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RESUMO

7

A malaria € uma das doencgas tropicais infecciosas causada pelo parasita
protozoario unicelular do género Plasmodium. E uma doenca endémica em 105
paises, responsavel por 300 a 500 milhdes de casos clinicos anualmente,
causando a morte de mais de um milhdo de pessoas. Devido ao aumento da
resisténcia de alguns parasitas aos farmacos sintéticos tém vindo a ser
desenvolvidos estudos no sentido de encontrar novos farmacos naturais,
nomeadamente extractos de plantas.

O presente trabalho teve como principal objectivo analisar a actividade
inibitoria, através da cultura in vitro, que os calli das diferentes espécies
testadas apresentavam face a duas proteases, uma protease cisteinica e uma
protease serinica, papaina e tripsina respectivamente, e identificar os
componentes com accao inibitoria.

Neste tipo de estudo sao utilizadas, normalmente, partes da planta como
folhas, raizes, caules e sementes, contudo, a flora portuguesa nao possui todas
as especies em estudo. Podemos encontrar apenas Ailanthus altissima,
Mercurialis annua e Euphorbia peplus. Como forma de contornar esta
dificuldade, procedeu-se ao estabelecimento in vitro de calli e de culturas de
células em suspensdao das diferentes espécies em estudo. Assim sendo,
através da cultura in vitro, pretendeu-se analisar a actividade inibitéria que os
calli das diferentes espécies testadas apresentavam face a duas proteases,
uma protease cisteinica e uma protease serinica, papaina e tripsina
respectivamente, e identificar os componentes com ac¢ao inibitoria.

Para determinar a actividade inibitéria dos extractos de calli, efectuaram-se
ensaios fluorimétricos e ensaios de detecdo de actividade em geéis de
poliacrilamida. Os resultados de fluorimetria sugerem que o extracto de calli de
Ailanthus altissima possui actividade inibitéria enquanto que o extracto de
Catharanthus roseus ndo demonstra inibir as proteases do extracto. A
actividade proteolitica da papaina é inibida na presenca do extracto de folhas
frescas de Euphorbia peplus apdés extraccdo com diferentes solventes
organicos, mas nao ocorre inibicdo do extracto proveniente de calli desta

espécie. No entanto, para o extracto de folhas frescas de E. peplus, extraido

vii
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em Tris-EDTA, ndo se verificou uma inibicdo da actividade em relacdo a
papaina 500 pg/mL.

A inibicdo da actividade enzimatica da protease papaina em presenca de
extractos de Euphorbia peplus obtidos com diferentes solventes foi também
avaliada em gel de poliacrilamida contendo gelatina. Verificou-se que o0s
extractos extraidos com diferentes solventes na presenca de protease papaina,
apresentaram uma reducao da sua actividade enzimatica.

Foi avaliada a actividade citotdéxica do extracto de folhas frescas de E. peplus
utilizando o teste de toxicidade no qual se obteve um valor DL50 (concentracdo
letal de 50% da populagéo) de 90,5 ug/mL. Este € um valor que indica alguma
toxicidade por parte do extracto. A identificacdo dos inibidores foi efectuada
uma através de uma analise GC-MS com a qual ndo foi possivel identificar
compostos constituintes de E.peplus.

Uma vez que os metodos utilizados ndo revelaram resultados conclusivos,

serdo utilizados futuramente outros métodos e/ou dosagens.

PALAVRAS-CHAVE: Euphorbia peplus, inibidores de proteases, malaria,

extractos vegetais, fluorimetria.
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ABSTRACT

Malaria is an infectious tropical disease caused by unicellular protozoan
parasite of the genus Plasmodium. It is an endemic disease in 105 countries,
accounting for 300 to 500 million clinical cases annually, causing the death of
over a million people. Due to the increased resistance of some pests to
synthetic drugs have been developed studies to find new natural drugs,
including plant extracts.

This work had as main objective to analyze the inhibitory activity by in vitro
culture, the calli of different species were tested against the two proteases, a
cysteine protease and a serine protease, papain and trypsin respectively, and
identify the components with action injunction.

In this type of study is usually used, as parts of the plant, leaves, roots, stems
and seeds. However, the portuguese flora did not have all species in the study,
in which we can only find Ailanthus altissima, Euphorbia peplus and Mercurial
annua. As a way to circumvent this difficulty, it was established calli in vitro and
suspension cultures of cells from different species used in the study. Thus,
through in vitro culture, we've tried to analyze the inhibitory activity of calli from
different species against two proteases, a cysteine protease and a serine
protease, papain and trypsin respectively, and identify the components
injunction.

To determine the inhibitory activity of extracts from calli, a fluorimetric test and
the detection of activity on polyacrylamide gels were used. The results of
fluorimetric assays suggests that the extract of calli of Ailanthus altissima has
inhibitory activity while the extract of Catharanthus roseus does not show to
inhibit the proteases of the extract. The proteolytic activity of papain is inhibited
in the presence of the extract from fresh leaves of Euphorbia peplus after
extraction with different organic solvents, but the inhibition of the extract is not
caused by calli of this species. However, the extract of fresh leaves of E.
peplus, extracted in Tris-EDTA, do not show inhibition of papain activity.
Inhibition of activity of papain in the presence of extracts from Euphorbia peplus

obtained with different solvents was also evaluated in a polyacrylamide gel
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containing gelatin. In the presence of the extracts extracted with different
solvents, papain showed a reduction of it's enzymatic activity.

We evaluated the cytotoxic activity of the extract of fresh leaves of E. peplus
using a toxicity test which returned a value LD50 (lethal concentration of 50% of
the population) of 90.5 g / mL. This is a value that indicates some toxicity from
the extract.

The identification of inhibitors was carried out using a GC-MS analysis with
which we could not identify the E. peplus constituent compounds.

Since the methods used did not reveal conclusive results, other methods will be

used in future.

KEY WORDS: Euphorbia peplus, proteases inhibitors, malaria, plant extracts,

fluorimetric
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1. INTRODUCAO

1.1 MALARIA — CONTEXTO HISTORICO
A malaria € uma doenca que persegue o homem desde a pré-historia.
Originada provavelmente no Continente Africano, conhecido como o "Berc¢o da
Humanidade”, acompanhou a saga migratoria do ser humano pelas regides do
Mediterraneo, Mesopotamia, india e Sudeste Asiatico. Apesar de a associa¢io
com a malaria ser incerta, existem referéncias a febres sazonais e intermitentes
em textos religiosos e médicos bastante antigos, entre os assirios, chineses e
indianos, que relacionavam a doenca a punicao de deuses e presenca de maus
espiritos. No século V a.C., na Grécia, Hipdcrates foi o primeiro médico a
descartar a supersticdo e relacionar a doenca as estacdes do ano ou aos locais
frequentados pelos doentes. Também foi o primeiro a descrever
detalhadamente o quadro clinico da malaria e algumas das suas complicacdes.
Depois dele, no século Il d.C., diversos médicos gregos e romanos deixaram
vérias referéncias sobre a doenca, que ocorria em epidemias ciclicas na
Grécia, Italia e diversas partes da Europa, onde era conhecida como "Febre
Romana".
Durante 1500 anos, pouco foi acrescentado ao conhecimento sobre a doenca e
seu tratamento. Somente no século XVII padres jesuitas observaram que as
populacées indigenas da América do Sul utilizavam a casca de uma arvore
nativa para o tratamento de alguns tipos de febre. O seu uso espalhou-se
rapidamente pela Europa e passou a ser conhecido como "p6 dos jesuitas” e a
arvore de onde era extraido recebeu o nome de Cinchona, em 1735. O
principio activo, o quinino, foi isolado pela primeira vez em 1820. Somente no
final do século XIX, quando bacteriologistas e patologistas investigaram as
causas de diversas doencas infecciosas, com a observacdo de alteracdes
morbidas em 6rgaos e tecidos, assim como o papel de insectos na transmissao
de algumas doencas, € que 0 conhecimento sobre a malaria passou por um
periodo de importantes descobertas [1].
A maléaria, também conhecida por maleita, febre intermitente, paludismo,
impaludismo, febre terca ou febre quartd, € uma doenca infecciosa causada por
1
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um parasita protozoario unicelular do género Plasmodium. Existem mais de
100 espécies destes protozodrios mas somente quatro sado responsaveis por
esta doenca em humanos: P. falciparum, P. malariae, P.ovale e P. vivax. O
parasita mais letal é o P. falciparum que destréi os glébulos vermelhos. A
doenca é caracterizada por ataques de
febre, acima de 40°C, acompanhados por

fortes dores de cabeca, arrepios,

nauseas, algum delirio, vomitos e dores
gastricas [2], assim como lesfes no figado,
no bago e em outros o6rgdos, além de

anemia profunda devido a destruicdo

macica dos glébulos vermelhos que sao

Figura 1: Plasmodium falciparum
utilizados pelo Plasmodium [3]. destruindo os glébulos vermelhos [4]

1.2 CICLO DE VIDA DO PARASITA

Em 1880, o médico do exeército francés Charles Alphonse Laveran, trabalhando
na Argélia, foi o primeiro a observar e descrever parasitas da malaria no interior
de glébulos vermelhos humanos. Em 1897, o médico britanico Ronald Ross, na
india, tornou possivel a elucidacdo do modo de transmiss&o, encontrando
formas do parasita da malaria no interior de um mosquito que tinha entrado em
contacto com um portador da doenca. O quadro completo do ciclo de
desenvolvimento do parasita da malaria no homem e na fémea do mosquito
Anopheles foi obtido posteriormente gracas aos investigadores italianos Amico
Bignami, Giuseppe Bastianelli e Batista Grassi, em estudos realizados entre
1898 e 1899 [1].

