L
90-108 5 mg
13 mg
CCFP
Benz./Dietilamina 97:3
Composto J
7mg
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6.2.3.1 — Caracterizaciio dos compostos isolados

Mistura I

Dados espectroscopicos apresentados pela mistura:

Espectro de IV (Apéndice A)

v (em™): 2925,2850,1460,1380, 760.

Da anilise da mistura por GC/MS obteve-se os seguintes compostos:

Compostos I-1 I-2 I-3 14 I-§ 1-6 I-7 I-8
T.de retencdo | 28,89 | 31,07 | 33,14 | 35,10 | 36,97 | 38,77 | 40,50 | 4245
M1 254 268 282 296 310 324 338 352

Cromatograma e espectro de massa (Apéndice C)

Composto J

Os dados espectroscopicos fornecidos por este composto foram os seguintes:

Espectro de IV (Apéndice A)

filme

Visx cm™' :3081,2937,1770,1658,1175,1085, 939,909.

Espectro de RMN 'H (250MHz, CDCl;), 3 (ppm): (Apéndice B;)
5,34(1H, d, J=1,8Hz, Hb-14), 5,11(1H, d, J=1,8Hz, Ha-14),

5,05(1H, s,, Hb-15), 4,92(1H, s,/, Ha-15),

4,45(1H, m, H-1), 4,15(1H, m, H-8), 3,96(1H, dd, J,=1,6, J=1,6Hz, H-6),

3,45(1H, si, H-5), 2,75(1H, m, H-11), 2,60(1H, m, H-7).
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Espectro de RMN 13C (62,9 MHZ, (CDCL), 3 (ppm): (Apéndice B)

75,4 (C-1), 27,0 (C-2), 28,4 (C-3), 144,1 (C-4), 73,0 (C-5), 71,8 (C-6), 57,9 (C-7),

82,3 (C-8), 42,7 (C-9), 149,9 (C-10), 45,9 (C-11), 175,6 (C-12), 54,4 (C-13),

117,1 (C-14), 107,1 (C-15).

Espectros de correlagio de RMN bidimensional: (Apéndice Bs)

Posi¢io |C (3) HMQOB (8) HMBC
1 75,4 4,45 C-12,C-9,C-5
2 27,0 ~1,80,~2,30 |—
3 28,4 2,34, 2,49 C-15, C-2
4 144,1 — —
5 73,0 3,45 C-15
6 71,8 3,95 C-7
7 57,9 2,59 C-13,C-9
8 82,3 4,15 C-9
9 42,7 2,59, 2,91 C-14
10 149,9 —_ —_
11 45,9 2,75 C-13
12 175,6 — —
13 54,4 2,59, 3,01 C-11
14 117,1 5,11, 5,34 C-9
15 107,1 4,92, 5,05 C-5

Espectro de massa (Apéndice C)

(E, 70eV) m/z (int.rel.): 262 [M]" (0,2), 233 (1,5), 221 (0,8), 193 (9,1), 147 (10,9), 125

(30,0), 109 (29,1), 97 (100), 91 (54,5), 79 (42,7), 69 (78,2).
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Composto L

Os dados espectroscopicos apresentados por este composto foram os seguintes:

Espectro de IV (Apéndice A)

Ve em™ :3081,2937,1761,1657,1190,1082, 994, 908.

RMN 'H (250MHz, CDCL), 5 (ppm): (Apéndice B))
5,35(1H, d, J=1,3Hz, Hb-14), 5,11(1H, d, J=1,3Hz, Ha-14), 496(1H, s, Hb-15),
4,92(1H, si, Ha-15), 4,41(1H, m, H-1), 4,13(1H, m, J=9,7Hz, H-8), 4,05(1H, dd,

11=2,3Hz, J,=7,5Hz, H-6), 3,47(1H, si, H-5).

RMN 'H (250MHz, (CD3),CO), & (ppm): (Apéndice B))
5,38 (1H, d, J=1,1Hz, Hb-14), 5,14(1H, d, J=1,1Hz, Ha-14), 5,04(1H, d, J=2,2Hz,
Hb-15), 4,81(1H, d, J=2,2Hz, Ha-15), 4,38(1H, m, H-1), 4,25(1H, m, H-8),

4,11(1H, dd, J1=1,6Hz, J2=4,9Hz, H-6), 3,45(1H, si, H-5), 2,62 (1H, m, H-7).

RMN 3C (62,9MHz, CDCl), 3 (ppm): (Apéndice B;)
75,4 (C-1), 26,9 (C-2), 28,3 (C-3), 144,1 (C-4), 73,0 (C-5), 72,2 (C-6), 55,8 (C-7),
82,1 (C-8), 42,7 (C-9), 149,6 (C-10), 47,2 (C-11), 175,5(C-12), 49,0 (C-13),

117,4 (C-14), 107,0 (C-15).

RMN '3C (62,9MHz, (CD3),CO), & (ppm): (Apéndice B,)
75,4 (C-1), 27,8 (C-2), 29,6 (C-3), 145,5 (C-4), 74,1 (C-5), 72,8 (C-6), 56,4 (C-7),
82,6 (C-8), 43,4 (C-9), 151,3 (C-10), 48,0 (C-11), 176,2(C-12), 49,5 (C-13),

116,9 (C-14), 107,0 (C-15).
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Espectros de correlacio de RMN bidimensional em (CD5),CO: (Apéndice B3)

Posicdo |C (5) HMQB (5) | HMBC COSY
1 |76, 438 — H-1 - H-14, H-2
2 |27.8 2,20 C4 H-2 - H-1, H-3
3 296 2,30 C-15, C-5, C-4, C-1 H-3 - H-15, H-5
4 |1455 — — —
5 74,1 3,45 C-15, C4 H-5 - H-15, H-6
6 |728 411 C-11,C-7 —
7 |564 2,62 C-13, C-12, C-8,C-6 H-7- H-13, H-8, H-6
8 |82,6 4,25 C-6 H-8 - H-9, H-7
9 (434 2,51, 2,86 |C-14, C-10, C-8, C-7, C-1 |H-9 — H-8
10 |151,3 — — —
11 48,0 2,86 — —
12 |176.2 — — —
13 |49,5 2.86, 3,22 |C-12,C-7 H-13 - H-7
14 |116,9 5,14, 5,38 |C-10, C-9, C-1 H-14 — H-9, H-1
15 [107,0 4,81, 5,04 |C-5,C-3 H-15 - H-5, H-3

Espectro de massa (Apéndice C)

(IE, 70eV) m/z (int.rel.): 263 [M+1]" (0,3), 233 (1,6), 221 (0,8), 193 (9,1), 147 (10,9),

125 (30,0), 109 (29,1), 97 (100), 91 (54,5), 79 (42,3), 69 (78,2).
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6.3 — Composi¢io quimica dos extractos do fruto

Os cromatogramas obtidos por cromatografia em camada fina, mono e
bidimensional, com os extractos de hexano e de cloroférmio dos frutos maduros
mostraram uma composigio semelhante & dos extractos correspondentes da folha com

destaque para os componentes b e ¢ assinalados nas figuras seguintes.

Extracto de hexano da folha

Extracto de hexano do fruto
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6.4 — Composi¢io quimica do éleo artesanal do fruto

As cromatografias realizadas em camada fina mono e bidimensional do oleo
obtido por expressido dos frutos revelaram uma composigéo idéntica a dos extractos de
hexano e de cloroférmio do fruto, encontrando-se em evidéncia manchas semelhantes,

particularmente a mancha b da dehidrocostus lactona e a ¢ da costunolida.

1

%\ b
i Q' b ,\OQ

I

= @ ¢ Q-
= @ i

a— Oleo do fruto
b — Dehidrocostus lactona

¢ - Costunolida




6.5 — Estudo do 6leo essencial

Os 6leos essenciais obtidos dos frutos verdes, dos frutos maduros e das folhas
colhidas na Primavera e no Outono apresentaram-se como liquidos limpidos, levemente

amarelados e com odor semelhante caracteristico.

Os rendimentos obtidos foram os seguintes:
Folhas colhidas na Primavera — 0,3% v/p
Folhas colhidas no Outono — 0,4% v/p
Frutos verdes — 0,2% v/p.

Frutos maduros — 0,75% v/p

Os valores das constantes fisico-quimicas dos 6leos essenciais das folhas foram

0s seguintes:

Oleo essencial Densidade d; |Ind. de refraccdo 20° C | Poder rotatério 20°C
Folhas/Primavera 0,985 1,4828 +1,5°
Folhas/Outono 0,681 1,4813 0°

No quadro 6.4 que a seguir se apresenta estdo indicados os componentes dos
dleos essenciais analisados e os respectivos indices de retengdo em cada uma das
colunas cromatograficas utilizadas.

Os cromatogramas encontram-se no apéndice D.
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Quadro 6.4 - Composic¢do quimica dos 6leos essenciais das folhas e frutos

-

Componentes Folha Outono |[[Folha Primaveral| Fruto maduro Fruto verde LR. Col. Polar [R. Col. Apolar
(Tricicleno v 0,16 - - 1018 921
la-Tujeno - - 0,56 - - 922
[la-Pineno 242 20,38 15,64 8,82 1030 930
[la-Fencheno - 0,79 R - 1067 941
[[Canfeno 0,70 0,57 0,72 0,37 1076 941
[b-Pineno 15,60 14,89 7,55 6,40 1118 970
Sabineno 2,16 1,90 0,53 0,23 1128 964
3-Careno 2,82 5,64 423 1,10 1154 1005
Mirceno 0,18 0,33 1,49 125 1165 980
a-Felandreno - - 2,66 - 1171 997
Ia—Terpineno v 0,11 - - 1187 1010
Limoneno 0,89 1,09 0,80 0,47 1206 1020
1,8-Cineol 16,95 15,79 2,46 1,17 1214 1019
s -Ocimeno - - 8,07 6,52 1235 1025
trans -b-Ocimeno - - 21,61 14,14 1253 1035
-Terpineno 0,21 0,37 - - 1249 1047
m-Cimeno 1,50 0,94 0,28 0,46 1272 1006
|§-Cimeno 1,74 1,90 1,56 0,80 1275 1019
a-Terpinoleno v 0,13 0,20 - 1288 1077
[la-Cubebeno v v 0,17 0,11 1447 1343
Germacreno D - - 4,88 6,07 1467 -
Etanona 0,17 0,54 - - 1490 1104
|la-Canfolenal - - 0,30 0,36 1491 1105
[Canfora 0,14 0,15 - . 1515 1119
Linalol 1,30 1,36 2,29 124 1547 1083
[Acetato de linalilo 0,25 0,59 - - 1548 1244
a-Copaeno - - 13,00 - 1556 1369
Ib-Bourboneno v v 0,20 - - 1376
Pinocarvona 3,00 1,85 0,21 - 1565 1135
|Acetato de bornilo 0,89 0,70 0,59 0,58 1579 1267
b-Elemeno v 0,12 3,00 2,71 1588 1382
Ib-Cariofileno 10.00 0,13 123 1,39 1593 1408
Mirtenal 0,98 0,90 - - - 1165
[Terpineno-4-ol 0,79 0,83 - 0,06 1598 1158
Mirtenol 0,16 0,70 0,41 - 1623 1176
allo -Aromadendreno 0,98 0,78 - - = .
trans -Pinocarveol 1,76 123 - - - 1121
a-Humuleno 0,20 0,29 0,40 0,52 1663 1442
trans -b-Farneseno - - 0,18 0,56 - 1447
|a-Guaieno - - 0,51 0,94 1684 1427
[la-Terpineol ) : 0,52 0,12 1692 1168
[Acetato de terpenilo 4,73 4,45 0,21 0,40 1695 1331
b-Selineno 0,75 1,03 0,99 1,76 1711 1472
[Valenceno 0,13 0,35 0,87 0,99 1723 1479
d-Guaieno - - 0,68 - - 1502
-Cadineno - 0,13 - - 1751 1498
d-Cadineno 0,20 0,38 0,92 1,38 1754 1508
[la-Bisaboleno 5 s - 14,41 1772 1531
[lois -Calameneno 0,27 0,55 - B 1825 1502
(Oxido de cariofileno 1,04 1,56 0,56 0,62 1968 1557
Metileugenol 0,22 0,82 - 0,36 2009 1368
Nerolidol 0,44 0,38 1,05 1,22 2037 1545
Elemicina 0,14 0,32 0,47 = 2071 1529
[Acetato de cinamilo 0,38 0,92 - e - 1396
Eugenol 0,15 0,37 - = -
Spatulenol . 0,17 0,98 0,63 2159 1552
|b-Eudesmol - - 0,58 - - 1620
[lCarvacrol 0,15 0,32 - 5 2206 -
|t-muurolol 1,01 2,78 0,72 1,64 2218 1627

v: vestigios < 0,1%
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6.6 - Estudos de actividade biologica

6.6.1 — Actividade biolégica do éleo artesanal do fruto e do odleo

essencial da folha

6.6.1.1 — Actividade biolégica geral

Os resultados obtidos na triagem hipocratica geral do 6leo essencial da folha
mostraram que este 6leo produziu ac¢@o sobre o Sistema Nervoso Central dos animais, a
qual se traduziu numa diminui¢do da actividade motora e do tonis muscular, mais
evidente com as doses de 0,6 mL/kg ¢ 1mL/kg entre os 30 min. e a 1 hora de ensaio,
acompanhadas por uma clara ataxia e analgesia. Com as mesmas doses observou-se,
ainda, uma hipotermia acentuada as duas horas de ensaio, conforme se pode observar na

figura 6.1.