Hoje em dia sabe-se que a malaria é transmitida
através da picada do mosquito do género
Anopheles, por transfusdao de sangue ou, mais

dificilmente, por partilha de agulhas e seringas

infectadas com o Plasmodium. Apenas o

mosquito fémea transmite a doenca pois Figura 2: Mosquito do género
q & P Anopheles [5]
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necessita de sangue para o amadurecimento dos seus ovos, enquanto que, 0
macho se alimenta de néctar e sumos provenientes de plantas, ndo
participando assim na transmissdo da doenca [2]. A fémea do mosquito
Anopheles ao ingerir sangue de um hospedeiro contendo as formas sexuadas
do parasita (gametdcitos) inicia uma fase sexuada no interior do seu estbmago
com a fecundacgéo e formacgéo de um ovo ou zigoto. Posteriormente, 0 zigoto
migra através da camada Unica de células do estbmago do mosquito,
posicionando-se entre esta e a sua membrana basal. Deste modo, por
esporogonia, resultam centenas de formas infecciosas (esporozoitos) que
migram para as glandulas salivares do insecto, as quais poderdo, no momento
da picada, ser inoculadas no hospedeiro [1]. Quando 0 mosquito pica num
segundo hospedeiro, injecta parasitas com a sua saliva que invadem o figado,
onde se multiplicam e amadurecem entre 2 a 4 semanas. Posteriormente
abandonam o figado e invadem os glébulos vermelhos. Os parasitas
multiplicam-se dentro dos glébulos vermelhos induzindo o seu rebentamento
[2].

Como acima se descreveu, quando o0 mosquito pica o hospedeiro injecta uma
pequena quantidade de saliva que serve basicamente como um anticoagulante.
Apds uma nova multiplicacdo de forma assexuada (esquizogonia eritrocitica),
em ciclos variaveis (de 24 a 72 horas dependendo do tipo de Plasmodium),
cada parasita produz entre 8 a 32 novos exemplares, em média e de acordo
com a espécie envolvida. Depois de alguns ciclos (3 ou 4) surgem 0s sintomas
da doenca. Este intervalo que vai desde a picada infectante até o inicio dos
sintomas € chamado de periodo de incubacdo. O periodo de incubacéo dura

em meédia 15 dias (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo de vida do Plasmodium no insecto e no Homem [6].

1.3 MALARIA: UM PROBLEMA GLOBAL DE SAUDE PUBLICA

A malaria € um das doencas infecciosas mais estudadas no mundo, sendo no
grupo das doencas tropicais a mais importante. E uma doenca endémica em
105 paises, sendo responsavel por 300 a 500 milh6es de casos clinicos
anualmente, assim como pela morte de mais de um milhdo de pessoas por
ano. Atinge toda a populacdo causando a morte principalmente em criancas e
gravidas. Notou-se ainda que em certas zonas néo - endémicas o0 numero de
casos de malaria aumentou devido a imigrantes e viajantes com origem em
paises de zonas de risco. A malaria esta frequentemente associada a caréncia
de condicBes socio-econdmicas e de servicos de saude, pelo que apresenta
maior prevaléncia em paises sub-desenvolvidos nomeadamente em paises
tropicais e subtropicais [3]. Cerca de 40% da populacao vive em zonas de risco
(Figura 4).

WOSOUTTO
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Figura 4 : Distribuicdo mundial do risco de malaria pelo P. falciparum, em 2007 [7].

Estudos recentes sugerem que, com 0 aquecimento global do planeta, a
malaria pode futuramente aumentar a sua incidéncia e alargar as suas areas
endémicas no globo terrestre.

Sendo esta doenca tdo mortal e com possibilidade de ressurgir na Europa,
nomeadamente em Portugal, Espanha, Itdlia e Grécia, devido a alteractes
climaticas [8], é importante o estudo de novas drogas mais eficazes e de

menores custos.

1.4 CONTROLO DA MALARIA

Durante a primeira metade do século XX muitas pesquisas eram dedicadas ao
controlo da malaria, especialmente no sentido de reduzir ou eliminar a
presenca de locais onde o insecto transmissor se pudesse reproduzir, 0 que se
mostrou bastante eficiente em algumas situagbes. O maior exemplo foi a
eliminacdo da infestacdo pelo Anopheles gambiae, mosquito de origem
africana e talvez o melhor vector da doenca no mundo, que no final de 1930

invadiu a regiao nordeste do Brasil [1].



Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Tém sido tomadas muitas medidas de controlo para a prevencao da malaria, de
modo a combater a sua elevada mortalidade. As estratégias para a prevencao
passam pelo controlo das populacdes de mosquitos através de: drenagem de
valas e charcos, as fémeas dos mosquitos deixam de ter mais local apropriado
para a postura; criagdo de peixes larvofagos, isto €, que se alimentam de larvas
dos mosquitos, produz bons resultados; utilizagdo de repelentes quimicos e de
redes mosquiteiras nas janelas impedem que 0s mosquitos se aproximem do
homem; evitar a acumulacéo de pneus velhos, latas, vasos e outros recipientes
que armazenam agua, possibilitando a reproducdo do mosquito. Certas
arvores, como o eucalipto, podem ser usadas como plantas drenadoras,
porque absorvem muita agua do solo. Nao havendo agua estagnada, como
anteriormente se referiu, as fémeas do mosquito néo teréo local adequado para

a postura. Finalmente, a educacdo sanitaria e o tratamento a base de
medicamentos (alcaldides) sdo medidas indispensaveis [3].

1.5 TERAPIA DA MALARIA

O tratamento adequado da maléaria €, hoje em dia, o principal alicerce para o
controle da doenca. O tratamento do paciente com malaria deve ser precedido
de informacdes sobre os seguintes aspectos: gravidade da doenca; espécie de
Plasmodium; idade do paciente; historial de exposi¢cdo anterior a infeccéo e
susceptibilidade dos parasitas aos antimalaricos convencionais.

Para o tratamento da malaria em que a espécie responsavel pela infeccdo é o
Plasmodium vivax é geralmente utilizado a cloroquina, e primaquina.

Para o tratamento da malaria em que a espécie é o Plasmodium falciparum é
geralmente utilizado o quinino, e primaquina [9].

Recentemente alguns paises afectados ja incluem no seu plano nacional de

prevencao os derivados de artemisina.
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1.5.1 FARMACOS SINTETICOS ANTIMALARICOS

Como descrito no ponto anterior os sintomas da doenca podem ser atenuados
por ingestdo de farmacos sintéticos.

Os farmacos antimalaricos podem ligar-se a proteinas presentes no sangue,
formando complexos que sdo toxicos para o parasita. O quinino foi pela
primeira vez isolado da casca de arvore tropical "cinchona”, em 1820. Este
produto natural é um alcaléide, composto por atomos de azoto basicos, e foi o
primeiro composto encontrado com actividade contra a malaria [10].
Dificuldades no fornecimento do quinino durante a Primeira Guerra Mundial
estimularam investigadores alemaes no sentido da obtencdo de antimalaricos
sintéticos, culminando com o desenvolvimento da primaquina (1924),
mepacrina (1930) e cloroquina (1934). Paralelamente, foram desenvolvidos
estudos para a sintese de substancias com acc¢do insecticida, que
apresentaram seu auge em 1942, com a obtencéao por Paul Muller do composto
dicloro-difenil-tricloroetano (D.D.T.), que apresentava grande actividade
insecticida, grande poder residual e baixo custo [1].

O controlo de muitas ilhas do Pacifico pelos Japoneses durante a segunda
guerra mundial veio a aumentar a procura do quinino para o tratamento de
soldados Americanos ai colocados. Foi nesta altura (1944) que dois quimicos
Americanos, Robert B. Woodward (Prémio Nobel da Quimica em 1965) e
William von Eggers Doering, conseguiram sintetizar com sucesso 0 quinino em
laboratorio. Ao longo dos anos o quinino foi sendo substituido por farmacos
sintéticos como a primaquina, a cloroquina e a mefloquina. No entanto, com a
recente resisténcia de varios parasitas a estes farmacos mais modernos, o
quinino podera ser mais uma vez uma promessa no tratamento da malaria.

A primaquina, uma das drogas sintéticas mas utilizada no tratamento da
doenca, é absorvida rapidamente quando tomada por via oral e a sua
concentracdo maxima no plasma ocorre dentro de 1 a 3 horas apdés a sua
administracdo, com um tempo de meia vida de cerca de 5 horas. E
rapidamente metabolizada no figado e somente uma pequena porcao €
excretada na urina sem modificagdo. Foram descritas duas vias metabdlicas da

primaqguina. A primeira envolve a formagéo de 5-hidroxiprimaquina e 5-hidroxi-
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metilprimaquina tendo ambos os metabolitos ac¢do antimalarica. Dado o rapido
metabolismo da primaquina, torna-se necesséario impedir a formacdo de
compostos secundarios sem actividade antimalarica. Uma das medidas que
tem vindo a ser aplicada é a acilacdo do grupo amino terminal com
aminoacidos e péptidos que também actuam como unidades transportadoras
da primaquina. Uma outra estratégia para retardar a metabolizacdo da
primaguina consiste no uso de derivados acilados modificados por ciclizacao,
formando-se por exemplo, 4-imidazolidinonas, por reaccdo com compostos
carbonilicos.

Outras desvantagens da utilizacdo da primaquina, principalmente quando
administrada em grandes doses, consistem nas reaccfes adversas que estéo
relacionadas com o efeito da primaquina nos elementos formados no sangue e
medula Ossea, resultando em leucopenia, anemia, supressdo da accdo
mieléide e metemoglobinémia. A accdo hemolitica, destruidora de células, da
primaguina aumenta em doentes com deficiéncia na enzima glucose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD). Esta enzima protege os globulos vermelhos quando
existe uma situacdo de stresse provocada por infeccdo ou por certos farmacos
[10].

Poucas sdo as drogas sintéticas eficientes e seguras clinicamente como a
cloroquina, mas devido a recente resisténcia do P. falciparum a melhor droga
para o tratamento a infeccdo continua a ser o quinino (ou quinidino
intravenoso), embora a resisténcia ao quinino tem aumentado sobretudo na
Asia, especialmente na Tailandia, possui alguma toxicidade. A amodiaquina,
usada no tratamento de resisténcia a cloroquina em paises desenvolvidos, &
um pouco toxica e também sdo comuns casos de resisténcia. A mefloquina &
igualmente utilizada no tratamento de casos em que ocorra resisténcia a
cloroguina mas o seu uso € limitado devido a toxicidade e ao elevado custo
para paises em desenvolvimento. Nos Estados Unidos da Ameérica, por
exemplo, o seu uso é proibido devido a neurotoxicidade da dose necessaria ao
tratamento. Fansidar, uma combinacdo de sulfadoxina e pirimetamina deixou
de ser recomendado para o tratamento da infec¢cdo por causa da toxicidade
dermatoldgica, da lenta accdo embora o seu uso tem sido importante nos

paises sub-desenvolvidos devido ao seu baixo custo nos casos de resisténcia a

8



Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

cloroquina. O uso profilactico da mefloquina e do Fansidar vai diminuir
consideravelmente devido a resisténcia a drogas por parte do Plasmodium que
ja se verifica em partes da Asia [11].

Torna-se portanto, bastante importante o estudo de novas drogas e como as
sintéticas tém desvantagens a nivel clinico e econémico e uma vez que 0s
resultados com drogas extraidas de plantas tém sido promissores, € provavel
gue uma droga eficiente, mesmo nos casos de resisténia a cloroquina, possa

provir de plantas.

1.5.2 ALGUMAS PLANTAS COM ACTIVIDADE ANTIMALARICA

Com a recente resisténcia de alguns parasitas aos farmacos sintéticos, e uma
vez que, estes possuem efeitos secundarios indesejaveis, foram desenvolvidos
estudos no sentido de encontrar novos farmacos naturais.

No Quénia, a maioria das pessoas, principalmente as das zonas rurais, usam
medicamentos tradicionais para tratar muitas doencas incluindo a malaria.
Devido a resisténcia do P. falciparum a cloroquina novas drogas tém sido
desenvolvidas a partir de plantas conhecidas pela sua actividade
antiplasmodial. Foram estudadas no Quénia, em 2007, vinte e cinco espécies
de vinte e um géneros e 16 familias. As familias mais referenciadas foram a
Celestraceae, Leguminosae e Rubiaceae. Trés espécies foram pela primeira
vez estudadas para o tratamento da malaria: Maytenus putterlickioides,
Warburgia stuhlmannii e Pentas bussei [12].

Estudos realizados, na Republica Democratica do Congo em 2004,
demonstram a actividade antimalarica de sete extractos etandlicos de plantas
medicinais. Verificou-se ainda que, a actividade antiplasmodial dessas
espécies, Cassia occidentalis, Euphorbia hirta, Garcinia kola, Phyllanthus niruri,
Vernonia amygdalina, Tetracera poggei, Morinda morindoides, pode estar
relacionada com a presenca de terpenos, esteroides, cumarinas, flavondides,
acido fendlico, linhanos, xantonas e antroquinonas [13].

No mesmo ano, a actividade antimalarica de xantonas de Calophyllum

caledonicum e Garcinia vieillardii foi estudada numa estirpe de Plasmodium
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falciparum com resisténcia a cloroquina. Também foi estudada a relacdo entre
a actividade antimalérica e a estrutura molecular das xantonas [14].

Tendo em conta o elevado niamero de casos de malaria por P. falciparum
resistente a cloroquina, em Sado Tomé e Principe investigou-se a actividade
antimalarica de plantas medicinais usadas na Medicina Tradicional, assim
como o desenvolvimento de novos compostos que possam ser usados para o
controlo da malaria, nomeadamente compostos activos contra Plasmodium
falciparum resistente a cloroquina. A planta Tithonia diversifolia foi submetida a
ensaios fitoquimicos, por ser a que apresentou os melhores resultados de
actividade antimalarica e simultaneamente apresentar garantias de inocuidade,
relativamente aos resultados de toxicidade, pelo que podera servir de base
para um futuro desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos [15].
Ultimamente, ensaios realizados com a artemisinina, extraida da Artemisia
annua, tém dado resultados encorajadores. A Artemisia annua € uma planta
chinesa utilizada na medicina tradicional ha séculos para tratar a febre e a
malaria. Até ha pouco tempo, pensava-se que o contacto da substancia com o
parasita do paludismo fazia com que a mesma libertasse radicais livres, os
quais atacavam e destruiam a membrana celular do parasita. Investigadores
britdnicos apresentam uma explicacdo diferente, sugerindo que o mecanismo
que ocorre é bastante complexo. A artemisina age, de facto, bloqueando a
accdo da SERCA (Ca** TPase do reticulo sarcoplasmico, PfATP6), essencial
para bombear o célcio de e para as células do parasita. Sabe-se que, para o
equilibrio molecular, todas as células complexas necessitam desse
bombeamento [16]. A artemisinina e os seus derivados tém sido sintetizados e
submetidos a rigorosos testes clinicos. Estes compostos que ja tém sido
utilizados em algumas areas, sdo potentes e de rapida accéo e eficientes nos
casos de resisténcia do Plasmodium a cloroquina. Uma vez que a reincidéncia
da infeccédo depois do tratamento € comum, a artemisinina e seus derivados

devem ser administrados em combinacdo com outra droga [17].
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1.6 ESPECIES EM ESTUDO

O sucesso de drogas antimalaricas de origem vegetal como o quinino, e mais
recentemente a artemisina, intensificou o estudo de espécies de plantas como
novos agentes antimalaricos [18].

Neste estudo pretende-se analisar a actividade inibitéria de proteases por parte
de espécies como Ailanthus altissima, Catharanthus roseus, Leucojum
aestivum, Ranunculus multifidus, Vernonia myriantha, Pittosporum viridiflorum,

Phyllanthus niruri, Mercurialis annua e Euphorbia peplus.

1.6.1 Ailanthus altissima

Espécie da familia Simaroubaceae, vulgarmente
conhecida por Arvore-do-céu, Ailanto ou Espanta-
lobos. A Arvore-do-céu é uma planta nativa do
norte da China. Foi introduzida na Europa em
1751 por um padre jesuita francés que a trouxe

de Nanquim para a Inglaterra. Devido ao seu

crescimento rapido e alta tolerancia a factores

Figura 5: Ailanthus altissima
adversos como a pobreza do solo e a poluigéo, é [19]

considerada uma espécie invasora em regides de clima temperado,
nomeadamente na Europa e Ameérica do Norte [20]. Esta familia possui
quassindides, derivados dos triterpenos, que apresentam actividade
antitumoral, antimalarica e contra a leucemia linfocitica, com OGptimos
resultados nos casos de cancro com resiténcia multidrogas. Ailanthus altissima
possui 0 quassindide 6a-tigloiloxichaparrinona, ja referenciado como
antineoplastico, que evidencia ainda elevada actividade antimalarica [21]. E
usada também em doencas como gonorreia, febres, ejaculacdo precoce,
disenterias e doencas oftalmolégicas e ainda possui accdo anti-séptica,

bactericida e vermicida [22].
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1.6.2 Catharanthus roseus

Uma das espécies da familia Apocynaceae, também
conhecida por Vinca rosea, Ammocallis rosea e Lochnera
rosea, vulgarmente chamada de Vinca. Nativa de
Madagascar porém, foi também cultivada em &reas
subtropicais e tropicais. Na medicina chinesa, extractos da

planta tém sido usados no tratamento de doencas como a

,“*

. . ) Figura 6: Catharanthus
perigosa se consumida oralmente devido ao seu poder roseus [24]

diabetes, maléria, leucemia e doenca de Hodkin. Pode ser

alucinogénico [23].