Oleo essencial

Temperatura anal

0' 30 1H 2H 4H 6H 24H

Tempo de ensaio

——a——~Controlo ---=--- 0,3mLkg — -A — 0,6mL/kg — —2— — ImL/kg

Figura 6.1 — Efeito da administragéo do 6leo essencial da folha na temperatura de ratos Wistar.
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Os resultados obtidos na triagem hipocratica efectuada com o 6leo artesanal ndo
evidenciaram qualquer efeito deste 0leo sobre o Sistema Nervoso Central ou sobre a

temperatura dos ratos Wistar, como se observa na figura 6.2.

Oleo artesanal
_ 40 -—— -
: | |
; 38 Z'i!-""/"’/:h AL N e
5 el e e
Y To=-=p= Gt o 2
S 36 4 1
=3
5 ]
= 34 4 T r T : !
0 30' 1H 2H 4H 24H
Tempo de ensaio
—&— Controlo - --@--- 0,3mL/kg — -4— - 0,6mL/kg — —9— — ImL/kg

Figura 6.2 — Efeito da administragdo do 6leo artesanal na temperatura de ratos Wistar.

6.6.1.2 — Actividade analgésica do dleo essencial da folha

A actividade analgésica foi avaliada a partir do nimero médio do total das
contorsdes observadas em cada grupo.

O efeito analgésico manifestou-se nos grupos de animais que receberam as doses
de 0,6 mL/kg e 1 mL/kg, sendo mais acentuado com a dose mais elevada, conforme se

pode observar na figura 6.3.

Oleo essencial
120
k4 - 100
: 30
- @
: g
o 160 E
& T2
2 L 40 3
3 3
g L 20 °
z i)

Controlo  0,3mL/kg 0,6mL/kg ImL/kg

Figura 6.3 — Actividade analgésica do 6leo essencial da folha em murganhos Charles River
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6.6.1.3 — Efeito sobre actividades enzimaticas do soro

Neste subcapitulo apresentamos os resultados relativos aos efeitos provocados
pela administragio do O6leo do fruto e oleo essencial da folha nas actividades
enziméaticas alanino aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e

fosfatase alcalina.

Actividade enzimatica alanino aminotransferase
Pela figura 6.4 observamos que a actividade enzimatica alanino aminotransferase
do soro sofreu uma diminuigdo com a dose de 0,02 mL/kg de cada um dos 6leos

relativamente ao controlo, embora as variagdes observadas com qualquer das doses néo

tenham significado estatistico (P<0,05).

) (1D

] .
S
= 10 -

SR N
0,1

controlo 0,02 0,1 controlo 0,02

ALT-U/L

Figura 6.4 - Efeito da administragdo de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
animal, do 6leo do fruto (I) e do oleo essencial da folha (II) na actividade enzimatica alanino
aminotransferase do soro de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de
um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05.

Actividade enzimatica aspartato aminotransferase
A administragdo do 6leo do fruto na dose de 0,02 mL/kg provocou um

decréscimo da actividade enzimatica aspartato aminotransferase mais evidente que o

106



observado com a dose de 0,1mL/kg, embora em qualquer das doses néo tenha ocorrido
variagdo significativa (P<0,05) relativamente ao controlo, conforme mostra a figura
6.5(I). O tratamento com o Oleo essencial da folha nfio provocou variagdo com
significado estatistico (P<0,05) para ambas as doses, como podemos ver na figura

6.5(10).

AST - U/L

controlo 0,02 0,1

Figura 6.5 - Efeito da administragdo de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
animal, do 6leo do fruto (I) e do dleo essencial da folha (1) na actividade enzimética alanino
aminotransferase do soro de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de
um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras diferentes séo
significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05.

Actividade enzimatica fosfatase alcalina

A figura 6.6 mostra-nos que ndo ocorreu variagio significativa em relacdo ao
controlo (P<0,05) com o tratamento efectuado com qualquer dos 6leos, embora entre as
duas doses do 6leo do fruto tenhamos observado uma resposta significativamente

diferente (P<0,05).
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(9 (In

Fosfatase alcalina
g

Fosfatase alcalina

controlo 0,02 0,1 controlo 0,02 0,1

Figura 6.6 - Efeito da administracio de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
animal, do dleo do fruto (I) e do oleo essencial da folha (II) na actividade enzimatica fosfatase
alcalina do soro de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de um
“pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05.

6.6.1.4— Efeito sobre sistemas enzimaticos do tecido hepatico

Procuramos avaliar o efeito da administragio do o6leo do fruto e do odleo
essencial da folha sobre concentragdes e algumas actividades cataliticas hepaticas,
nomeadamente a concentragdo de citocromo P450 e citocromo b5 e as actividades
enzimaticas NADPH (P450) redutase, 7-etoxirresorufina O-desetilase, 7-etoxicumarina
O-desetilase, etilmorfina N-desmetilase, glutationo S-transferase e glutationo redutase,

cujos resultados a seguir se apresentam.

Concentrac¢io de citocromo P450

O tratamento efectuado com o 6leo do fruto na dose de 0,02 mL/kg provocou um
acréscimo da concentragio de citocromo P450 microssomal comparativamente ao
controlo, ja com a dose de 0,1 mL/kg ndo ocorreu varia¢do. Porém, estas observagdes

ndo sdo estatisticamente significativas (P<0,05), conforme mostra a figura 6.7(I). Pela
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Citocromo bS

figura 6.7(1I) podemos constatar que a administracdo do 6leo essencial da folha ndo

provocou alteragdo da concentragdo de citocromo P450 (P<0,05) em ambas as doses.

) ey

Citocromo P450

Citocromo P450

controlo 0,02 0,1

Figura 6.7 - Efeito da administragdo de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
animal, do 6leo do fruto (I) e do dleo essencial da folha (IT) na concentragio de citocromo P450
da fracgdo microssomal do figado de ratos Wistar.Cada coluna representa a média de trés
replicados de um “pool” de 4 animais * desvio-padrio. Os grupos assinalados com letras
diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05.

Concentracdo de citocromo bS

A concentragio de citocromo b5 microssomal ndo apresentou variagdo

Citocromo b5

Figura 6.8 - Efeito da administragdo de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
animal, do éleo do fruto (I) e do dleo essencial da folha (II) na concentragdo de citocromo b5 da
fracgio microssomal do figado de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de trés
replicados de um “pool” de 4 animais * desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras
diferentes s3o significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05.
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significativa (P<0,05) em relagdo ao grupo controlo com ambas as doses de qualquer

dos 6leos, como se pode observar na figura 6.8.

Actividade enzimatica NADPH (P450) redutase
A figura 6.9 mostra-nos que a actividade enzimitica NADPH (P450) redutase
microssomal sofreu um decréscimo com a dose de 0,02 mL/kg, mais evidente com o

6leo do fruto embora sem significado estatistico, mas aumentou significativamente

(P<0,05) com a dose de 0,1ml/kg de qualquer dos 6leos.
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Figura 6.9 - Efeito da administragio de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
animal, do éleo do fruto (I) e do dleo essencial da folha (II) na actividade enzimatica NADPH
(P450) redutase da fracgdo microssomal do figado de ratos Wistar. Cada coluna representa a
média de trés replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos assinalados
com letras diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05.

Actividade enzimdtica 7-etoxiresorufina OQ-desetilase

Pela figura 6.10(I) podemos observar que a actividade enzimatica 7-
etoxiresorufina O-desetilase microssomal ndo sofreu variagdo significativa (P<0,05)
com a administracdo da dose de 0,02 mL/kg do dleo do fruto, contudo a dose de 0,1
mL/kg provocou um decréscimo acentuado (P<0,01) desta actividade relativamente ao
controlo. O dleo essencial da folha na dose de 0,02 mL/kg provocou uma variagio

significativa (P<0,01) desta actividade enzimética, ao contrario da dose de 0,1 mL/kg
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que ndo ocasionou variagdo com significado estatistico (P<0,05), como podemos

observar na figura 6.10(II).
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Figura 6.10 - Efeito da administracdo de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
animal, do 6leo do fruto (I) e do dleo essencial da folha (II) na actividade enzimatica 7-
etoxiresorufina O-desetilase da fracgio microssomal do figado de ratos Wistar Cada coluna
representa a média de trés replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos
assinalados com letras diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05 .

Actividade enzimética 7-etoxicumarina O-desetilase

A actividade catalitica 7-etoxicumarina O-desetilase microssomal nio sofreu
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Figura 6.11 - Efeito da administragio de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
(IT) na actividade enzimatica 7-

animal, do 6leo dos frutos (I) e do Oleo essencial da folha
etoxicumarina O-desetilase da fracgio microssomal do figado de ratos Wistar. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrido. Os grupos
assinalados com letras diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05 .

variagdo significativa (P<0,05) com qualquer das doses do 6leo do fruto administradas

durante o tratamento, como mostra a figura 6.11(I). Mas com o 6leo essencial da folha
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na dose mais elevada observamos um acréscimo de actividade significativo (P<0,05),

figura 6.11(1D).

Actividade enzimitica etilmorfina N-desmetilase

A figura 6.12 mostra-nos que a actividade enzimatica etilmorfina N-desmetilase
microssomal sofreu um decréscimo significativo (P < 0,01) com a dose de 0,02 mL/kg
de cada um dos dleos € com a dose de 0,1 mL/kg do dleo essencial da folha
relativamente ao controlo, enquanto que a administragéo de 0,1 mL/kg de 6leo do fruto
provocou uma diminui¢do, mas sem significado estatistico (P<0,05). A resposta obtida

com as duas doses de tratamento do 6leo do fruto apresentou diferengas significativas

(P<0,01) entre si, figura 6.12(1).
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i
£ 1 g
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m controlo 0,02 0,1 0 controlo 0,02 0,1

Figura 6.12 - Efeito da administragio de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
animal, do oleo dos frutos (I) e do 6leo essencial da folha (II) na actividade enzimatica
etilmorfina N-desmetilase da frac¢do microssomal do figado de ratos Wistar. Cada coluna
representa a média de trés replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos
assinalados com letras diferentes sio significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05.

Actividade enzimatica glutationo S-transferase

Os valores da actividade enzimatica glutationo S-transferase do citosol ndo
variaram significativamente (P<0,05) comparativamente ao grupo controlo com

qualquer das doses dos dois 6leos administradas, como observamos na figura 6.13.
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Figura 6.13 - Efeito da administragdo de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
do 6leo essencial da folha (II) na actividade enzimdtica

animal, do dleo dos frutos (I) €
glutationo S-transferase do citosol do figado de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de

trés replicados de um “pool” de 4 animais * desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras
diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05.

Actividade enzimatica glutationo redutase

A figura 6.14 mostra que o tratamento com qualquer dos Oleos ndo afectou
significativamente (P<0,05) a actividade enzimética glutationo redutase citosolica

relativamente aos valores desta actividade, obtidos para o grupo controlo.

GR-mmol/min.g

GR- mmol/min.g

0,02

Figura 6.14 - Efeito da administragio de diferentes doses, expressas em mL/kg de peso de
animal, do o6leo dos frutos (I) e do oleo essencial da folha (II) na actividade enzimitica
glutationo redutase do citosol do figado de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de trés
replicados de um “pool” de 4 animais * desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras

diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,01 ou P<0,05.
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6.6.2 — Efeito do dleo essencial da folha sobre o sistema hepatico em

comparacio com uma droga tipica hepatoprotectora

6.6.2.1 — Efeito sobre actividades enzimaticas das transaminases do

SOoro

Apresentamos neste subcapitulo os resultados dos efeitos do tratamento com o
Oleo essencial da folha e com uma droga hepatoprotectora padrdo — a silimarina, sobre
as actividades enziméticas alanino aminotransferase e aspartato aminotransferase do
soro de ratos Wistar, aos quais foi administrado um téxico tipico - o tetracloreto de

carbono.

Actividade enzimatica alanina aminotransferase

A figura 6.15(I) mostra-nos que as actividades enzimaticas alanino
aminotransferase dos grupos de animais tratados com o 6leo essencial da folha e
administragdo posterior do toxico apresentaram um acréscimo significativo (P<0,05)
mais acentuado com a dose de 0,3 mL/kg relativamente ao grupo tratado apenas com o
toxico, o qual apresentou um aumento desta actividade enzimatica em relagio ao
controlo, mas sem significado estatistico (P<0,05).

No ensaio em que o tratamento prévio foi efectuado com uma droga padrio
hepatoprotectora, figura 6.15(II), a actividade enzimitica em estudo apresentou um
decréscimo significativo (P<0,05) em relagdo ao grupo tratado com o tdxico. No
entanto, a actividade enzimatica deste Wltimo grupo apresentou um aumento

significativo (P<0,05) em relag#o ao grupo controlo.
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Figura 6.15 — Efeito da administragdo do toxico T (tetracloreto de carbono) apos tratamento com
diferentes doses do 6leo essencial da folha O, expressas em mL/kg de peso de animal (I) e apos
tratamento com uma droga hepatoprotectora S (silimarina) (II) na actividade enzimatica alanino
aminotransferase do soro de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de
um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,05.

Actividade enzimatica aspartato aminotransferase
As actividades enzimaticas aspartato aminotransferase dos grupos tratados com
o Oleo essencial apresentaram um aumento significativo (P<0,05) com as doses

administradas comparativamente ao grupo tratado com o t6xico como se observa na
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Figura 6.16 — Efeito da administragdo do toxico T (tetracloreto de carbono) apds tratamento
com diferentes doses do 6leo essencial da folha Ol, expressas em mL/kg de peso de animal (I)
apds tratamento com uma droga hepatoprotectora S (silimarina) (1) na actividade enzimatica
aspartato aminotransferase do soro de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de trés
replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras
diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,05.
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figura 6.16(I). Esta figura ainda nos mostra que o tratamento com o toxico levou a um
aumento desta actividade enzimdtica relativamente ao controlo, mas sem significado
estatistico (P<0,05). A figura 6.16(II) mostra-nos que nos grupos tratados com
siimarina nfio houve variagdo significativa (P<0,05) desta actividade enzimatica

comparativamente ao grupo tratado pelo toxico e ao grupo de controlo.