1.6.3 Leucojum aestivum

E uma espécie da familia Amaryllidaceae, vulgarmente conhecida por Floco de
Neve de Verdo ou Lirio de Londres. Nativa da europa, encontra-se desde o0s
Pirinéus & Russia, e actualmente também na costa
este da América do Norte. Esta espécie possui 19
alcaloides, sendo um deles, a galantamina, um
inibidor importante no tratamento da doenca de

Alzheimer [25] e ainda com actividade antimalarica

comprovada [26]. E uma espécie bastante toxica por : : :
Figura 7: Leucojum aestivum

ISso deve ser evitada a sua ingestéo [27]. [28]

1.6.4 Ranunculus multifidus

Esta espécie pertence a familia Ranunculacea. Esta

espécie € usada no tratamento de diarreias,

desinterias, problemas pulmonares, sendo também

Figura 8: Ranunculus
multifidus [30]

um bom repelente e desparasitante [29].
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1.6.5 Vernonia myriantha

E uma espécie da familia Asteracea encontrada na
Africa tropical e sul-africano, também conhecida por
Vernonia ampla, Vernonia podocoma, Vernonia

stipulacea, Vernonia subuligera [31]. O seu uso no

tratamento de febres da malaria ja foi referenciado em iga 9:Vernonia
1994 [32]. myriantha [33]

1.6.6 Pittosporum viridiflorum

Esta espécie pertence a familia Pittosporacea.
Encontra-se na floresta da Africa do Sul, mas também
na Africa mais tropical, india e Arabia. A infusdo ou
decocdo sao utilizadas no tratamento de dores de
estbmago, abdominais e febres. Seca, o p6 da raiz ou

casca adicionados a cerveja sao ainda utilizados como
Figura 10: Pittosporum

afrodisiacos [34]. viridiflorum [35]

1.6.7 Phyllanthus niruri

E uma espécie da familia Euphorbiacea, vulgarmente chamada de Chanca ou
Quebra pedra. Nativa da Floresta Amazonica pode ser encontrada em outras
areas tropicais como Bahamas, India e China. Grande
parte da planta é constituida por flavondides, alcaléides,
terpendides, linhanos, polifendis, taninas, coumarinas e
saponinas. Extractos desta espécie demonstraram ter
efeitos terapéuticos como anti-hepatdxicos, anti-
hipertensicos, anti-HIV, anti-hepatite B [36], e

antimalarico, assim como no tratamento de febres,

pedras dos rins, calculos biliares e espasmos

Figura 11: Phyllanthus
musculares [37]. niruri [38]
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1.6.8 Mercurialis annua

Esta espécie pertence a familia Euphorbiacea, vulgarmente conhecida por
Mercurial. Encontra-se em campos cultivados, em
muros e entulhos. Na medicina tradicional é utilizada
fresca e toda a planta é laxante e, em grandes doses,

purgativa, além disso, bom diurético recomendado na

hidropisia, especialmente o suco. Utilizada também em

lombrigas intestinais e hemorrodides incipientes. Detém

~ . - Figura 12: Mercurialis
a secrecgéo do leite das lactantes, utilizado em verrugas  annua [40]

e outras infeccdes da pele [39].

1.6.9 Euphorbia peplus

Mais uma espécie também da familia Euphorbiacea vulgarmente chamada de
Esula-redonda, conhecida pelo seu latex que causa
irritacdo na pele e olhos. Esta espécie encontra-se um
pouco por toda a Europa, norte de Africa e Asia. Tem

na sua constituicio flavonoides, antraguinonas,

esterdides e triterpenos. Era usada tradicionalmente
Figura 13: Euphorbia
também pro-inflamatério e antipirético [41]. Estudos peplus [42]

como purgante, expectorante, anti-inflamatorio mas

recentes apontam ainda uma actividade anticancerigena.

1.6.9.1 COMPOSTOS FENOLICOS

A expressao “compostos fendlicos” abrange um vasto conjunto de compostos
em que se encontra presente um anel aromatico substituido por um ou mais
grupos hidroxilo. Biossinteticamente os compostos fendlicos podem provir da

via do xiquimato ou da via do acetato. Por vezes os compostos de estrutura
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mais complicada podem ser formados da unido de dois fragmentos fendlicos
provindo cada um deles de uma via diferente, como € o caso dos flavondides.
Os flavondides constituem um dos maiores grupos de metabolitos secundarios.
Pertecem ainda a este grupo, compostos fendlicos, o acido fendlico, as

cumarinas, benzoquinonas, xantonas, antraquinona e linhanos [43].

1.6.9.2 TERPENOIDES

Os terpenoides sdo uma familia numerosa de compostos muito diversos que se
encontra distribuida por todos os seres vivos. Os terpendides, que também
podem ser designados por terpenos ou isoprendides, sdo formados pela unido
de unidades com 5 atomos de carbono. Todos os terpendides (com algumas
excepcdes) sdo moléculas cujo esqueleto possui um namero de atomos de
carbono multiplo de 5: C5, C10, C15, C20,......, C40. As duas unidades que dao
origem a todos os terpenos sao o pirofosfato de isopentenilo (IPP) e o
pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP).

Compostos pertencendo a familia dos terpendides estdo largamente
difundidos: sementes, folhas, flores, raizes e troncos de plantas superiores, em
bolores, fungos, e liquenes. Os esterdides, subconjunto desta familia de
compostos, encontram-se presentes em todos 0s animais, plantas e na maioria
dos microrganismos. Pertencem também a esta familia os dipeterndides,

presentes em 0leos e vernizes, e os tripeterndides [44].

1.7 CULTURA DE CELULAS VEGETAIS

Neste trabalho utilizou-se a cultura celular para a obtencdo de extractos de

diversas espécies de plantas.

Suspensofes celulares consistem em agregados celulares e células dispersas
em meios liquidos, sob agitacdo. O crescimento celular pode ser avaliado pelas
mudancas das taxas de divisdo em fases definidas. No inicio as células
dividem-se lentamente (fase lag), posteriormente ocorrem fases de rapido
crescimento (exponencial e linear) e por fim, as células tendem a taxas

menores de divisdo por efeito de competicdo (fase estacionaria). Segundo
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Street (1997), através da subcultura de uma amostra destas células, € possivel
reiniciar a cultura e este procedimento pode ser mantido indefinidamente.
Suspensdes celulares podem ser iniciadas pela inoculacéo de callus friaveis ou
outros tecidos que possam originar linhagens celulares organogenéticas ou
embriogenéticas [45]. O crescimento de calli € desejavel para induzir variacéo
somaclonal e estudos fisiolégicos, principalmente, quando se deseja relacionar
a presenca de produtos secundarios com o crescimento celular [46]. A
possibilidade da manipulacéo e do cultivo de células em escala comercial pode
exigir o uso de biorreatores. Para suspensodes celulares vegetais, os meios de
cultura sdo praticamente idénticos aqueles exigidos para a obtencao de calli e
incluem macro e micronutrientes, sacarose, vitaminas e um adequado balanco

de reguladores de crescimento [45].

Uma das vantagens da sua utilizagdo € a possibilidade de estudar fenémenos,
inacessiveis em tecidos intactos, o controlo das condicdes ambientais (pH,
temperatura, concentracdo de O, e CO;), a obtencdo de células com boa
homogeneidade e bem caracterizadas, economia de reagentes e tempo e 0
conhecimento do comportamento e funcdo de uma populacdo isolada de
células. Por outro lado, existe um gasto elevado de material, as condi¢cdes de
crescimento da cultura precisam ser bem conhecidas, pode ocorrer
instabilidade de cultura celular e perda de caracteristicas e torna-se dificil a
extrapolacéo para o modelo de organismo intacto. Existem ainda alguns limites
a sua utilizacdo. Sao necessarios operadores experientes (com conhecimentos
da técnica em condicdes assépticas), ocorre perda de caracteristicas
fenotipicas e por isso h4d uma necessidade do uso de marcadores e ocorre
ainda instabilidade das células (sobretudo em linhas celulares imortais).

Normalmente aplica-se a cultura celular para a producédo de vacinas anti-virais,
compreensao de fendmenos de neoplasia, estudos imunolégicos e em ensaios

de farmacos e cosméticos in vitro [47].
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1.8 PROTEASES

O tratamento e controlo da malaria estdo fortemente limitados pela crescente
resisténcia do parasita, em especial o Plasmodium falciparum, as drogas
existentes. Novos agentes antimalaricos, direccionados para novos alvos, sao
considerados urgentes no tratamento e controlo da doenca.

Potenciais alvos para as drogas contra o P. falciparum séo as proteases que,
entre outras fungbes, hidrolisam a hemoglobina para fornecer aminoacidos
para a sintese proteica do parasita, interrompendo o desenvolvimento do P.
falciparum. Varias proteases participam no processo, incluindo as proteases
cisteinicas e serinicas.

Neste sentido tém vindo a ser identificados inibidores com propriedades
aceitaveis para uma nova droga antimalarica [48]. Tém sido usados inibidores
de proteases para elucidar a sua funcdo no processo de infeccdo da malaria. A
inibicdo destas proteases pode bloguear o desenvolvimento do parasita pelo
gue tém sido desenhados e sintetizados inibidores destas enzimas.

Em estudos realizados com inibidores de proteases cisteinicas ocorre uma
inibicdo na ruptura do eritrécito, e a inibicdo de proteases serinicas promove
um bloqueio na invasao do eritrécito [49]. Como referido anteriormente, as
proteases das classes asparticas, cisteinicas e serinicas estdo envolvidas na
ruptura de eritrocitos. Proteases cisteinicas podem ainda estar envolvidas no

ciclo sexual do parasita, no mosquito [50].

1.8.1 PAPAINA E TRIPSINA

Os termos protease, proteinase e peptidase referem-se a um grupo de enzimas
que catalisam a hidrolise de ligagBes peptidicas.