6.6.2.2 — Efeito sobre sistemas enzimaticos do tecido hepatico

Neste subcapitulo apresentamos o efeito da administragdo do toxico apds o
tratamento dos animais com o o6leo essencial da folha e com uma droga
hepatoprotectora, sobre a concentragiio e algumas actividades cataliticas hepaticas
nomeadamente a concentragdo de citocromo P450 e citocromo b5 e as actividades
enzimaticas NADPH (P450) redutase, 7-etoxirresorufina O-desetilase, 7-etoxicumarina

O-desetilase, etilmorfina N-desmetilase, glutationo S-transferase e glutationo redutase.

Concentracéo de citocromo P450

A figura 6.17(I) mostra-nos que o tratamento prévio com o 6leo essencial na
dose de 0,1 e 0,3 mL/kg ndio provocou alteragfio significativa (P<0,05) da concentragéo
de citocromo P450 relativamente ao grupo tratado com o t6xico e ao controlo, mas no
grupo ao qual foi administrado 0,9 mL/kg de dleo essencial ocorreu um decréscimo de
concentragdo com significado estatistico (P<0,05) comparativamente ao grupo que
recebeu apenas toxico. Contudo, esta variagdo de concentragdo ndo € significativa

(P<0,05) relativamente ao grupo controlo.

116



Cit P450 - nmol.mg

No grupo de animais tratados pela silimarina, a administragdo do tdéxico ndo
provocou variagdo significativa (P<0,05) na concentragdo de citocromo P450 em

relagiio ao grupo que recebeu o téxico € ao controlo, conforme observamos na figura

6.17(10).

T

controlo 04T 0,10H0AT 0,30H04T  0,901H04T

Cit P450 - nmol/mg

Figura 6.17 — Efeito da administragdo do toxico T (tetracloreto de carbono) apés tratamento com
diferentes doses do 6leo essencial da folha Ol, expressas em mL/kg de peso de animal (I) e apos
tratamento com uma droga hepatoprotectora S (silimarina) (II) na concentracio de citocromo
P450 da fracgdo microssomal do figado de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de trés
replicados de um “pool” de 4 animais * desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras

diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,05.

Concentracio de citocromo b5

A concentragio de citocromo b5 ndio apresentou variagdo com significado
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Figura 6.18 — Efeito da administragdo do toxico T (tetracloreto de carbono) apds tratamento com
diferentes doses do 6leo essencial da folha Ol, expressas em mL/kg de peso de animal (I) e apos
tratamento com uma droga hepatoprotectora S (silimarina) (II) na concentragdo de citocromo b5
da fracgio microssomal do figado de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de trés

replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras
diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,05.
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estatistico (P<0,05) com os tratamentos efectuados tanto com o éleo essencial como
com a droga hepatoprotectora relativamente ao tratamento com o t6xico € ao controlo,

como observamos na figura 6.18.

Actividade enzimatica NADPH (P450) redutase

A figura 6.19(I) mostra-nos que o tratamento prévio efectuado com a dose de 0,3
mL/kg de 6leo essencial e administragdo posterior do toxico provocou acréscimo da
actividade enzimatica NADPH (P450) redutase com significado estatistico (P<0,05) em
relagdo ao tratamento apenas com o toxico € ao controlo. Podemos também observar
que as administragdes de 0,1 e 0,3 mL/kg de Oleo essencial produziram, entre si,
variacdo significativa (P<0,05) desta actividade enzimatica, mas relativamente ao grupo
tratado com o téxico nfio ocorreu variagdo significativa (P<0,05). Analisando as
variagbes provocadas pelos tratamentos relativamente ao controlo, constatamos que

apenas o tratamento com a dose de 0,3mL/kg de dleo essencial provocou variagdo com

significado estatistico (P<0,05).

) X a

120 -

80 - 80

40 - 40

NADPH red
nmol/min.mg

<

controlo 04T 0,101404T 0,30H04T 090140 4T controlo 04T

Figura 6.19 — Efeito da administra¢o do toxico T (tetracloreto de carbono) apds tratamento com
diferentes doses do 6leo essencial da folha Ol, expressas em mL/kg de peso de animal (I) e apos
tratamento com uma droga hepatoprotectora S (silimarina) (II) na actividade enzimatica
NADPH (P450) redutase da fracgdo microssomal do figado de ratos Wistar. Cada coluna
representa a média de trés replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos
assinalados com letras diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,05.
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Como pode ser observado na figura 6.19(II) o tratamento pela silimarina ndo
provocou variagdio significativa (P<0,05) da actividade enzimatica NADPH (P450)

redutase relativamente ao grupo que recebeu o toxico € ao controlo.

Actividade enzimatica 7-etoxirresorufina O-desetilase

A administragio de 0,1 mL/kg de dleo essencial seguida do administragéo do
téxico ndo provocou alteragdo significativa (P<0,05) da actividade enzimédtica 7-
etoxirresorufina O-desetilase em relagio ao grupo tratado pelo toxico e ao grupo
controlo. No entanto, o tratamento prévio com as doses de 0,3 e 0,9 mL/kg de Oleo
essencial ocasionou um decréscimo significativo (P<0,05) desta actividade enzimatica
relativamente ao grupo que recebeu apenas o toxico € ao controlo, como mostra a figura

6.20(D).
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Figura 6.20 — Efeito da administragdo do téxico T (tetracloreto de carbono) ap6s tratamento com
diferentes doses do 6leo essencial da folha OL, expressas em mL/kg de peso de animal (I) e
apos tratamento com uma droga hepatoprotectora S (silimarina) (II) na actividade enzimatica 7-
etoxirresorufina O-desetilase da fracgdo microssomal do figado de ratos Wistar. Cada coluna
representa a média de trés replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos
assinalados com letras diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,05.

Pela observagio do grafico da figura 6.20(I) constatamos que a actividade

enzimatica 7-etoxirresorufina O-desetilase, apds o tratamento com a silimarina, sofreu
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variagdo significativa (P<0,05) relativamente ao grupo tratado com o téxico, mas nio

em relacdo ao controlo. Entre o grupo que recebeu o téxico e o de controlo também nfo

observamos alteragdio com significado estatistico (P<0,05).

Actividade enzimitica 7-etoxicumarina O-desetilase

A analise do gréfico da figura 6.21(I) mostra-nos que a actividade enzimatica 7-
etoxicumarina (-desetilase referente aos grupos tratados com o O4leo essencial
apresentou um decréscimo significativo (P<0,05) relativamente ao grupo tratado apenas
com o toxico, mas ndo variou significativamente em relagdo ao controlo. Por outro lado,
entre o grupo que recebeu o toxico € o de controlo, a variagdo apresentada tem

significado estatistico (P<0,05).
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Figura 6.21 - Efeito da administragéo do téxico T (tetracloreto de carbono) apés tratamento com
diferentes doses do dleo essencial da folha Ol, expressas em mL/kg de peso de animal (I) e ap6s
tratamento com uma droga hepatoprotectora S (silimarina) (II) na actividade enzimatica 7-
etoxicumarina O-desetilase da fraccio microssomal do figado de ratos Wistar. Cada coluna
representa a média de trés replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrido. Os grupos
assinalados com letras diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,05.

O tratamento com a silimarina nfio provocou alteragdo significativa (P<0,05)
desta actividade enzimitica comparativamente a apresentada pelo grupo tratado pelo

toxico e pelo controlo. Contudo, entre o grupo ao qual foi administrado o téxico e o de
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controlo observamos uma variagio de actividade com significado estatistico, figura

6.21(10).

Actividade enzimatica etilmorfina N-desmetilase

Pela figura 6.22(I) observamos que o tratamento com o 6leo essencial nas doses
de 0,1 e 0,3 mL/kg e administragio posterior de toxico provocou um decréscimo
significativo (P<0,05) da actividade enzimatica etilmorfina N-desmetilase em relagdo ao
grupo tratado pelo téxico, mas, comparativamente ao grupo controlo, a variago nio tem
significado estatistico (P<0,05). O tratamento com a dose de 0,9 mL/kg ocasionou um

aumento significativo (P<0,05) desta actividade enzimdtica, tanto em relagéo ao grupo

que recebeu o toxico como em relagdo ao controlo.
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Figura 6.22 — Efeito da administragio do toxico T (tetracloreto de carbono) apds tratamento com
diferentes doses do 6leo essencial da folha Ol, expressas em mL/kg de peso de animal (I) e apos
tratamento com uma droga hepatoprotectora S (silimarina) (II) na actividade enzimatica
etilmorfina N-desmetilase da fracgdo microssomal do figado de ratos Wistar. Cada coluna
representa a média de trés replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos
assinalados com letras diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,05.

A figura 6.22(II) mostra-nos que o tratamento com a silimarina nio provocou
variagdo significativa (P<0,05) da actividade enzimitica etilmorfina N-desmetilase

relativamente ao grupo tratado pelo toxico. Contudo, estes dois tratamentos provocaram

um acréscimo significativo (P<0,05) em relagéo ao controlo.
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Actividade enzimatica glutationo S-transferase

A representagdo grafica da figura 6.23(I) mostra-nos que apenas o tratamento
com 6leo essencial na dose de 0,9 mL/kg provocou alteragdo significativa (P<0,05) da
actividade enzimatica glutationo S-transferase relativamente ao tratamento pelo toxico e

ao controlo.

Pela figura 6.23(1) observamos que a administragdo da silimarina ocasionou
uma variagdo significativa (P<0,05) desta actividade enzimatica relativamente ao grupo
que recebeu o téxico e ao controlo, mas estes grupos entre si ndo apresentam variagio

com significado estatistico (P<0,05).
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Figura 6.23 — Efeito da administragdo do toxico T (tetracloreto de carbono) apos tratamento com
diferentes doses do 6leo essencial da folha Ol, expressas em mL/kg de peso de animal (I) e apos
tratamento com uma droga hepatoprotectora S (silimarina) (II) na actividade enzimatica
glutationo S-transferase do citosol do figado de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de
trés replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras
diferentes sio significativamente diferentes para P<0,05.

Actividade enzimitica glutationo redutase

A figura 6.24(I) mostra-nos que com os tratamentos efectuados com o 6leo
essencial, apenas a dose de 0,9 mL/kg ocasionou alteragdio significativa (P<0,05) da

actividade enzimatica glutationo redutase comparativamente aos valores apresentados
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pelo grupo que recebeu o toxico e pelo controlo, cujos valores desta actividade

enzimética nio apresentam variagdo significativa (P<0,05) entre si.

Pela observagdio da figura 6.24(I) podemos constatar que ndo ocorreu variagio
significativa (P<0,05) da actividade enzimatica glutationo redutase do grupo tratado
com a droga hepatoprotectora relativamente ao grupo tratado com o tOXico € a0 grupo

controlo, nem estes entre si apresentam variagdo significativa (P<0,05) desta actividade

enzimatica
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controlo 04T 0,101H04T  0,30H04IT  0,901+04T

Figura 6.24 — Efeito da administragdo do téxico T (tetracloreto de carbono) apés tratamento com
diferentes doses do 6leo essencial da folha Ol, expressas em mL/kg de peso de animal (1) e apos
tratamento com uma droga hepatoprotectora S (silimarina) (II) na actividade enzimatica
glutationo redutase do citosol do figado de ratos Wistar. Cada coluna representa a média de trés
replicados de um “pool” de 4 animais + desvio-padrdo. Os grupos assinalados com letras

diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,05.
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6.7 — Actividade antimicrobiana

6.7.1 — Actividade antimicrobiana dos oleos essenciais da folha e do

fruto

Serratia marcescens, Staphilococcus aureus, Staphilococcus epidermitis, Streptococcus
equisimilis e Streptococcus pneumoniae. Deve realgar-se que no caso da Serratia
marcescens o didmetro da zona de inibigio aumentou durante as 48 h de ensaio.

No Quadro 6.5 da folha seguinte apresentam-se os resultados obtidos para as

.....

dos antibioticos especificos para cada microrganismo.

6.7.2 — Concentracio minima inibitéria

.....

microrganismos que se lhes revelaram sensiveis apresentaram os valores que constam

no quadro 6.6.

Quadro 6.6 — Actividade antimicrobiana (CMI em pg/mL) dos éleos

essenciais da folha e do fruto maduro

Microrganismos Microrganismos
. .. Gram - Gram +
Oleos essenciais
Serratia Staphilococcus Staphilococcus Streptococcus
marcescens aureus epidermitis pneumoniae
Folha Primavera 141 140 985 95
Folha Qutono 97 65 227 65
Fruto maduro 295 295 295 127
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7 - Discussao






Este estudo sobre a folha e fruto do Laurus azorica permitiu um melhor
conhecimento dos seus componentes quimicos, bem como de algumas actividades
biolégicas, tornando possivel estabelecer uma relagéio entre as caracteristicas quimicas e
actividades farmacologicas atribuidas a alguns desses componentes € 0s efeitos
curativos que a populagio madeirense julga obter quando utiliza esta planta na sua
medicina tradicional.