A papaina e a tripsina sédo proteases bem conhecidas tendo sido publicados
muitos trabalhos cientificos onde estas duas proteases sao referenciadas.
Deste modo, sao utilizadas com frequéncia como controlo ou em estudos

comparativos.
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A papaina € o constituinte activo do latex da fruta tropical papaia, Carica
papaya L. (Caricaceae). A papaina € um membro da classe de enzimas
protease cisteinica. A papaina tem actividade endopeptidase, amidase e
esterease. A Carica papaya L. é, hd muito tempo, utilizada na medicina
tradicional. O latex tem sido usado no tratamento verrugas e cancro, as folhas
para dores nos nervos e os frutos para feridas infectadas e tumores maligno
[51]. Estudos revelam que os inibidores de proteases cisteinicas sintéticas,
como a papaina, tém actividade antimalarica [52], podendo desta forma ser um
novo alvo para uma nova terapia da doenca [53].

No caso das proteases serinicas, o0 mecanismo baseia-se em um ataque
nucleofilico das ligacfes peptidicas por uma serina. Entre as serino proteases
mais bem estudadas figuram as enzimas digestivas quimotripsina e tripsina,
ambas sintetizadas e secretadas pelo pancreas exdcrino sob a forma inactiva
(zimégenos ou zimogénios) [54].

Os inibidores de tripsina mais estudados pertencem as familias Solanaceae,
Leguminosae e Gramineae, por representarem importantes fontes de alimentos
[55].
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2. OBJECTIVOS

Devido a crescente resisténcia do Plasmodium as drogas sintéticas e, uma vez
gue sdo conhecidas drogas provenientes de plantas com elevada actividade
antimalarica, como € o caso do quinino e da artemisinina, pretendem-se
estudar a actividade inibitoria de algumas espécies de plantas.

Neste tipo de estudo sao utilizadas, normalmente, partes da planta como
folhas, raizes, caules e sementes. Dado que o crescimento de algumas das
plantas utilizadas se torna dificil devido ao seu porte, ao tempo de germinacao
e de crescimento e no caso da Ailanthus altissima, por ser uma invasora a sua
plantacao é proibida em territério nacional, procedeu-se ao estabelecimento in
vitro de calli e de culturas de células em suspenséo das diferentes espécies em
estudo.

Neste trabalho foram utilizadas diferentes espécies com o objectivo de
identificar a presen¢ca de compostos com capacidade de inibir a actividade de
proteases. O objectivo deste trabalho foi, através da cultura in vitro, analisar a
actividade inibitoria que os calli das diferentes espécies testadas apresentavam
face a duas proteases, uma cisteinica e outra serinica, papaina e tripsina
respectivamente e identificar os componentes com accao inibitoria.

A actividade inibitéria dos extractos foi testada em proteases pois € conhecido
gue proteases das classes asparticas, cisteinicas e serinicas estao envolvidas
no processo de infeccdo da malaria e sabe-se ainda que proteases cisteinicas

podem estar envolvidas no ciclo sexual do parasita, no mosquito.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 ESTABELICIMENTO DE CALLI

Procedeu-se ao estabelecimento de calli in vitro a partir folhas e de explantes

de folhas obtidas apds germinacdo de sementes em condi¢cOes de assépcia.

3.1.1 ESTERILIZACAO DE SEMENTES E FOLHAS

Efectuou-se a esterilizacdo das sementes e folhas para que se evitasse a

contaminacao do material biologico utilizado.

As sementes de Catharanthus roseus foram lavadas com agua destilada
estéril. Colocou-se em contacto com umas gotas de anti-fiungico Mycostatin a
temperatura ambiente durante 30 minutos sob agitacdo. Lavou-se com agua
estéril e fez-se uma rapida imersdao em etanol 70% (v/v). Posteriormente,
colocou-se as sementes numa solu¢éo a 10% (p/v) de hipoclorito de calcio com
Tween 80 a 0,05% (p/v) durante 30 minutos. Lavou-se novamente com agua
estéril [56].

Colocaram-se as sementes de Ailanthus altissima e Phyllanthus niruri numa
solucdo de hipoclorito de sédio (2,5% (p/v) cloro activo) com 2- 3 gotas de
Tween 20 durante 30 minutos. Lavou-se, posteriormente, com agua destilada

estéril, trés vezes, durante 10 minutos.

As sementes de Euphorbia peplus, Mercurialis annua, Ranunculus multifidus,
Leucojum aestivum, Vernonia myriantha, Pittosporum viridiflorum, adicionou-se
etanol a 70% (v/v), agitou-se em vortex, durante 5 minutos. Removeu-se 0
etanol e lavou-se com agua estéril. Adicionou-se 5 — 7 mL de uma solucéo 20%

(v/v) lixivia com duas gotas de Tween 20, agitou-se no vortex, durante 10
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minutos. Lavou-se quatro vezes com agua destilada estéril durante 5 minutos

cada lavagem. Removeu-se toda a agua [57].

Apoés cortar as folhas de Euphorbia peplus, lavou-se em agua corrente de
modo a retirar 0 maximo de contaminantes possiveis. Adicionou-se igualmente
uma solucéo 5% (v/v) lixivia com umas gotas de Tween 80 durante 10 minutos.
Lavou-se quatro vezes com agua destilada estéril durante 5 minutos cada

lavagem. Removeu-se toda a agua.

3.1.2 GERMINACAO DE SEMENTES

ApoOs esterilizacdo as sementes foram colocadas em meio de cultura

apropriado para que ocorresse a germinacao.

As sementes de C. roseus, A. altissima e P. niruri foram inoculadas em meio
Murashige e Skoog (meio MS, anexo |). Foram mantidas no escuro a 24°C até
a oclusao dos cotilédones, sendo entdo transferidas para um fotoperiodo de 16

horas luz/8 horas escuro (1400 lux).

Para a germinacdo das sementes de E. peplus, M. annua, R. multifidus, L.
aestivum, V. myriantha, P. viridiflorum onde foi utilizado um meio de cultura
simples (anexo Il). Apés a solidificacdo do meio, adicionaram-se 0s antibidticos
sobre o meio de cultura e espalhou-se com uma ansa: gentamicina 50mg/L,
cefotaxima 100mg/L e nistatina 100mg/L. Ap6s 4 dias colocaram-se as
sementes neste meio mas sem os antibidticos para que nao houvesse inibicéo

do crescimento. As condicdes de fotoperiodo foram as referidas anteriormente.

3.1.3 INDUCAO DE CALLI

O crescimento de calli é importante para induzir variagdo somaclonal e em
estudos fisiologicos, principalmente, quando se deseja relacionar a presenca

de produtos secundarios com o crescimento celular. Neste trabalho os calli
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obtidos foram utilizados na andlise de inibicdo das espécies em estudo na

actividade proteolitica das duas proteases anteriormente referidas.

Apés esterilizacdo do meio MS soélido suplementado com &cido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) 1mg/L e cinetina (KIN) 1mg/L [58], deixou-se
arrefecer até solidificar. Partes de folhas de plantulas de C. roseus, A. altissima
e P. niruri foram entdo colocadas no meio.

Utilizaram-se placas de Petri com meio de cultura MS suplementado com &cido
naftalenoacético (NAA) 1mg/L, agar 7,5 g/L, sacarose 10g/L a pH 5,8 — 6,2.
Apos solidificar adicionou-se os antibiéticos e espalhou-se com uma ansa:
gentamicina 50mg/L, cefotaxima 100mg/L e nistatina 100mg/L. Colocaram-se
as sementes de E. peplus, M. annua, R. multifidus, L. aestivum, V. myriantha,
P. viridiflorum no meio de cultura e, apos 4 dias foram mudadas para 0 mesmo

meio mas sem antibioticos.

O calli destas espécies foi repicado a cada 7 dias para que o meio de indugao
nao fosse esgotado de modo a obter maior quantidade de calli e para evitar
contaminacgdes. Para tal, numa camara de fluxo laminar, retirou-se uma por¢ao

do calli e colocou-se em dois outros frasco com 0 mesmo meio que o anterior.

Todo o material foi colocado em fotoperiodo 16 horas luz/ 8 horas escuro e

todas as operacdes foram efectuadas em condi¢des de assépsia.

Figura 14: Fitoclima em fotoperiodo
16h luz/ 8h escuro
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3.1.4 SUSPENSAO CELULAR

As suspensdes celulares podem ser iniciadas pela inoculacdo de calli fridveis
ou outros tecidos que possam originar linhagens celulares organogenéticas ou
embriogenéticas.

ApoOs algumas semanas, quando a quantidade de calli foi considerada
suficiente para iniciar uma suspenséo celular, retirou-se todo o calli de C.
roseus e colocou-se num erlenmeyer com meio MS liquido estéril. Colocou-se
sob agitacao 100 rpm a temperatura de 23°C num agitador mecanico.

Apdés duas semanas, repicou-se a suspensdo celular. Em condicbes de
assépsia, numa camara de fluxo laminar, dividiu-se o conteddo de um

erlenmeyer por dois outros que continham meio MS liquido estéril.

Figura 15: Agitador mecéanico

3.2 OBTENCAO DOS EXTRACTOS VEGETAIS

Para a obtencdo dos diferentes extractos vegetais recorreu-se ao uso de
diferentes técnicas de ruptura celular, a sonicacdo e a maceracao.