Os extractos da folha e do fruto mostraram ter uma composi¢io quimica
semelhante com predominincia de lactonas sesquiterpénicas. Os respectivos
cromatogramas dos extractos de hexano e cloroformio apresentaram diversas manchas,
das quais duas maioritarias que revelaram caracteristicas semelhantes a costunolida e
dehidrocostus lactona que foram utilizadas como referéncia. Assim, sob a acc¢do da
radiagdo ultravioleta a 254 ¢ 366 nm emitiram a mesma fluorescéncia e apos revelagdo
pela solugio de H,SO,; a 5% uma das manchas adquiriu a mesma colorag@o verde e
apresentou o mesmo Rf que a costunolida e a outra exibiu a coloragio vermelha e Rf
idénticos a dehidrocostus lactona tomada como referéncia.

Paralelamente observamos nos cromatogramas obtidos com o dleo do fruto
preparado pelo processo artesanal que as manchas mais em evidéncia apresentaram o
mesmo tipo de comportamento e idénticos valores de Rf que a costunolida e
dehidrocostus lactona apés a revelagéio com a solugdo de H,SO4 a 5%. Pelo que, parece
podermos concluir que neste 6leo estariam presentes 0s mesmos grupos de compostos
encontrados nos extractos menos polares da folha e do fruto que preparamos.

Dos extractos preparados a partir da folha isolaram-se e caracterizaram-se 0s
compostos maioritarios. O isolamento foi feito por processos cromatograficos e a
caracterizagdo feita mediante a determinagdo das respectivas constantes fisico-quimicas

e caracteristicas espectroscopicas.
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Do extracto de hexano separaram-se lactonas cujas estruturas apresentaram
caracteristicas das guaianolidas e das germacranolidas, um fitosterol vulgarmente
presente nas plantas superiores e ainda um composto que revelou ser um hidrocarboneto
monoterpénico.

O composto designado por composto A, apresentou-se como uma substincia
cristalina, levogira, com ponto de fusio de 60-61°C.

O espectro de IV apresentou bandas a 3100, 1770, 1640 e 1130 cm’!
correspondendo respectivamente aos C-H vinilicos, a y-lactona do grupo a-metileno-y-
lactona, as duplas ligagdes C=C e a ligagdo C-O.

O espectro de RMN 'H mostrou a presenga de trés grupos metileno, um deles em
H-13 apresenta sinais de dois dupletos a & = 6,22 (1H, d, J=3,3 Hz, Hb-13) e 5,50 ppm
(1H, d, J=3,3 Hz, Ha-13), o segundo na posi¢do H-14 de dois singuletos com & = 4,90
(1H, s, Ha-14) ¢ 4,82 ppm (1H, s, Hb-14) e o terceiro em H-15 de dois dupletos com 6
= 5,27 (1H, d, J=2,1 Hz, Ha-15) e¢ 5,07 ppm (1H, d, J=2,1 Hz, Hb-15). Assinalou ainda
um tripleto atribuido ao protdo do grupo CH-O na posi¢do H-6 a 6 =3,97 ppm (1H, ¢,

=9,0 Hz, H-6).

O espectro de RMN *C mostrou a presenca de 15 dtomos de carbono, 7 sp2 e 8
sp3 que junto com o espectro de massas de ido molecular a m/z 230 esta de acordo com
a formula C;5sH,30, para o composto.

Com base nas constantes fisicas, propriedades espectroscopicos e fragmentacio

molecular identificou-se este composto como sendo a dehidrocostus lactona.
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(A)

Os dados obtidos sio concordantes com os referenciados na literatura (El-Feraly
et al.,1979; Silva et al., 1981; Luengo ef al., 1986; Shoji et al.,1986; Cruz Morais, 1987
¢ Dey e Harborne, 1991).

O composto B ¢ uma substincia incolor e cristalina, dextrégira, com ponto de
fusdio de 105-106°C.

O espectro de IV apresentou bandas a 3100, 1760, 1660 e 1140 cm’ consistentes
com a presenga de C-H vinilicos, da y-lactona, das duplas ligagdes C=C e da ligagio C-
0.

O espectro de RMN 'H revelou a existéncia de um grupo metileno na posigdo H-
13 sinalizado por dois dupletos, um a & = 6,27 (1H, d, J=3,6 Hz, Hb-13) e outro a 6 =
5,53 ppm (1H, d, J=3,6 Hz, Ha-13), dois grupos metilo das posi¢des H-14 ¢ H-15, cujos
sinais dois singuletos aparecem a & = 1,42 ¢ 8 = 1,70 ppm, cada um deles integra com
3H, dois grupos CH=C das posi¢des H-1 ¢ H-5 sendo o sinal do protdo em H-1 um
duplo dupleto com & = 4,85 ppm (1H, dd, J, = 4,8 ¢ J,= 5,1 Hz) e do protdo em H-5 um
dupleto com & = 4,74 ppm (1H, d, J=10,2 Hz) ¢ um grupo CH-O da posi¢do H-6
sinalizado por um duplo dupleto com & =4,57 ppm (1H,dd, J = 8,4 € 8,7 Hz).

O espectro de RMN *C mostrou a presenca de 15 atomos de carbono, dos quais

7 sp2 (C-1, C-4, C-5, C-10, C-11, C-12 e C-13) e os restantes 8 sp3.
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A féormula molecular deste composto C;sH;00, foi estabelecida a partir do
espectro de massas que apresentou a formagio do ifio molecular a m/z 232. O tipo de
fragmentagdo obtida bem como os restantes dados sdo coincidentes com os descritos na
literatura (Kalsi et al., 1979; Shoji et al., 1986; Cruz Morais, 1987 ¢ Dey ¢ Harborne,

1991) e permitem identificar este composto como sendo a costunolida.

(B)

O composto C é um so6lido branco cristalino, levégiro, com o ponto de fusdo de
135-136°C.

O seu espectro de IV apresentou bandas intensas a 3420, 1650 e 1464 cm’!
correspondentes a presenga do grupo OH, da dupla ligagdo C=C e das ligagbes C-H.

O espectro de RMN 'H revelou a presenga de seis grupos metilo cujos protdes
apresentam sinais a 8 = 1,00 ppm (3H, s, Me-18), & = 0,67 ppm (3H, s, Me-19), 6 = 0,93
ppm (3H, d, J=6,5 Hz, Me-21), 6 = 0,84 ppm (3H, d, J=6,0 Hz, Me-26), & = 0,81 ppm
(3H, d, J=6,0 Hz, Me-27) e & = 0,83 ppm (3H, ¢, J=7,2 Hz, Me-29). Assinalou ainda um
grupo CH=C na posi¢éo H-6 com 8 = 5,35 ppm (1H, m) e um sinal do protdo em H-3
ligado ao hidroxilo a 8 = 3,52 ppm (1H, m).

O espectro de RMN *C mostrou a presenga de 29 atomos de carbono, em que o
carbono ao qual estd ligado o hidroxilo apresenta o sinal a & =71,8 ppm (C-3) e os
carbonos envolvidos na dupla ligacdo (C-5 e C-6) estdo localizados a 6 =140,7 ¢ d =
121,7 ppm.
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O espectro de massas apresentou o i40 [M+1]" a m/z 415 de acordo com a
formula molecular CooHsO. O tipo de fragmentagdo, os dados espectroscopicos € as
constantes fisicas obtidas sdo concordantes com os valores referidos na literatura para o
P-sitosterol (Rodilla, 1988; Greca et al., 1990 e Dey e Harborne, 1991), pelo que

identificamos este composto como tal.

HO (©)

Da mistura D faziam parte dois compostos isomeros conforme indicaram as
respectivas analises por GC/MS.

O espectro de IV apresentou bandas intensas a 1760 cm’ referente ao grupo y-
lactona, a 1735 cm’ correspondendo a0 C=O de um éster (acetato), a 1660 cm’ as
duplas ligagdes C=C e a 1230, 1140 ¢ 1020 cm’ aos C-O.

Os espectros de RMN 'H e 13C forneceram sinais correspondentes a cada um dos
isémeros.

Assim, para o composto D1 o RMN '"H mostrou a presenga de um grupo
metileno exociclico conjugado com a y-lactona sinalizado por um dupleto a & = 6,3 (1H,
d, J=3,5Hz, H-13b) e 5,9 ppm (1H, d, J=3,5Hz, H-13a), trés grupos metilo, um a 6=19
ppm (3H, s, Me-14), outro a = 1,4 ppm (3H, s, Me-15) e o terceiro de um grupo
COOMe sinalizado a & = 2,1 ppm (3H, s, COOMe). Mostrou ainda os seguintes
agrupamentos: CH-OAc a § = 5,1 ppm (1H, d, J=9,8Hz, H-8) ¢ CH-O a & = 4,01 ppm

(1H, d, J=6,1Hz, H-6) e um protdo a & = 3,05 ppm (1H, m, H-7).
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O espectro de RMN 13C do composto D1 revelou a presenga de 17 4tomos de
carbono, sendo dois pertencentes ao grupo acetato a & = 20,1 ppm para o carbono
OOCCH; e a 8 = 168,7 ppm para o carbono OOCCHj, trés carbonos com ligagdo C-O,
um da posi¢cdo C-6 a & = 77,2 ppm, outro em C-8 com 8 = 72,0 ppm ¢ outro em C-12
com & = 169,6 ppm. Os carbonos das duplas ligages apresentaram valores de desvio
quimico a 139,6 ppm (C-1), a 134,9 ppm (C-10), a 141,1 ppm (C-11), a 126,4 ppm (C-
13) e a 169,6 ppm (C-12).

Relativamente ao composto D2 os sinais obtidos no espectro de RMN 'H
revelaram algumas diferengas comparativamente aos obtidos para o composto DI,
nomeadamente nos sinais dos protdes dos dois grupos metilo em H-14 e H-15 dois
singuletos a & = 1,8 ppm (3H, s, Me-14) e a & = 1,3 ppm (3H, s, Me-15), um grupo =CH
em C-9 com 6 = 5,2 ppm (1H, m, H-9) e um grupo CH a é = 3,08 ppm (1H, m, H-1).

Os sinais obtidos no espectro de RMN °C deste composto D2 diferiram dos
obtidos para o D1 nos sinais do C-1 cujo desvio quimico apareceu a 51,5 ppm por este
ndo ter sofrido desblindagem como aconteceu no respectivo carbono do composto D1
devido a dupla ligagéo e no sinal do C-9 em que o sinal aparece a campo mais baixo 6 =
125,1 ppm por este carbono estar envolvido na dupla ligagéo.

Os espectros de massas revelaram o idio [M+2]" a m/z = 292 para o composto D2
e para o composto D1 ndo se pode detectar o iio molecular, de acordo com a férmula
molecular C;7H,04.

Os dados espectroscopicos conjuntamente com o tipo de fragmentagdo obtidos
para estes compostos permitiram identificA-los como sendo a 8pf-acetoxi-
pseudoguaian-1(10),11(13)-dien-6 o,12-0lida (D1) e a 8a-acetoxi-pseudoguaian-

9,11(13)-dien-6 o, 12-olida (D2) e propor as seguintes estruturas para 0S mesmos:
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D) (D7)

O composto E foi identificado com base nos dados espectroscopicos obtidos
através dos espectros de IV, RMN 'H, RMN *C, HMQC, HMBC e COSY identificou-
se este composto como sendo a 8-acetoxi-1-hidroxigermacran-4,9,11(13)-trien-
6a,12-olida com a formula molecular C;7H»,0s.

O espectro de IV deste composto mostrou a 3450 cm’ uma banda larga relativa
a presenga do grupo OH, a 1765 cm’ da y-lactona, a 1735 cm’ do éster (acetato), a
1670 cm™ das duplas ligagdes C=C e a 1235, 1140 e 1020 cm™ das ligagdes C-O.

O espectro de RMN 'H assinalou a presenga de um par de dupletos relativos aos
protdes de um grupo metileno exociclico de uma y-lactona insaturada a 3 = 6,28 ppm
(1H, d, J=2,1 Hz, Ha-13) e = 5,74 ppm (1H, d, J=2,1 Hz, Hb-13), trés grupos metilo,
um deles Me-14, outro Me-15 e outro -COOMe com desvios quimicos respectivamente
a 1,83 ppm (3H, s, Me-14), a 1,91 ppm (3H, s, Me-15) e a 2,08 ppm (3H, s, -COOMe),
um grupo OH na posi¢dol em que o sinal do protdo aparece como um duplo dupleto a &
= 4,40 ppm (1H, dd, H-1), um grupo CH-O a & = 5,39 ppm (1H, ¢, J=6,5 Hz, H-6), dois
grupos =CH um a & = 5,32 ppm (1H, d, J=6,4Hz, H-9) e outro a 3 = 4,86 ppm (1H, d,
J=6,7Hz, H-5), um grupo CH ligado ao acetato em que o sinal do protdo, um tripleto,
aparece a & = 4,62 ppm (1H, ¢, J=6,0 Hz, H-8) e outro grupo CH a 6 = 3,03 (1H, m, H-

7.
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O espectro de RMN BC revelou a presenga de 17 atomos de carbono, dois
correspondem aos carbonos do grupo acetato com & = 21,1 ppm (OOCCH3) € 6 = 170,0
ppm (OOCCH3), trés carbonos com oxigénios apresentam desvios quimicos a 66,7 ppm
(C-1), a 73,1 ppm (C-6), a 74,1 ppm (C-8) e um carbonilo de lactona a 169,3 ppm (C-
12), sete estdo envolvidos nas duplas ligages com desvios quimicos a 137,9 ppm (C-4),
a 125,9 ppm (C-5), a 126,2 ppm (C-9), a 142,9 ppm (C-10), 136,8 ppm (C-11), 123,0
ppm (C-13).

A atribuigio dos carbonos e protdes da molécula deste composto € a sua
interligagdo foi completada com o recurso as técnicas bidimensionais Heteronuclear
Multiple Quantum Coherence (HMQC), Heteronuclear Multiple Bond Coherence
(HMBC) e Correlated Spectroscopy (COSY).

O espectro de massas nio indicou o ifio molecular, sendo a fragmentagdo
correspondente a m/z = 306 consistente com a férmula molecular C;7H2,0s. O tipo de
fragmentagio observada e os dados espectroscopicos obtidos permitiram propor para

este composto a seguinte estrutura:

OH

(E)

O composto F comprovou ser um hidrocarboneto monoterpénico identificado
através dos seus dados espectroscopicos.

O espectro de IV deste composto revelou bandas intensas a 3090 cm™ pela
presenga do grupo C-H vinilico, a 2930 e 2850 cm™ dos CH3 do grupo isopropilico, a
1760 e 1730 cm correspondentes ao éster dos grupos acetato, a 1650 cm™ das ligacoes

duplas C=C e a 1230 e 1020 cm’' das ligagSes C-O dos ésteres.
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O espectro de RMN'H indicou a presen¢a de um grupo metileno na posigéo 7
com os protdes assinalados por um dupleto a § = 6,34 ppm (1H, d, J=2,9Hz, Hb-7) e a d
= 586 ppm (1H, d, J=2,9Hz, Ha-7), dois grupos CH-OAc nas posicdes 3 € 5,
sinalizados por um duplo dupleto a 8 = 3,84 ppm (2H, dd, J;=4,6 ¢ ;=3,8 Hz, H-3 ¢ 5),
um grupo isopropilo com os protdes integrados num singuleto a & = 1,79 ppm (2x3H, s,
Me-9 e Me-10) e dois grupos metilo dos acetatos a & = 2,07 ppm (2x3H, s, -COOMe).

O espectro de RMN'C mostrou a existéncia de 14 4tomos de carbono, quatro
pertencentes aos grupos acetato com sinais a & = 21,0 ppm (OOCCH3) ¢ a o = 169,7
ppm (OOCCH3), dois carbonos oxigenados em C-3 € C-5 com & = 72,5 ppm ¢ sinais
dos carbonos ciuaternérios a & =146,2 ppm (C-1) e a & = 169,3 ppm (C-4).

O espectro de massas revelou o ii0 molecular a m/z = 252 de acordo com a
formula molecular C;4H3004.

Com base nos dados espectroscopicos obtidos propomos para este composto a
seguinte formula de estrutura que corresponde ao 3,5-diacetoxi-1(7),4(8)-p-

mentadieno. (F)

o)

0
| |

CHB'C'O“ —O"C-CH3

(F)

Além das lactonas identificadas no extracto de hexano da folha do L. azorica,
foram identificadas outras e ainda misturas de alc6ois e hidrocarbonetos nos extractos

de cloroférmio e de etanol respectivos.

137



Assim, a partir do extracto de cloroférmio separaram-se 3 compostos, um
mostrou ser uma mistura de alcéois e os outros dois 2 lactonas.

O espectro de IV da mistura G apresentou as bandas caracteristicas dos alc6ois, a
3306 ¢cm’ uma banda larga dos grupos OH , a 1215 cm’ das ligacdes C-O e as restantes
bandas correspondem as vibragdes de elongagio e deformagdo dos grupos CHs e CHa.

O RMN 'H sinalizou os protdes do grupo ~CH>-OH um tripleto a & = 3,64 ppm,
do grupo —CH,-CH; multipleto a 8 = 1,58 ppm, dos grupos —(CHz)n multipleto a 8 =
1,25 ppm e dos grupos metilo (CHz)n-Me tripleto a 6 = 0,88 ppm.

Dado que estas sdo as caracteristicas referenciadas na literatura (Silverstein,
1991 e Lambert et al., 1998) para os alcbois de cadeia linear, assim identificimos a

mistura G como sendo uma mistura de alc6ois de cadeia linear.

CH;- (CH)n-CH,OH = Mistura G

O composto H apresentou no seu espectro de IV bandas intensas, das quais
salientamos a banda a 3418 cm’ indicadora da presenca dos grupos OH, a 1755 cm’ da
y-lactona, a 1672 cm’ das duplas ligagdes C=C, a 1273,1148 ¢ 1026 cm’ das ligagSes
C-0.

O espectro de RMN 'H apresentou sinais correspondentes aos protdes dos
grupos metilo na forma de dois singuletos a 8 = 1,80 ppm (3H, s, Me-14) ¢ 6 = 1,78
ppm (3H, s, Me-15), dois dupletos dos protdes do grupo metileno localizado na posigio
13 a § = 5,27 ppm (1H, d, J=10,0 Hz, Hb-13) ¢ 4,95 ppm (1H, 4, J=10,0 Hz, Ha-13),
dois singuletos largos indicadores dos protdes vinilicos a = 6,16 ppm (1H, s/, H-5) ¢ 6
= 6,07 ppm (1H, s/, H-7) e sinais dos protdes dos grupos CH-OH das posi¢des 1 € 8 a &

= 4,64 ppm (1H, ¢, J=9,6 Hz, H-1) e 5 = 4,44 ppm (1H, m, H-8).
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O espectro de RMN 13C assinalou 15 atomos de carbono concordante com a
formula molecular C;sHa00s. Os carbonos das duplas ligagdes apresentam sinais a & =
133,2 ppm (C-4), 126,5 ppm (C-5), 131,4 ppm (C-9), 143,0 ppm (C-10), 139,8 ppm (C-
11), 169,9 ppm (C-12) e 121,1 ppm (C-13).

Nao foi possivel efectuar o espectro de massa, porque quando foi isolado este
composto o espectrometro de massas ndo estava disponivel. Contudo, com base nos
dados obtidos no espectro de IV e RMN 'H e *C foi possivel identificar o composto
como o 1,8-dihidroxigermacran-4,9,11(13)-trien-6,12-olida com a estrutura a seguir

indicada.

(H)

A outra lactona isolada deste extracto e designada por composto E, ja tinha
também sido separada do extracto de hexano.

A partir do extracto de etanol separam-se 3 compostos, sendo um deles uma
mistura de hidrocarbonetos e os outros dois apresentaram estruturas lactonicas isdmeras.

Em relago 4 mistura I o espectro de IV obtido permitiu concluir que se tratavé
de uma mistura de hidrocarbonetos saturados pela apresentagiio de bandas tipicas
destes compostos (Silverstein, 1991). Assim, a 2925 e 2850 cm’ mostrou as bandas
correspondentes as vibragdes de elongagdo dos grupos CH; e CH;, € a 1460, 1380 e 760

cm’! as bandas das vibragdes de deformagdo dos mesmos grupos.
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O espectro de massas forneceu valores dos ides moleculares dos diferentes
hidrocarbonetos separados por GC, conforme indicado no ponto 6.2.3.1, que permitiram

propor tratar-se de hidrocarbonetos com cadeias carbonadas entre C18 e C25.

CH;-(CHz)n-CH; = Mistura I

As estruturas lactonicas para os compostos J e L foram obtidas a partir de
técnicas espectroscopicas.

O espectro de IV do composto J apresentou bandas caracteristicas dos grupos C-
H vinilicos a 3081 cm’, da y-lactona, das duplas ligagdes C=C a 1658 cm™ e das
ligagdes C-O a 1175 e 1085 cm™.

O espectro de RMN 'H apresentou sinais de dois grupos metileno nas posigdes
14 e 15a6=5,34 ppm (1H, d, J=1,8 Hz, Hb-14) e 5,11 ppm (1H, 4, J=1,8 Hz, Ha-14) e
a 6 = 5,04 ppm (1H, s/, Hb-15) e 4,92 ppm (1H, s/, Ha-15). Os protdes das posi¢bes 1 e
5 do grupo epodxido estdo sinalizados por um multipleto e um singuleto largo a & = 4,45
ppm (1H, m, H-1) e a 6 = 3,45 ppm (1H, s/, H-5) respectivamente. Os protdes das
posicdes 8 e 13 fazem parte de outro grupo epoxido e estdio sinalizados por um
multipleto a 6 = 4,15 ppm (1H, m, H-8) e a 8 = ~ 2,6 ppm misturado com outros sinais
da molécula.

O espectro de RMN 'C assinalou a presenca de 15 atomos de carbono, dos
quais: 6 grupos metileno, 6 grupos metino e 3 carbonos quaternarios. Os carbonos
envolvidos nas duplas liga¢des foram sinalizados a 6 = 144,1 ppm (C-4), a 107,1 ppm
(C-15), a 146,9 ppm (C-10), a 117,1 ppm (C-14) e a 175,6 ppm um carbonilo (C-12).

A atribuicdo dos carbonos e protdes da molécula deste composto e¢ a sua

interligacdo foi completada com o recurso as técnicas bidimensionais Heteronuclear
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Multiple Quantum Coherence (HMQC), Heteronuclear Multiple Bond Coherence
(HMBC) e Correlated Spectroscopy (COSY).

O espectro de massa apresentou o iio molecular a m/z = 262 consistente com a
formula molecular CysH;gO4.

A estrutura proposta para este composto foi estabelecida com base nos dados
espectroscopicos obtidos e identificado o composto como © 1(5),8(13)-

diepoxigermacran-10(14),4(15)-dien-6f,12-olida.

O espectro de IV do composto L apresentou a 3081 cm” a banda correspondente
aos C-H vinilicos, a 1761 cm” a banda da y-lactona, a 1657 cm™ assinalou as duplas
ligagdes C=C e a 1190 e 1082 cm’ a presenga das ligagdes C-O.

Os espectros de RMN 'H e '>C foram realizados dissolvendo o composto em
dois solventes, o cloroférmio deuterado e a acetona deuterada.

Qualquer dos espectros de RMN 'H assinalou a existéncia de grupos metileno
nas posi¢des 14 e 15 com desvios quimicos compreendidos entre 5,38 ¢ 5,11 ppm para
os protdes em H-14 e entre 5,04 ¢ 4,81 ppm para os protdes em H-15.

Os protdes do grupo epoxido nas posigdes 1 e 5 foram assinalados por um

multipleto em H-1 com 3 variando entre 4,41 e 4,38 ppm e em H-5 como um singuleto

largo com & entre 3,47 e 3,45 ppm. Os protdes das posi¢des 8 e 13 do outro grupo
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epoxido foram sinalizados por um multipleto com valores de & entre 4,25 € 4,13 ppme a
& =~ 2,6 ppm misturado com outros sinais da molécula.

Os espectros de RMN BC obtidos com o composto dissolvido em qualquer dos
solventes revelaram a existéncia de 6 grupos metileno, 6 metinos e 3 carbonos
quaternarios.

Os carbonos das duplas ligagdes apresentaram desvios quimicos para a liga¢do
entre C-10 e C-14 a 8 = 151,3 ppm [(CD3),CO] e & = 149,6 ppm [(CDCl3)] em C-10 e &
=116,9 ppm [(CD;),CO] e 8 = 117,4 ppm [(CDCl3)] em C-14, para a liga¢do entre C-4
e C-15 a § = 145,5 ppm [(CD;),CO] e & = 144,1 ppm [(CDClL;)] em C-4 ¢ & = 107,0
ppm tanto em [(CD;3)CO] como em [(CDCl3)] para o C-15 e o carbono em C-12 do
grupo carbonilo a & = 176,2 ppm [(CD3),CO] e & = 175,5 ppm [(CDCL)].

A completa atribui¢do das posi¢des dos protSes € carbonos e a sua interligacdo
fez-se com o auxilio das técnicas bidimensionais Heteronuclear Multiple Quantum
Coherence (HMQC), Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC) e Correlated
Spectroscopy (COSY).

O espectro de massas revelou a presenga do ido [M+1]" a m/z = 263 concordante
com a férmula molecular Cy5sH;304.

Com base nos dados espectroscopicos estabelecemos a estrutura e identificimos

o composto como o 1(5),8(13)-diepoxigermacreno-10(14),4(15)-dien-60c.,12-olida.

@)
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As estruturas dos compostos J ¢ L poderdo ter sido resultado de modificagbes
sofridas pelos compostos originais durante o tratamento a que foi submetido este
extracto com vista 4 obtengdo do extracto alcaloidico € no qual apenas se detectaram
alcaloides em quantidades vestigiais. A acidificagdo pelo 4acido cloridrico podera
eventualmente ter conduzido a formagdo de carbanides e a extracgdo pelo éter ter
provocado oxidagdo da molécula por acgdo dos peroxidos que normalmente se

encontram presentes neste solvente.

Uma outra fracgdo importante da foltha e também do fruto do L. azorica é o 6leo
essencial extraido de cada um destes orgéos da planta, dos quais fizémos um estudo da
composi¢do quimica e actividade biologica.

Nos cromatogramas obtidos a partir do 6leo essencial das folhas foi possivel
identificar e quantificar 46 componentes. Sendo de destacar 14 componentes
maioritarios com quantidades superiores a 1%. No 6leo essencial da folha da Primavera
identificaram-se como componentes predominantes o a-pineno (20,88%), 1,8-cineol
(15,79%), B-pineno (14,89%), 3-careno (5,64%), acetato de terpenilo (4,45%) e 1-
muurolol (2,78%), enquanto que no do Outono estes foram o a-pineno (22,42%), 1,8-
cineol (16,95%), B-pineno (15,60%), acetato de terpenilo (4,73%), pinocarvona (3,00%)
e 3-careno (2,82%),

Nos cromatogramas dos Oleos essenciais dos frutos identificaram-se 41
componentes, dos quais 16 com quantidades superiores a 1%. Os componentes
predominantes foram o trans-B-ocimeno (21,61%), a-pineno (15,64%), cis-ocimeno
(8,07%), B-pineno (7,55%), germacreno D (4,88%), 3-careno (4,23%) e B-elemeno

(3,00%).
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A identificagio dos componentes fez-se por comparagdo dos respectivos tempos
de retengio com os das substdncias padrio e por enriquecimento de picos. Esta
informagiio foi complementada pela interpolagio linear dos respectivos indices de
retengdo na escala de Indices de Kovats e pela comparagéo dos respectivos espectros de
massa com os referidos na literatura e base de dados computorizada Wiley. A

quantificagdo foi feita com base nas areas dos picos respectivos.