Procedeu-se a filtracdo das células de C. roseus para separacdo e lavagem do
meio de cultura. Apos filtracdo sob vacuo da suspenséo celular, colocou-se por
cada grama de células de C. roseus 1 mL de tampé&o de extraccéo Tris 50mM
contendo EDTA 1 mM a pH 8.3. Procedeu-se a ruptura das células por
sonicacdo a 12 microns, cerca de 30 segundos (Sonicator VibraCell).
Adicionou-se 10% (p/p) de PVP insoluvel, agitou-se durante uma hora a 4°C.
Centrifugou-se a 10000 rpm, 15 minutos e recolheu-se o sobrenadante, sendo

este o0 extracto que sera usado nos ensaios a efectuar.
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Os extractos de E. peplus, provenienes de folhas secas, folhas frescas, caule e
raizes, foram obtidos por maceracéo.

Diferentes partes da planta (folhas, caules e raizes) foram lavadas em agua
corrente de modo a retirar 0 maximo de contaminantes. Posteriormente foram
lavadas trés vezes com agua destilada estéril, durante 5 minutos cada
lavagem. Removeu-se toda a agua.

Em diferentes almofarizes colocaram-se as folhas secas, folhas frescas, caules
e raizes; e adicionou-se azoto liquido e macerou-se até a obtencdo de um poé.
Colocou-se num copo de precipitacdo as folhas secas, 40mL de tamp&o de
extraccao (Tris 50 mM contendo 1 mM EDTA, pH 8.3) e 10% (p/p) de PVP
insoltvel e levou-se a agitar durante uma hora a 4°C. Centrifugou-se a 10000
rpm por 15 minutos e recolheu-se o sobrenadante. Nas folhas frescas, caules e
raizes o procedimento foi semelhante mas o volume de tampé&o foi de 10 mL

pois a massa era cerca de 4 vezes menor que a das folhas secas.

Para realizar uma extraccdo com solventes organicos pesou-se 200 pg de
folhnas maceradas em azoto liquido ou 300 pg de calli de E. peplus para tubos
Falcon 15 mL. Em cada tubo adicionou-se 10 mL de um solvente deixou-se
permanecer por 24 horas em tubo fechado. Recolheu-se o solvente e secou-se
ao ar dentro da “hotte”. Os tubos contendo agua e Tris-EDTA foram liofilizados.
Posteriormente, adicionou-se 70 pL de DMSO (acido dimetil sulfoxido) e agitou-
se de modo a remover todos os residuos de extracto das paredes do tubo.
Adicionou-se 3 mL de Tris-EDTA, 50 mM Tris contendo 1 mM EDTA, pH 8.3, e

centrifugou-se a mistura. O sobrenadante foi recolhido para efectuar o estudo.

3.3 AVALIACAO DA ACTIVIDADE PROTEOLITICA

3.3.1 ESPECTROFLUORIMETRIA

Com o objectivo de se verificar a presenca de inibidores nos extractos obtidos
anteriormente recorreu-se a uma técnica de espectroscopia de fluorescéncia

em que se usou como fluorocromo o FITC. Este processo permite quantificar a
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actividade proteolitica em diferentes amostras e, por conseguinte, avaliar o
nivel de inibicdo da sua actividade.

A actividade proteolitica da suspenséo celular foi determinada pelo método de
Twining (1984). Utilizou-se como substrato a caseina derivatizada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) a 1% (p/v). O FITC é considerado um bom
marcador para proteinas por apresentarem elevada fluorescéncia, apos
reaccdo com 0s grupos amina destas. O complexo formado, FTC-caseina, €
igualmente considerado um bom substrato para muitas proteases, por ser
solavel, fisiologicamente idéntico a outros substratos, facil de preparar, estavel

qguando armazenado e pouco dispendioso [59].

Preparacao do substrato FITC 1% (p/v):

Dissolveu-se 1g de caseina em 100 mL de tampéao carbonato 50 mM, pH 9,5,
contendo 150 mM NaCl. A solucdo obtida, adicionou-se 40 mg de FITC,
originando uma solucéo alaranjada que foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente, durante 3 horas. Os grupos de FITC que nao reagiram,
permanecendo livres, foram removidos através de quatro didlises: duas, em
suspensao de carvao activado a 4°C; uma, em tampéo 50 mM Tris pH 8,5,
seguida de uma ultima em tampao 50 mM Tris/HCI pH 7,2. A concentracéao foi
ajustada para 1% (p/v) de proteina pela adicdo de 50 mM Tris/HCI pH 7,2, até

um volume final de 100 mL.

Com o objectivo de se relacionar os valores de fluorescéncia obtidos para as
protease cisteinicas e serinicas, papaina e tripsina, respectivamente, com as
concentracOes destas, preparou-se uma curva padrdo para cada uma destas
enzimas.

A partir de uma solucéo stock de papaina 1000 pg/ mL em tampao PBS pH 7.2
preparou-se uma curva padrao sendo as concentracdes entre os 100 e as 1000
png/ mL.

A solucao stock de tripsina 100 pg/ mL foi efectuada com tampao 100mM Tris
pH 8.5 e a sua curva padrdo com valores de concentracdo entre os 0.005 e 5

Mg/ mL.
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Ensaio de actividade proteolitica:

Em cada tubo eppendorf colocou-se 30 uyL de tampéo (PBS pH 7.2 para a
papaina e 100mM Tris pH 8.5 para tripsina), 10 yL de amostra e 10 yL de
substrato.

Para o controlo positivo e negativo (B+ e B-), adicionou-se 40 pyL de tampéao e
10 uL do substrato. Foram a incubar a 37°C durante 30 minutos.

Retiraram-se do banho os tubos eppendorfs e adicionou-se, a cada tubo, 100
pL de TCA 5% (p/v), para parar a reaccao, excepto no controlo positivo, no qual
foi adicionado 100 pL de tampéao 500mM Tris-HCI pH 8.5.

Centrifugaram-se as amostras a 10000rpm durante 5 minutos e retirou-se 100
ML para tubos de ensaio contendo 2.9 ml de tampé&o 500 mM Tris-HCL pH 8.5.
Procedeu-se a leitura dos valores de fluorescéncia num espectrofluorimetro
Hitaschi 3000 onde os comprimentos de onda de emisséo e de excitacao foram
de 525 e 495 nm, respectivamente. Os paramentros do espectrofluorimetro

foram: abertura do feixe 3 nm, velocidade 60 nm/min e resposta 2 sec.

Para o0 ensaio das amostras procedeu-se do mesmo modo mas adicionou-se
10 pyL de extracto celular e a quantidade de tampédo (PBS pH 7.2 para a
papaina e 100mM Tris pH 8.5 para tripsina) foi de apenas 20 uL.

Incubou-se durante 30 minutos adicionando-se posteriormente o0 substrato.

Incubou-se novamente durante 30 minutos.

3.5.2 GEL POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

A capacidade de inibicdo dos extractos vegetais obtidos em presenca da
papaina ou da tripsina foi ainda avaliado em gel de poliacrilamida contendo

gelatina.

Para avaliar a actividade proteolitica utilizou-se uma técnica sensivel que foi
desenvolvida por Hussen e Dowdle [60]. Esta técnica, para além de possibilitar
estimar o peso molecular de proteinas, avaliar a actividade proteolitica das
amostras, se na matriz for introduzida uma proteina. As proteinas sé&o

desnaturadas inicialmente em sulfato dodecil de sodio (SDS), separando-se

26



Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

dentro do sistema SDS - electroforese gel poliacrilamida (PAGE) contendo na
matriz, gelatina. Depois da electroforese, 0 SDS é removido das proteinas por
intermédio de lavagens com uma solucdo de Tris contendo Triton. O gel &
incubado com tampao sob o6ptimas condicbes para protedlise da gelatina.
Depois de remover o tampdo, o gel é entdo corado. Apés a remogado do
excesso de corante as areas digeridas aparecem como zonas claras num
fundo azul-escuro impregnado de gelatina. A massa molecular de proteinases
pode ser calculada entdo pela sua migracdo em relacdo as de proteinas

padrdo, técnica de Weber e Osborn [61].

Preparacdo das amostras:

Num tubo eppendorf colocou-se 10 pL de enzima com 10 pL de extracto celular
e incubou-se durante 30 minutos, a 37°C. Apdés a incubacéo juntou-se 10 uL de
tampao de aplicacao e aplicou-se no gel.

No final da separacéo, o gel foi retirado do suporte e procedeu-se a 3 lavagens
de 15 minutos cada, com uma solugdo de 50 mM Tris pH 6,8 e 0,05% (v/v)
Triton 100X. O gel foi incubado overnight em 50 mM Tris pH 6,8. Retirou-se a
solucdo e corou-se com Coomassie Blue R 250 e posteriormente descorou-se

com uma solucéo 30 % metanol (v/v) e 10% acido acético (v/v).

3.6 TESTE DA TOXICIDADE

Desde sempre as plantas tém sido utilizadas como medicamentos no
tratamento de varias doencas. Nos nossos dias a sua importancia tem
aumentado significativamente pois tém demonstrado ser fontes de drogas
altamente eficientes. Contudo, muitas plantas sdo conhecidas pela sua
toxicidade. Por esta razdo as plantas medicinais devem ser sujeitas em
paralelo a estudos que permitam determinar a sua acc¢ao farmacologica e a sua
toxicidade.