Pela anilise do quadro 7.1 que a seguir se apresenta, constatamos que na
composigdo quimica do 6leo essencial das folhas a quantidade total de monoterpenos €
semelhante nas duas épocas de colheita. No caso dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos o
6leo essencial das folhas colhidas na Primavera apresenta maior predominincia deste
tipo de compostos relativamente ao 6leo essencial das folhas da época outonal.

No 6leo essencial obtido dos frutos maduros observou-se maior abundéancia de
monoterpenos € menor de sesquiterpenos contrariamente ao que se observou na analise

do 6leo essencial dos frutos verdes.

Quadro 7.1 — Composicio dos éleos essenciais por tipo de compostos

Compostos (%) Folhas Folhas Frutos Frutos
Outono Primavera maduros verdes

Monoterpenos 48,2 49,6 65,9 40,6
hidrocarbonados
Monoterpenos 25,7 24,6 6,7 3.8
oxigenados
Sesquiterpenos 2,6 3,8 14,1 30,8
hidrocarbonados
Sesquiterpenos 2,5 49 3,9 41
oxigenados
Esteres 6,3 6,7 0,8 1,0
derivados

Estabelecendo uma comparagdo entre o presente estudo e outros anteriores sobre

o0 6leo essencial da folha do L. azorica (Carmo e Frazdo, 1975; Hokwerda et al., 1982 ¢
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Cruz Morais 1987), verificimos que os componentes maioritirios como o a-pineno,
1,8-cineol, B-pineno e acetato de terpenilo por nés encontrados, também sdo referidos
nesses trabalhos como tal.

Comparando com a outra espécie do género Laurus, o Laurus nobilis, nos varios
trabalhos publicados sobre a sua composi¢do quimica (Zola ef al., 1977, Hokwerda et
al., 1982; Tanriverdi et al., 1991 e Fiorini et al., 1997) constatamos que o componente
maioritario referido para esta espécie € o 1,8-cineol, enquanto que o predominante para
o L. azorica é o a-pineno. Dos restantes componentes maioritdrios so comuns as duas
espécies o o-pineno, 1,8-cineol, B-pineno e acetato de terpenilo.

Quanto ao 6leo essencial do fruto ndio encontramos referéncias bibliograficas
sobre a composi¢io quimica do 6leo do fruto do L. azorica, mas em relagdo a
composicio quimica do 6leo do fruto do L. nobilis Tanriverdi et al. (1991) referem
como componente maioritario o 1,8-cineol, enquanto que no 6leo essencial do L.
azorica por nés estudado o componente maioritario foi o trans-B-ocimeno.

Analisando a composi¢io quimica do Oleo essencial da folha e do fruto
verificimos que o 6leo essencial deste ultimo, principalmente do fruto verde ¢ mais rico
em sesquiterpenos que o da folha. No entanto, a totalidade dos monoterpenos ¢ muito

semelhante entre o oleo essencial da folha e o do fruto maduro.

Dado que ndo existem estudos descritos sobre a actividade farmacolégica do
6leo essencial do L. azorica e como grande parte dos Oleos essenciais estudados
apresentam acgfio antimicrobiana e farmacolbgica interessantes, face a razoavel
quantidade de 6leo obtido desta planta realizamos estudos nesse dmbito com os 6leos

essenciais da folha e do fruto do L. azorica.
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Os resultados obtidos mostraram que estes Oleos essenciais & semelhanca de
outros, como os Oleos do Laurus nobilis, de varias espécies de Origanum, de
Helichrysum, de Mentha e muitos mais referidos na literatura por Deans e Ritchie
(1987), Sivropoulou et al. (1995, 1996) e Roussis et al. (1998), também manifestaram
actividade antimicrobiana face a alguns dos microrganismos utilizados neste trabalho,
sendo de salientar a actividade sobre a Serratia marcescens onde a inibigdo do
desenvolvimento bacteriano levou & formagio de um halo de 10 mm, valor este também
obtido com o antibiético especifico.

Em relagiio aos outros microrganismos utilizados, os 6leos essenciais da folha e
fruto s6 apresentaram actividade face a alguns dos microrganismos Gram +,
nomeadamente o Staplilococcus aureus, o Staplilococcus epidermitis, o Streptococcus
equisimilis € o Streptococcus pneumoniae, correspondendo os respectivos halos de
inibicio, com um didmetro médio de 9 mm, a cerca de 50% da apresentada pelos

antibioticos utilizados como referéncia.

Estes resultados mostraram que os oOleos essenciais das folhas possuem uma
desenvolvimento bacteriano ocorreu em maior extensdo, exceptuando a acgdo sobre o
Staplilococcus epidermitis em que se verificou o inverso.

As actividades antimicrobianas observadas vém de encontro ao referido na
literatura, onde a actividade antimicrobiana apresentada pelos Oleos essenciais €
relacionada com alguns componentes também presentes nos o6leos essenciais do L.
azorica, como o 1,8-cineol, linalol, acetato de linalilo, a-terpineol, terpineno-4-ol,
carvacrol (Sivropoulou et al., 1995, 1996) e terpenos oxigenados em geral (Vokou et

al.,1993).
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Para além da actividade do Oleo essencial interessaria estudar a acgdo dos
compostos isolados dos extractos preparados. No entanto, as quantidades obtidas foram
muito pequenas o que tornou impossivel realizar estudos farmacolégicos para além dos
estudos de identificagio e caracterizagdo quimica efectuados, tanto mais que a

quantidade da planta a nossa disposig#o era relativamente pequena.

Quanto ao 6leo essencial nfio se encontra descrito a actividade bioldgica e face a
actividade antimicrobiana manifestada o nosso estudo prosseguiu com a pesquisa da
actividade biologica geral do 6leo essencial da folha em murganhos Charles River e em
ratos Wistar.

Sendo que o 6leo artesanal do fruto continua a ser usado pela populagéo
madeirense com diversos fins curativos e ainda porque quando este é obtido por
expressdo contém vestigios do 6leo essencial em que muitos dos componentes sdo
comuns aos do 6leo essencial da folha, efectuamos também idéntico estudo com um
6leo adquirido numa Farmaécia local.

Na triagem hipocrética geral do dleo essencial da folha os resultados obtidos
salientaram uma actividade depressora sobre o S.N.C., mais ou menos intensa consoante
a dose de 6leo essencial utilizada. Observou-se que com as doses de 0,6 e 1 mL/kg de
6leo essencial, os animais manifestaram uma diminui¢dio da actividade motora e do
tonus muscular e sinais claros de ataxia e analgesia. Paralelamente a esta acgio
observou-se uma acentuada hipotermia. Este efeito ja foi observado em estudos
efectuados com o 6leo essencial do Laurobasidium lauri cuja composicdo estudada por
Cruz Morais em 1987 é semelhante & do dleo essencial do L. azorica.

A actividade analgésica foi posteriormente confirmada por ensaios realizados em
murganhos onde a indugdo da dor foi conseguida pela administracdo intraperitoneal de

uma solugio de 4acido acético. Observou-se que o nimero de contorsdes dos animais
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causadas pelo agente agressor diminuiu com o aumento da dose de dleo essencial
administrado.

Diversas acgdes depressoras do S.N.C. tém sido manifestadas por outras plantas
contendo O6leos essenciais. Citando algumas dessas plantas referimos a Valeriana
officinalis cuja acgio sedativa ¢ atribuida quer aos componentes dos seus extractos quer
aos ésteres do borneol presentes no seu Oleo essencial. A Passiflora incarnata e as
espécies de Lavandula sio outras plantas as quais sdo atribuidas acgbes idénticas.
Relativamente 3 nogfio exacta de quais os componentes responsaveis por este tipo de
acgOes destas e outras plantas ainda ndio existem estudos concludentes, pensa-se
contudo, resultarem de ac¢des de sinergismo (Paris e Hurabielle, 1986; Costa, 1994 ¢
Bruneton, 1999).

Existem ja estudos em relagio a componentes dos Oleos essenciais que
apresentaram tais actividades depressoras, como € o caso do 1,8-cineol, um dos
principais componentes de muitos 6leos essenciais, que num trabalho efectuado por
Santos ¢ Rao (2000) manifestou acgdo antiinflamatoria e antinociceptiva em ratos e
murganhos. Também Ahmed et al. (2000) observaram a actividade analgésica do
éugenol em estudos realizados em murganhos, 0 mesmo se pode dizer em relagéio ao
mirceno com base nos trabalhos efectuados em roedores por Paumgartten et al. (1990) e
Da Silva et al. (1991). Pelo que a actividade analgésica do 6leo essencial do L. azorica
dever4 estar ligada a presenga destes componentes, principalmente do 1,8-cineol que €
um dos seus componentes maioritarios.

Nos ensaios efectuados com o 6leo artesanal do L. azorica nio se observaram
quaisquer das ac¢des manifestadas pelo 6leo essencial da folha, tal como se previa, uma

vez que a quantidade de 6leo essencial presente no 6leo artesanal era vestigial.
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No intuito de aprofundar o conhecimento sobre as actividades destes oleos,
prosseguimos com estudos toxicologicos. Assim, procuramos avaliar o efeito da
administracdo destes 6leos sobre a actividade de alguns enzimas marcadores de lesdo
hepética no soro de ratos Wistar e também, num estudo a nivel molecular, sobre o efeito
na actividade de alguns enzimas do sistema citocromo P450 do figado dos mesmos
animais dada a importincia deste sistema enzimatico no metabolismo de endo e
xenobidticos.

Sabemos através de diversos estudos (Hiroi ef al., 1995 e De-Oliveira et al.,
1997, 1999) que os 6leos essenciais interferem nas actividades enzimaticas de algumas
das subfamilias do citocromo P450, podendo conduzir ao aparecimento de fendmenos
de toxicidade. Alguns dos componentes dos Oleos essenciais mencionados nestes
trabathos como sendo os mais responsaveis pelas alteragdes verificadas, também se
encontram presentes no 6leo essencial da folha do L. azorica, sendo de referir o a-

pineno, o 1,8-cineol, o mirceno e o cadineno.

Esta metodologia constitui o procedimento normalmente seguido em estudos
farmacologicos de novas drogas quando se pretende avaliar a existéncia de uma possivel
actividade hepatica (Mehendale, 1987 e Le Dinh e Christoforov, 1994).

Os enzimas do soro escothidos para este estudo foram a alanino
aminotransferase (ALT), a aspartato aminotransferase (AST) ¢ a fosfatase alcalina.
Escolhemos estes enzimas pelo facto de os respectivos valores serem indicadores da
integridade do tecido hepético, sendo que os valores da ALT, AST e fosfatase alcalina
do soro aumentam no decurso de afecgdes, nomeadamente a necrose hepatocelular
causada por hepatites originadas por medicamentos ou toxicos (Tietz, 1976; Leporrier,

1993 e Muller, 1998).
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Se o tratamento efectuado com uma droga ndo provocar alteragdo dos valores
normais destas actividades enziméticas, provavelmente esse tratamento ndo causou
lesdes no tecido hepatico, no entanto, ha que esclarecer se nio havera acgdo tdxica ao
nivel molecular, pelo que um dos passos seguintes desse estudo. serd a avaliagdo do
funcionamento do figado estudando as actividades enzimaticas envolvidas nos
processos de metabolizagdo e desintoxicagfio, principalmente as actividades do
citocromo P450, glutationo S-transferase e glutationo redutase, uma vez que € neste
orgdo que ocorrem maioritariamente os processos de biotransformagdo de drogas e
xenobidticos em geral (Haley, 1987; Popp e Catley, 1991 e Sipes e Gandolfi, 1991).

Com os tratamentos que efectuamos com o 6leo essencial da folha e com o dleo
artesanal do fruto nas doses de 0,02 e 0,1 mL/kg de peso do animal, os valores das
actividades enzimaticas ALT, AST e fosfatase alcalina determinadas no soro de ratos
Wistar foram da mesma ordem de grandeza dos valores obtidos para o grupo de animais
de controlo ou até apresentaram um decréscimo com algumas das doses de cada um dos
6leos utilizadas, mas sem significado estatistico, pelo que admitimos nfio terem ocorrido

danos hepéticos celulares.

A biotransformagio dos xenobidticos envolve um processo bifdsico de
metabolizacio dos substratos caracterizado por uma primeira fase (Fase I) em que por
meio de varias reacgdes, fundamentalmente de hidrolise, oxidagdio e redugdo, se
disponibilizam grupos funcionais ja existentes nas moléculas desses compostos ou sdo
introduzidos novos grupos funcionais como sejam -OH, -NH; ou -SH. Estas reac¢des
sdo catalisadas principalmente pelas oxidases de fun¢fo mista onde se incluem os
enzimas do sistema citocromo P450 e citocromo b5. Numa segunda fase (Fase II)

ocorrem reacgbes de conjugacio dos produtos resultantes das reacgbes de
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funcionalizagdo com biomoléculas como por exemplo o glutationo, glucuronato,
aminoacidos e outras substincias, originando produtos mais hidréfilos e facilmente
excretaveis. As transferases sdo os enzimas que catalisam estas reacgdes.