Artemia salina € um invertebrado da fauna marinha utilizado em ensaios

laboratoriais para determinar a toxicidade. A toxicidade de uma dada amostra é
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avaliada através de uma estimativa da concentracéo letal de 50% da populacéo
(DLso). Este método tem sido utilizado em varios estudos de toxinas e extractos
de plantas [62].

O teste de mortalidade de A. salina foi efectuado para analisar a actividade
citotoxica dos extractos. A vantagem desta técnica é a sua simplicidade de
execucdo e rapidez, a cultura pode ser mantida por muito tempo, nédo é
dispendiosa, a quantidade de extracto utilizado € minima e os ovos de A. salina
podem ser facilmente adquiridos. Um aspecto importante é que € aceite em
muitos paises mesmo os que tém leis rigorosas acerca da utilizagdo de animais

para ensaios farmacoldgicos [63].

Pesou-se 0,9 gramas de uma mistura de sal e ovos de A. salina para um frasco
de cultura com 75cm? que continha 25 mL de agua Millipore. Incubou-se a 27°C
durante 48 horas, de modo que os ovos de A. Salina eclodissem [64]. Colocou-
se numa proveta a solucdo e deixou-se repousar durante 15 minutos.
Retiraram-se os ovos a superficie com uma pipeta de Pasteur.

Neste ensaio utilizou-se o extracto de E. peplus, extraido com metanol, e
efectuaram-se varias diluigdes com meio de cultura (dgua marinha 38g/L, pH 9)
de A. salina. Para o branco positivo preparou-se uma solucdo de cromato de
potassio 32 yg/mL e como branco negativo utilizou-se meio de cultura de A.
salina.

Numa placa de 96 pogos colocou-se nos pogos centrais colocou-se 150 yL de
extracto e 150 pyL de A. salina em agua marinha. Nos pocos laterais e
circundantes foi colocada agua destilada de forma a todos 0s pocos exteriores
utilizados com amostra tenham as mesmas condicbes de temperatura e
humidade, e nos pocos Contou-se 0 numero de mortos em cada pog¢o para
tempo zero (t=0). Incubou-se novamente a 27°C durante 24 horas e voltou-se a
contar o numero de mortos. Adicionou-se entdo 50 pL de acido acético de
modo a matar todos os microrganismos e efectuou-se nova contagem a fim de

saber o numero total de individuos por poco [65].
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3.7 GC-MS

A anélise GC-MS foi realizada com um cromatégrafo a gas HP 5890 equipado
com um split HP GC 5890 / splitless (Agilent Technologies, E.U.A.) e
interligados por uma linha de transferéncia de CG para um espectrometro
selectivo de massa VG Massa Lab Trio 1 (VG, Reino Unido).

A coluna cromatogréfica foi um GC DB-5MS (30m de comprimento, 0,25 mm
de diametro com 0,30 um de espessura, Agilent Technologies, E.U.A.). O gas
de arraste foi hélio.

O programa de temperatura do forno GC foi de 60 °C (3 min) até 300 °C a 5
°C/min, em seguida, mantido por 5 minutos, como relatado em Rojas et al.,
2008. A presséo transportadora utilizada foi de 10 psi e a temperatura do injetor
de 250 °C. A linha de transferéncia de CG foi mantida em 320 °C. O
espectrometro de massas foi operado no modo electrdo ido positivo (El +). A
energia dos electrdes foi de 70 eV. A fonte MS foi mantida em 250 °C. A média
da area do pico cromatografico (n = 3) de cada composto volateis identificado
foi aceite sempre que o desvio padrdo nao ultrapassasse 5%. A identificacao
foi realizar por comparacgéo de espectros com a recolha de impacto de eletrbes
(El espectros de massa), NIST Mass Spectra Library (NIST / EPA / NIH,
E.U.A)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTABELECIMENTO DE CALLI

Um dos objectivos deste trabalho, como inicialmente se referiu, foi a obtencéo
de calli a partir de plantulas obtidas por germinacdo de sementes. Deste modo
as sementes e algumas das plantas germinaram apods algumas semanas.
Tendo sido o caso de Catharanthus roseus e Ailanthus altissima. Apos a
germinacao colocaram-se folhas das plantulas obtidas em meio de inducéo de
calli. Nao se verificaram contaminagdes durante todo 0 processo.

As sementes de Phyllanthus niruri s6 germinaram passados alguns meses, e
apenas se obteve uma plantula de folhas muito finas. Efectuou-se o mesmo
procedimento para a inducdo de calli, mas ndo se conseguiu a obtencdo de
calli de P. niruri.

Os calli de A. altissima apresentavam um aspecto denso constituido por um
aglomerado gelatinoso de células enquanto que os calli de C. roseus eram
consituidos por um aglomerado pouco denso de células pouco friavel. Foi por
iSso necessario cortar em pequenos pedacos o calli de C. roseus para iniciar a
suspensao celular, tendo esta sido estabelecida com sucesso. A producéo de
células em suspensdo em larga escala tem sido apontada como solugao viavel
para contornar o problema de baixa produtividade de vinblastina, vincristina
(0,0005%) assim como de outras substancias de interesse farmacoldgico [66].
No que diz respeito ao calli de A. altissima, néo se iniciou a suspensao celular
pois a obtencdo da quantidade necessaria de calli foi morosa, utilizou-se nos
ensaios os calli obtidos.

Na espécie Euphorbia peplus foi possivel visualizar o inicio da formagédo de
calli poucas semanas ap0s a sua inducdo a partir de folhas. Ocorreram
algumas contaminacdes mas grande parte dos explantes produziu calli.

As sementes de E. peplus, Mercurialis annua, Ranunculus multifidus, Leucojum
aestivum, Vernonia myriantha, Pittosporum viridiflorum n&o germinaram, n&o

tendo sido possivel a obtencéo de calli.
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E possivel que, uma vez que as sementes foram adquiridas em Franca e
transportadas até Portugal, que a sua viabilidade tenha diminuido devido a
deficientes condi¢cdes de armazenamento no transporte. Outra possibilidade é
gue algumas espécies levam muito tempo até germinarem, mesmo in vitro e
com condi¢cdes favoraveis, devido ao elevado periodo de dorméncia [67].
Possivelmente os meios de cultura utilizados na germinacédo (meio MS e meio
simples) ndo despertaram a dorméncia das sementes. Uma forma de quebrar a
dorméncia destas poderia ter sido através de um choque térmico as sementes.
O facto de néo ter ocorrido germinacao ou inducao de calli, pode ainda dever-
se a fase de esterilizacdo ter sido muito agressiva para as sementes e assim o

embrido ter sido danificado.

Conseguiu-se o estabelecimento com sucesso de calli a partir de sementes de
C. roseus, A. altissima e calli de folhas de E. peplus para obtencdo dos

extractos onde irdo incidir os estudos subsequentes.

4.2 AVALIACAO DA ACCAO INIBIDORA DE EXTRACTOS VEGETAIS

Os extractos vegetais foram obtidos para averiguar a sua capacidade de inibir a
actividade proteolitica dado que essa caracteristica podera ser indicadora de
actividade antimalarica [68].

Utilizaram-se as proteases papaina e tripsina por serem bastante estudadas e
comercialmente acessiveis. Estas proteases serviram de base de trabalho para
0S ensaios de inibicdo que a seguir se apresentam. Os resultados séo expostos
na forma de tabela. As tabelas representam assim os resultados obtidos para
cada extracto vegetal em presenca de papaina ou tripsina, conforme os
ensaios, onde o B+ representa o branco positivo aplicado no método de

Twining.
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4.2.1 OPTIMIZACAO DO METODO DE TWINING

A anadlise das amostras foi realizada de acordo com o método de Twining para
diferentes concentracdes de papaina e de tripsina de modo a encontrar uma
zona de linearidade (20% do valor do branco positivo). Esse sera o valor que
ird corresponder a concentracao de papaina e de tripsina a utilizar uma vez que
o0 método s6 é fiavel até esse valor [59]. Os resultados encontram-se sob a
forma de graficos, figura 16 e 17. O método foi optimizado de modo a encontrar

as concentracdes ideais para prosseguir o estudo.

120
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Figura 16: Seleccdo da concentracao de papaina a utilizar no estudo a partir de uma solucéo
stock de papaina 1000 pg/ mL em tampédo PBS pH 7.2. As concentragdes variaram entre os
100 e as 1000 pug/ mL. UF (unidades de fluorescéncia) em funcao da concentracdo de papaina
em ug/mL. O valor do branco positivo (B+) corresponde a 512,2 UF.
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Figura 17: Seleccdo da concentracdo de tripsina a utilizar no estudo a partir de uma solucéo
stock de tripsina 100 pg/ mL em tamp&o 100mM Tris pH 8.5. As concentracBes variaram entre
0s 0.005 e 5 pg/ mL. UF (unidades de fluorescéncia) em fun¢éo da concentracdo de tripsina em

ug/mL. O valor do branco positivo (B+) corresponde a 656,1 UF.

O valor pretendido sera cerca de 20% da média do valor do B+. Para a papaina
20% do valor do B+ corresponde a 111,1 UF. Uma vez que se trata de valores
relativos, a concentragcdes mais proximas foi 800 pg/mL de papaina. Para a
tripsina, 20% do valor do B+ corresponde a 120,8 UF sendo que os valores
mais proximos dessa percentagem correspondem a uma concentracao entre 2

e 5 ug/mL de tripsina.