A biotransformac@o de uma droga ou xenobidtico nem sempre correspondera a
um efeito benéfico para o organismo. Sera benéfico, quando os produtos resultantes da
biotransformagiio ao interagirem com o organismo em locais especificos manifestam
uma acgdo farmacologica. Mas, pelo contrdrio, serd prejudicial quando os produtos
resultantes dessa interacgdo forem téxicos produzindo efeitos deletérios para o
organismo. Esta acgio resulta da ligagdo entre os metabolitos formados com
macromoléculas dando origem & formagdio de aductos de elevada toxicidade (Mckee e

Mckee, 1996 e Okita € Masters, 1997).

Prosseguindo o nosso estudo com vista a avaliagdo do funcionamento hepético
em roedores a que administramos o 6leo essencial e em testemunhos a que injectamos
apenas o veiculo, determinamos a concentragéo do citocromo P450 e do citocromo b5, a
actividade da NADPH (P450) redutase enzima fornecedor de potencial redutor para que
estas reacgdes enzimaticas possam ocorrer € as actividades de algumas oxidases mais
vulgarmente envolvidas nestes processos de biotransformagdo, nomeadamente nas
reacgdes de desalquilagio de substratos como a 7-etoxiresorufina O-desetilase, a 7-
etoxicumarina O-desetilase e a etilmorfina N-desmetilase. Dos enzimas participantes na
segunda fase (Fase II) de metabolizagdo determinimos as actividades glutationo S-
transferase e glutationo redutase. O glutationo S-transferase é um dos enzimas que
participam na reacgdo de conjugagdo dos xenobiticos com o glutationo ou ainda na
conjugagio de derivados metabdlicos produzidos pelo sistema citocromo P450, levando

em qualquer dos casos a formagdo de produtos facilmente elimindveis. Este processo €
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muitas vezes assistido pelos enzimas glutationo redutase que mantém o nivel
intracelular da glutationo S-transferase necessdrio para as reacgdes de conjugagdo (Sipes

e Gandolfi, 1991), pelo que também determinamos a respectiva actividade.

Os enzimas podem ser de expressdo constitutiva ou induzida. No rato, os
isoenzimas constitutivos do sistema citocromo P450 hepético podem ser associados a
actividades enzimaticas caracteristicas. Assim, as reac¢des de O-desetilagdo da 7-
etoxicumarina e da 7-etoxiresorufina envolvem a participagio maioritaria dos
isoenzimas constitutivos codificados pelo CYP1A2, CYP2B1 e CYP2B2 . Na reacgdo
de N-desmetilagiio da etilmorfina participam maioritariamente os enzimas codificados
pela subfamilia CYP3A1 (Guengerich, 1986; Wazier et al.,1990 e Nelson e? al.,1996).

As actividades destes isoenzimas do sistema citocromo P450 de expressdo
constitutiva podem ser activadas ou inibidas de acordo com a actividade indutora ou
inibidora da droga ou farmaco utilizados no tratamento ou pode acontecer que sejam
induzidas outras actividades ndo expressas.

A inducfio destes enzimas pode constituir um factor negativo do ponto de vista
farmacolégico quando a biotransformagfo diminui a sua biodisponibilidade ou torna a
sua eliminagfo tdo rapida impedindo que este exerca qualquer efeito terapéutico. Pode,
no entanto, dar-se o contrario ¢ a indu¢do conduzir & biotransformagéo de um composto
num metabolito dotado de actividade farmacolégica. E o que acontece com as
substancias denominadas pro-farmacos (Le Dinh e Christoforov, 1994).

Do ponto de vista de toxicidade a indugfo enzimatica pode levar a formagdo de
produtos intermediarios reactivos que sfio capazes de desencadear agressoes
moleculares que levam a morte celular, produzir carcinogénese, teratogénese ou outros

processos de toxicidade (Sipes e Gandolfi, 1991 e Guengerich et al.,1994).
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A inibigio ou inactivagio de um ou mais isoenzimas também podera ser
causadora de fenémenos de toxicidade devido a diminuigdo da taxa de biotransformag&o
e consequente acumulagdo de produtos toxicos (Jeffrey, 1991).

Na avaliacdo dos efeitos sobre o sistema enzimatico P450 nos animais aos quais
foram administrados os 6leos obtidos do L. azorica constatamos que a concentragdo do
citocromo P450 e citocromo b5 microssomais ndo sofreram alteragéio comparativamente
aos valores observados para os animais testemunha, o que podera indicar que este
sistema enzimatico globalmente ndo foi afectado. Contudo na avaliagdo das actividades
da NADPH (P450) redutase e das monoxigenases estudadas observamos variagdes.

No tratamento efectuado com o éleo essencial da folha, obtivémos resultados
que face ao grupo de controlo mostraram que o tratamento com a dose de 0,02 mL/kg
nfo provocou variagio significativa (P<0,05) da concentragio de citocromo P450 e de
citocromo b5 assim como da actividade enzimatica NADPH redutase, ECOD, GST e
GR. No entanto, observamos um decréscimo das actividades enzimaticas EROD
(CYP1A2 e/ou CYP2B1 e CYP2B2) e END (CYP3Al), pelo que numa primeira
aproximagio podemos admitir que ocorreu inibicdo destas actividades enzimaticas, as
quais sdo responsaveis pela desalquilagdo dos substratos e, no caso da END, também
pela hidroxilagdo de esterdides.

Com a administracdo da dose de 0,1mL/kg a concentragio do citocromo P450 e
do citocromo b5 também ndo sofreram variagio significativa (P<0,05), mas a actividade
enzimatica NADPH redutase mostrou um aumento com significado estatistico (P<0,01),
o que nos leva a admitir que com esta dose de 6leo alguns isoenzimas do citocromo
P450 hepético aumentaram a sua capacidade de biotransformac@io. Um indicio deste
facto talvez seja o acréscimo da actividade enzimatica EROD e ECOD verificada ap6s a

administraciio desta dose de tratamento. Contudo, a actividade enzimatica END (CYP 3
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A1) sofreu um decréscimo significativo (P<0,01), pelo que admitimos que também com
esta dose de 6leo continua a haver inibicdo desta via enzimatica.

As actividades dos enzimas GST e GR que participam na segunda fase de
biotransformagio também ndo foram afectadas significativamente (P<0,05) pelo
tratamento com qualquer das doses

Por um lado, o facto de a dose de 0,1 mL/kg ter provocado um acréscimo das
actividades enzimaticas NADPH redutase, EROD ¢ ECOD, e estes aumentos de
actividade ndo terem sido acompanhados pela indugdo dos enzimas GST e GR da fase II
de biotransformagfio, podera originar um efeito hepatotoxico, uma vez que a grande
parte dos produtos resultantes das reacgdes de desalquilagdo, mais toxicos para as
células, tém melhores condigdes para ficarem retidos no organismo.

Por outro lado, a inibi¢do da subfamilia CYP3Al podera afectar o metabolismo
de hidroxilagdo dos esterdides constituindo também um factor de toxicidade, uma vez
que o metabolismo de excrecgdo de esterdides via 6B-hidroxilago sera afectado.

Face aos resultados obtidos com o 6leo essencial nas doses referidas, repetiram-
se os ensaios com doses mais elevadas (0,1, 0,3 e 0,9 mL/kg de peso de animal)
administrando-se simultineamente uma dose fixa de um téxico tipico, o tetracloreto de
carbono, com o objectivo de clarificar um pouco mais o efeito da droga sobre o tecido
hepatico.

Paralelamente realizou-se um outro ensaio no qual se substituiu o 6leo essencial
por uma droga padrio hepatoprotectora para compara¢do dos efeitos, caso o 6leo
essencial revelasse acgio farmacoldgica deste tipo.

Os resultados obtidos nos grupos de animais tratados com estas doses de 6leo
essencial mais elevadas revelaram um acréscimo significativo (P<0,05) das actividades

enzimaticas ALT e AST, comparativamente aos respectivos valores evidenciados pelo
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grupo de animais que receberam apenas o toxico, 0 que para além dos eventuais
sinergismos que tenham ocorrido entre o téxico e o 6leo essencial parecem apontar para
uma toxicidade intrinseca ao 6leo nas doses estudadas.

Analisando os resultados das actividades enzimaticas que reflectem o que se
passa a nivel molecular, verificimos diferentes respostas nos grupos de animais que
receberam o Oleo essencial relativamente ao grupo tratado apenas pelo tdxico,
nomeadamente os valores das actividades enziméticas das monoxigenases, que
apresentaram um decréscimo significativo (P<0,05) com as doses de 0,3 ¢ 0,9 mL/kg,
no caso da EROD e ECOD, e com as doses de 0,1 e 0,3 mL/kg no caso da END, o que
nos leva a admitir que a administragdo do 6leo essencial nas doses referidas tera inibido
estas actividades enzimaticas e muito provavelmente afectado os processos metabolicos

e de desintoxicacao.

Observando os resultados ap6s o tratamento efectuado pelo dleo artesanal do
fruto verificimos que comparativamente ao grupo de controlo os valores das actividades
enzimaticas obtidos com a dose de 0,02mL/kg ndo mostraram variagdes significativas
(P<0,05), excepto a actividade enziméatica END na qual se observou um decréscimo,
levando a supor ter ocorrido uma inibigéo.

No tratamento com a dose de 0,1mL/kg, observamos um aumento significativo
(P<0,05) da actividade enzimatica NADPH redutase nfo acompanhada por qualquer
variagdo significativa das outras actividades enziméticas estudadas. Este aumento de
actividade da NADPH redutase leva a supor ter havido indugdo dos isoenzimas do
citocromo P450 ndio acompanhados por um aumento das actividades dos enzimas

conjugantes, pelo que sera de admitir um efeito hepatotdxico.
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No entanto, no 6leo artesanal ha que ter em conta que além das actividades
bioldgicas anteriormente descritas, estdo presentes como componentes mais abundantes
a costunolida e a dehidrocostus lactona, as quais poderdo imprimir propriedades
farmacologicas a este 6leo que poderdo justificar algumas das utilizagSes desta planta na

medicina tradicional madeirense.

As lactonas costunolida e dehidrocostus lactona foram identificadas em muitas
outras plantas e também no Laurus nobilis ¢ no fungo Laurobasidium lauri (Cruz
Morais, 1987) que se desenvolve nos troncos das arvores mais velhas do Laurus
azorica. Destas lactonas sabe-se que possuem actividade antimicrobiana como referem
Cantrell et al. (1998) e antiparasitaria segundo Rodriguez et al. (1976) e Harborne e
Dey (1991). Relativamente & costunolida em particular, em estudos efectuados com
plantas em cuja composigdo figura esta lactona e também com a costunolida delas
isolada, ficou demonstrado que esta possui propriedades colagogas e inibidoras da
formagdo de ulcera gastrica em ratos Wistar segundo Yamahara er al. (1985), esta
mesma actividade antiulcerogénica foi referida para as sementes do Laurus nobilis por
Afifi et al. em 1997. Outra importante propriedade destas lactonas diz respeito a acgdo
reguladora que desempenham no crescimento das plantas conforme referido por Kalsi e
al. (1984, 1985).

A reactividade apresentada pelas lactonas sesquiterpénicas, julga-se ser devida a
presenca nas suas moléculas do grupo a-metileno-y-lactona e ainda de outros grupos
funcionais reactivos como epoxidos, ésteres ou cetonas ¢, PB-insaturadas. O mecanismo
de actuagiio passa pela alquilagdo dos centros nucledfilos das moléculas biolégicas.

As propriedades farmacologicas atras referenciadas para a costunolida e

dehidrocostus lactona e ainda outras, sdo atribuidas as lactonas sesquiterpénicas em
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geral, nomeadamente propriedades antiinflamatérias, antiulcerosas, carminativas,
citotoxicas e antitumorais, antibacterianas, antifiingicas e antiparasitirias (Rodriguez et
al., 1976; Coutinho, 1980; Fischer, 1991; Heinrich ef al., 1998; Cantrell ef al., 1998 ¢
Bruneton, 1999).

Contudo estas lactonas ndo sdo inécuas, sdo susceptiveis de provocarem
dermatites alérgicas de contacto, quando os produtos que as contém sdo usados em
excesso como & o caso de certos Oleos de plantas usados em perfumaria.
Presumivelmente estes fenémenos alérgicos sio devidos a reacgdes de adigio de
Michael entre as proteinas da pele e a dupla ligago exociclica presente na maioria das
lactonas sesquiterpénicas.

Relativamente ao 6leo do fruto do L. azorica, embora a maioria das utilizagdes
seja feita por via oral, casos hd em que ¢ aplicado na pele. No entanto, na recolha

etnofarmacolégica efectuada, ndo foram referenciadas quaisquer queixas nesse sentido.

Face as propriedades destas lactonas e & presenga nesta planta de outras lactonas
com estruturas muito semelhantes a estas seria de muito interesse proceder futuramente
ao estudo das suas actividades farmacolégicas pois, neste trabalho, no foi possivel

fazé-lo por ndio dispormos de matéria prima em quantidade suficiente.

157






8 - Conclusoes






Neste trabalho prepararam-se extractos da folha e do fruto do Laurus azorica em
solventes de polaridade crescente, a partir dos quais se isolaram e caracterizaram varios
compostos.

Os compostos isolados dos extractos de hexano e de cloroformio da folha e do
fruto apresentaram composigio quimica semelhante com predominio de lactonas
sesquiterpénicas, sendo as maioritarias a costunolida e a dehidrocostus lactona. Além
destas lactonas foram identificadas nos extractos da folha a 8-acetoxiguaian-
1(10),11(13)-dien-6a,12-0lida, a 8-acetoxiguaian-9,11(13)-dien-6a,,12-olida, a 8-
acetoxi-1-hidroxigermacran-4,9,11(13)-trien-6at,12-olida, a 1,8-dihidroxigermacran-
4,9,11(13)-trien-6a,12-olida, a 1(5),8(13)-diepoxigermacran-10(14),4(15)-dien-6a.,12-
oida e a 1(5),8(13)-diepoxigermacran-10(14),4(15)-dien-6B,12-0lida,  um
hidrocarboneto monoterpénico o 3,5-diacetoxi-1(7),4(8)-p-mentadieno, um composto
esterdide o P-sitosterol, misturas de hidrocarbonetos saturados entre Cis € Cas, €

misturas de alcodis de cadeia linear.

Das folhas e frutos colhidos em diferentes épocas do ano extrairam-se os
respectivos Oleos essenciais que revelaram uma composicio quimica rica em
hidrocarbonetos monoterpénicos, mas apresentando diferengas  quantitativas
relacionadas com a época de colheita. No éleo obtido da folha colhida na Primavera
verificamos haver uma maior percentagem de hidrocarbonetos sesquiterpénicos
relativamente ao 6leo da folha do Outono. No 6leo essencial dos frutos maduros os
hidrocarbonetos monoterpénicos predominaram sobre os do o6leo dos frutos verdes,
enquanto que com os hidrocarbonetos sesquiterpénicos verificou-se o contrario.

No dleo essencial da folha da Primavera identificaram-se como componentes

predominantes o o-pineno (20,88%), 1,8-cineol (15,79%), B-pineno (14,89%), 3-careno
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(5,64%), acetato de terpenilo (4,45%) e T-muurolol (2,78%), enquanto que no do
Outono estes foram o a-pineno (22,42%), 1,8-cineol (16,95%), B-pineno (15,60%),
acetato de terpenilo (4,73%), pinocarvona (3,00%), 3-careno (2,82%) e sabineno
(2,16%).

Na composigio do Oleo essencial do fruto maduro os componentes
predominantes foram o trans-p-ocimeno (21,61%), a-pineno (15,64%), cis-ocimeno
(8,07%), B-pineno (7,55%), germacreno D (4,88%), 3-careno (4,23%) e B-elemeno
(3,00%). No 6leo dos frutos verdes estes foram o a-bisaboleno (14,41%), trans-p-
ocimeno (14,14%), o-pineno (8,82%), cis-ocimeno (6,52%), B-pineno (6,40%),

germacreno D (6,07%) e B-elemeno (2,71%).

Estes 6leos essenciais mostraram possuir propriedades antimicrobianas face a
alguns microrganismos Gram+ e Gram- ensaiados “in vitro”, sendo de salientar a
actividade face a Serratia marcescens que foi semelhante & manifestada pelo antibidtico
especifico utilizado. Face ao Staphilococcus aureus, Staphilococcus epidermitis,
Streptococcus equisimilis e Streptococcus pneumoniae, apresentaram uma actividade de
cerca de 50% da manifestada pelos antibioticos utilizados como referéncia e perante a
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter aerogenes a actividade foi

nula.

A administracio intraperitoneal do dleo essencial da folha a ratos Wistar
provocou redugio da actividade motora e do ténus muscular, analgesia, ataxia e
acentuada hipotermia. A actividade analgésica foi confirmada em murganhos Charles
River com a execugdo do teste do acido acético.

O o6leo essencial da folha € o 6leo artesanal, quando administrados por via

intraperitoneal nas doses de 0,02 e 0,1 mikg, ndo afectou as actividades enzimaticas
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ALT, AST e fosfatase alcalina do soro de ratos Wistar, mas a dose de 0,1mL/kg
provocou um aumento das actividades enzimaticas EROD, ECOD e ainda da NADPH
redutase e um decréscimo da actividade END.

A administra¢fio conjunta do 6leo essencial e tetracloreto de carbono teve como
resultado um aumento das actividades enzimaticas ALT e AST do soro e um decréscimo
ou aumento das actividades EROD, ECOD, END,GST e GR do figado consoante a dose
de 6leo essencial administrado.

Os resultados obtidos no soro € no figado parecem apontar para uma certa

hepatotoxicidade do leo essencial da folha dependente da dose utilizada.

Apesar da toxicidade evidenciada pelo Oleo artesanal do fruto, face as
propriedades da costunolida e dehidrocostus lactona, julgamos que a sua presenga
maioritaria neste oleo artesanal podera justificar a utilizagio deste na medicina

tradicional da Madeira.
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Apéndice A
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Apéndice B

Espectros de ressonincia magnética nuclear
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Figura XIV — Espectro de RMN 'H do composto C

Figura XV Espectro de RMN 'H da mistura D
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Figura XVI — Espectro de RMN 'H do composto E
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B.3 — Espectros de correlagéo
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Figura XXXVII — Espectro HMBC do composto J
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Apéndice C

Espectros de massa
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Apéndice D

Cromatogramas
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Apéndice E

Termogramas
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Apéndice F
Paridmetros avaliados na triagem hipocratica

Curva de calibracdo para a proteina total (método de Lowry)
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Figura LVI — Curva de calibragdo utilizada na determinagdo da concentragio de
proteina total, construida com solugdes contendo 50; 75; 100; 125; 150; 175 e 200
pg.cm” de albumina do soro bovino, respectivamente.
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Apéndice G






Quadro 11 - Concentragdio e act
figado de ratos machos Wistar,

fruto do Laurus azorica.

W

ividades enzimdticas do soro, da fracgiio microssomal e do citosol do
controlo e tratados com as doses de 0,02 ¢ 0,1 mL/Kg do dleo do

Conc. ou Activ. enz. Origem da variincia quadrados liberdade Variincia F Sig.

ALT (UL) Entre grupos 19.912 2 9,956 5419 029
No interior dos grupos 16,534 9 1,837
Total 36,446 n

AST (UL) Entre grupos 429,119 2 214,559 1,774 224
No interior dos grupos 1088,406 9 120,934
Total 1517,524 1

Fosfalc. (mg/dL) Entre grupos 9677322 2 4838,661 7,362 013
No interior dos grupos 5915,095 9 657,233
Total 15592417 11

[CIT.P450] (nmol/mg) Eatre grupos 3,403E-02 2 1,702E-02 3,628 070
No interior dos grupos 4221E-02 9 4,690E-03
Total 7,624E-02 11

[CIT.B5] (nmol/mg) Entre grupos 3.227E-03 2 1,613E-03 3,030 099
No interior dos grupos 4,793E-03 9 5,325E-04
Total 8,019E-03 11

NADPHRED (nmol/minmg)  Entre grupos 13004,108 2 6502,054 53,968 ,000
No intcrior dos grupos 1084,326 9 120,481
Total 14088,434 11

EROD (pmol/min.mg) Entre grapos 4,797 2 2,398 41,738 000
No interior dos grupos 517 9 5,746E-02
Total 5314 11

ECOD (nmol/min.mg) Entre grupos 1,386E-04 2 6,929E-05 2,574 131
No interior dos grapos 2,423E-04 9 2,692E-05
Total 3,809E-04 11

END (nmol/min.mg) Entre grupos 11,670 2 5,835 26,959 ,000
No interior dos grupos 1,948 9 216
Total 13,618 1

GST (nmol/min.g) Entre grupos 3,078E-02 2 1,539E-02 3,689 068
No interior dos grupos 3,754E-02 9 4,172E-03
Total 6,833E-02 11

GR (nmol/min.g) Entre grupos 2,301E-04 2 1,150E-04 405 678
No interior dos grupos 2,555E-03 9 2,839E-04

Total 2.786E-03 Ll
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Quadro III - Concentrago e actividades enziméticas do soro, da fracgio microssomal e do citosol do figado
de ratos machos Wistar, controlo e tratados com as doses de 0,02 € 0,1 mL/Kg do oleo essencial da folha
do Laurus azorica.

W

Conc. ou Activ. enz. Origem da variancie quadrados liberdade Vi F Sig.

ALT (U/L) Entre grupos 14,681 2 7,340 2,949 .104
No interior dos grupos 22,405 9 2,489
Total 37,086 11

AST (UL) Entre grupos 149,807 2 74,904 ,404 679
No interior dos grupos 1669,559 9 185,507
Total 1819,367 11

Fosfalc. (mg/dL) Entre grupos 300,162 2 150,081 ,186 833
No interior dos grupos 7267275 9 807,475
Total 7567,437 11

{CTT.P450] (nmol/mg) Entre grupos 7,091E-03 2 3,545E-03 1,109 3N
No interior dos grapos 2,876E-02 9 3,196E-03
Total 3,585E-02 11

{CIT.B5] (nmol/mg) Entre grupos 8,383E-04 2 4,192E-04 1,200 ,345
No interior dos grupos 3,143E-03 9 3,492E-04
Total 3,982E-03 11

NADPHRED (nmol/minmg)  Entre grupos 2242,008 2 1121,004 10,228 ,005
No interior dos grupos 986,385 9 109,598
Total 3228393 11

EROD (pmol/min.mg) Entre grupos 3,724 2 1,862 27,454 000
No interior dos grupos 610 9 6,783E-02
Total 4,335 11

ECOD (nmol/min.mg) Entre grupos 6,594E-04 2 3,297E-04 11,839 003
No interior dos grupes 2,506E-04 9 2,785E-05
Total 9,100E-04 1

END (nmol/min.mg) Entre grupos 14,782 2 7,391 37277 ,000
No interior dos grupos 1,784 9 ,198
Total 16,566 11

GST (nmol/min.mg) Entre grupos 6,254E-03 2 3,127E-03 513 615
No interior dos grupos 5,481E-02 9 6,090E-03
Total 6,106E-02 n

GR (mmoV/min.mg) Emre grupos 9,058E-05 2 4,529E-05 ,150 8363
No interior dos grupos 2,725E-03 9 3,027E-04

Total 2.815E-03 11
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Quadro IV - Concentraglio e actividades enziméticas do soro, da fracglio microssomal e do citosol do figado

de ratos fémeas Wistar, controlo e tratados com 0,4 mL
éleo essencial da folha de Laurus azorica adicionadas de 0,4 ml de téxico

W

de téxico e com as doses de 0,1; 0,3 ¢ 0,9 mL de

Conc. ou Activ. enz. Origem da varifincia quadrados liberdade \ F Sig.

ALT (UIL) Entre grupos 142266280 4 35566570 42,228 000
No interior dos gropos 12633,834 15 842256
Total 154900,115 19

AST (UL) Entre grupos 473423327 4 118355832 144,047 000
No iuterior dos grupos 12324.697 15 821,646
Total 485748,024 19

[CIT.P450] (amol/mg) Entre grupos 4,099E-02 4 1,025E-02 4,576 013
No interior dos grupos 3,359E-02 15  2239E-03
Totl 7457E-02 19

CIT.B5 (nmol/img) Enwre grupos 7.240E-03 4 1.810E-03 1,987 .148
No interior dos grupos 1,367E-02 15 9.111E-04
Total 2,091E-02 19

NADPHRED (nmol/minmg)  Entre grupos 6320479 4 1580,120 6,010 004
No imerior dos grupos 3943,608 15 262,907
Total 10264,087 19

EROD (pmol/min.mg) Entre grupos 930,127 4 232,532 40,858 000
No interior dos grupos 85,369 15 5,691
Total 1015,495 19

ECOD (nmol/min.mg) Entre grupos 1,237E-02 4 3,093E-03 12,889 000
No intesior dos grupos 3,600E-03 15 2,400E-04
Total 1,597E-02 19

END (omol/min.mg) Entre grupos 39,805 4 9,951 62,316 000
No interior dos grupos 2,395 15 .160
Total 42,200 19

GST (nmoV/min.g) Entre grupos 293 4 7315E02 10,388 000
No interior dos grupos ,106 15 7,042E-03
Total ,398 19

GR (nmol/min.g) Entre grupos 3,230E-03 4 8.075E-04 9,743 000
No interior dos grupos 1,243E-03 15 8.288E-05
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Quadro V - Concentragfo e actividades enzimaticas do soro, da fracgio microssomal e do citosol do figado de
ratos fémeas Wistar, controlo e tratados com uma droga hepatoprotectora adicionada de 0,4 mL de téxico

W

Conc. ou Activ. enz. Origem da variiincia quadrados liberdade Variiincia F Sig.
ALT (U/L) Entre grupos 160,414 2 80,207 11,235 004
No interior dos grupos 64,249 9 7,139

Total 224,663 11

AST (UL) Entre grupos 594,537 2 297,268 20,681 ,000
No interior dos grupos 129,367 9 14,374
Total 723,904 1

[CIT.P450] (nmol/mg) Entre grupos 1,388E-03 2 6,938E-04 ,326 ,730
No interior dos grupos 1,918E-02 9 2,131E-03
Total 2,057E-02 11

[CIT.B5] (nmol/mg) Entre grupos 8,950E-04 2 4,475E-04 483 632
No interior dos grupos 8,330E-03 9 9,256E-04
Total 9,225E-03 11

NADPHRED (nmol/minmg)  Entre grupos 741,640 2 370,820 1,796 221
No interior dos grupos 1858,676 9 206,520
Total 2600,315 11

EROD (pmol/min.mg) Entre grupos 55,808 2 27,904 5,059 034
No interior dos grupos 49,643 9 5,516
Total 105,451 11

ECOD (nmol/min.mg) Entre grupos 4,759E-03 2 2,379E-03 6,366 019
No interior dos grupos 3,364E-03 9 3,738E-04
Tota! 8,122E-03 11

END (nmoV/min.mg) Entre grupos 8,959 2 4,479 21,169 000
No interior dos grupos 1,904 9 212
Total 10,863 1

GST (nmol/min.g) Entre grupos 8,820E-02 2 4,410E-02 8,467 009
No interior dos grupos 4,687E-02 9 5,208E-03
Total 135 1

GR (amol/min.g) Entre grupos 4 2 5.685E-02 918 434
No interior dos grupos 557 9 6,192E-02

Total 671 11 e s —————————————
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