Para a continuacdo do estudo, e por se tratar de valores relativos, a
concentracdo utilizada de papaina foi 800 pg/mL, mas uma vez que o valor
desta encontrava-se demasiado préximo dos 20% do valor do B+ optou-se
também por utilizar uma outra concentracdo 500 pg/mL. Para a avaliacdo da
actividade inibitéria sob a tripsina os valores de concentragéo utilizados foram 2
e 5 ug/mL de tripsina.

Com os valores de concentracdo de papaina e tripsina encontrados procedeu-
se entdo ao estudo da actividade das espécies vegetais em estudo, C. roseus,

A. altissima e E. peplus.

33



Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

4.2.2 ENSAIOS DE AVALIACAO DA INIBICAO DOS EXTRACTOS VEGETAIS

Apos determinacdo das concentracbes de papaina e tripsina a usar nos
ensaios subsequentes, procedeu-se a avaliagcdo da capacidade inibitoria dos

diferentes extractos vegetais sob estas enzimas proteoliticas.

Os resultados de actividade das leituras efectuadas encontram-se nas tabelas

1 e 2, para a papaina e para a tripsina, respectivamente.

Tabela 1: Avaliacdo da accao inibidora em presenca de papaina do extracto de calli de A.
altissima

Papaina em diferentes concentra¢des 500 e 800 pg/mL (P500 e P800, respectivamente); calli de A. altissima (calli) e
papaina nas diferentes concentracdes na presenca de calli de A. altissima (calli/P500 e calli/P800). O branco positivo

corresponde a 238,9 UF.

ensaios UF desvio padrao
P500 55,9 6,8
P800 95,7 23
calli 2,4 0,7
calli/P500 32,1 0,7
calli/P800 50,3 20

Os resultados da tabela 1 sugerem que os calli de A. altissima ndo possuem
actividade uma vez que os valores sdo baixos, ou seja ndo apresentam
actividade proteolitica. Verificou-se também que existe uma diminuicdo da
actividade da papaina, em ambas as concentracdes, 500 e 800 pg/mL (P500 e

P800), quando em contacto com o extracto de calli (calli/P500 e calli/P800).

Estes resultados s&o indicadores de uma diminuicdo na actividade da papaina,
0 que aponta para a existéncia de inibidores no extracto vegetal de A. altissima.
Uma vez que certos tipos de quassindides da familia desta espécie possuem
actividade antimalarica, e esta espécie possui catorze quassinoides [69],
possivelmente o inibidor pertence a esta familia.

Os resultados obtidos foram confirmados através da realizacdo de novo ensaio,
confirmando-se a diminuigdo da actividade da papaina na presenca de extracto

de calli de A. altissima.
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Idénticos ensaios foram realizados para o extracto de calli de Catharanthus

roseus. Os valores encontram-se descritos na tabela 2.

Tabela 2: Avaliacdo da accao inibidora em presenga de papaina do extracto de calli de C.
roseus

Papaina em diferentes concentragées 500 e 800 pg/mL (P500 e P800, respectivamente); calli de C. roseus (calli) e
papaina nas diferentes concenta¢Bes na presenca de calli de C. roseus (calli/P500 e calli/P800). O branco positivo
corresponde a 344,3 UF.

ensaios UF desvio padrdo
P500 65,9 13,3
P800 126,2 8,7
calli 0,8 0,8
calli/P500 68,4 21,2
calli/P800 122,9 22,9

Os resultados da tabela 2 sugerem que o extracto de calli ndo possui
actividade proteolitica uma vez que os valores sdo baixos. Com base nos
resultados verificou-se que ndo ocorre diminuicdo da actividade da papaina,
em ambas as concentracdes, quando em contacto com o extracto de calli de C.
roseus (calli/P500 e calli/P800), ou seja os valores sdo préximos dos valores de
actividade da papaina a diferentes concentracdes sem o extracto (P500 e
P800).

Os resultados nao evidenciam uma diminui¢cdo na actividade da papaina, o que
sugere que o extracto vegetal de calli de C. roseus ndo possui inibidores da
papaina. Tendo esta espécie principios activos conhecidos pelas suas
caracteristicas terapéuticas, alcaléides, muito utilizados na medicina tradicional,
principalmente a vinblastina, vincristina e ajmalcina, e uma vez que existem em
baixa concentracdo na planta (0,0005%), € possivel que ndo tenham sido
detectados com o método usado [70]. Provavelmente, serd necessario uma
maior concentracdo de extracto de calli, proveniente da suspenséo celular,
para continuar o estudo de actividade desta espécie. Dado que o processo de
obtencdo de calli € moroso e nédo foi possivel obter quantidade suficiente de

extracto, ndo foi possivel continuar com o estudo desta espécie.
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O processo de estabelecimento dos calli de A. altissima e C. roseus foi um
processo moroso, 0 que condicionou a continuagcdo dos ensaios com estas
espécies. Devido a estas condicionantes, optou-se por prosseguir o estudo de
avaliacdo da inibicdo com uma espécie pouco estudada e que existe na flora
portuguesa, a Euphorbia peplus. Uma das razbes por se ter optado por esta
planta foi a facilidade de obtencdo do material e na altura em que decorreram
0S ensaios experimentais esta planta encontrava-se em abundancia,
coincidindo com a altura da floracéo, visto ser uma espécie sazonal. A principal
razdo para a sua inclusdo neste estudo deve-se ao facto de pertencer a familia
Euphorbiacea. Esta familia é conhecido por possuir muitas espécies com
caracteristicas terapéuticas, como é exemplo Mercurialis annua, e algumas
mesmo com actividade antimalérica, com € o caso das espécies Phyllanthus

niruri [37] e Euphorbia hirta.

Para prosseguir o estudo, idénticos ensaios foram realizados para o extracto de
folhas secas e frescas de E. peplus. Os valores encontram-se descritos na
tabela 3.

Tabela 3: Avaliacdo da accao inibidora em presenca de papaina dos extractos de folhas
frescas e secas de E. peplus

Papaina em diferentes concentragGes 500 e 800 pg/mL (P500 e P800, respectivamente); extracto de folhas frescas e
secas de Euphorbia peplus (FF e FS, repectivamente) e papaina nas diferentes concentragdes na presenca de folhas
frescas e secas de E. peplus (FF/P500, FF/P800, FS/P500 e FS/P800). O branco positivo corresponde a 156,9 UF.

ensaios UF desvio padrao
P500 449 3,6
P800 72,7 6
FF 0 1,6
FS 0 0,5
FF/P500 1,6 0,4
FF/P800 3,3 0,2
FS/P500 0 0,6
FS/P800 0,7 1,5

De acordo com os valores apresentados na tabela 3 podemos verificar que os
extractos de folhas frescas (FF) e as folhas secas (FS) de E. peplus néo

apresentam actividade proteolitica. E ainda de referir que os valores registados
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em relacdo as folhas secas séo ligeiramente superiores que o das folhas
frescas. Resultados semelhantes foram obtidos por Domingos et al (2000) com
ensaios com Centaurea calcitrapa. Pelos resultados de fluorescéncia,
observou-se que a papaina nas concentracbes de 500 pg/mL e 800 pg/mL
apresenta valores de 44,9 e 72,7 UF, respectivamente. Quando esta protease é
adicionada aos extractos de folhas frescas e de folhas secas de E. peplus,
verifica-se uma inibicdo consideravel da actividade proteolitica, sendo
praticamente cem por cento de inibicdo, tanto no caso dos extractos de folhas

frescas como nos extractos de folhas secas.

Estes resultados, que apresentam uma quebra consideravel na actividade da

papaina, sugerem a existéncia de inibidores no extracto vegetal de E. peplus.

Testou-se igualmente a actividade da tripsina, coma execuc¢édo de ensaios de

actividade idénticos (tabela 4).

Tabela 4: Avaliacdo da accao inibidora em presenca de tripsina dos extractos de folhas frescas
e secas de E. peplus

Tripsina em diferentes concentra¢des 2 e 5 pg/mL (T2 e T5, respectivamente); extracto de folhas frescas e secas de
Euphorbia peplus (FF e FS, repectivamente) e tripsina nas diferentes concentracdes na presenca de folhas frescas e
secas de E. peplus (FF/T2, FF/T5, FS/T2 e FS/T5). O branco positivo corresponde a 188,3 UF.

ensaios UF desvio padrdo

T2 4 0,9

T5 14,2 1

FF 0 1,1

FS 0 1
FF/T2 0 0,2
FF/T5 0 0,4
FSIT2 0 0,6
FSIT5 0 0,4

Tal como no ensaio anterior, os extractos de folhas frescas e secas, nao
apresentam actividade proteolitica.

A tripsina nas concentragcdes testadas, 2 e 5 pug/mL, apresentam
respectivamente, valores de 4 e 14,2 UF. Quando adicionou-se 0s extractos de

folhas frescas e secas, observou-se a inibicéo total da actividade da tripsina.
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Estes resultados sugerem, tal como no caso da papaina, diminuicdo na
actividade da tripsina, que podera ser devido a presenca de inibidores no

extracto vegetal de E. peplus.

Todos os resultados obtidos foram confirmados com a realizagdo de novos
ensaios.
Procedeu-se ao estudo da actividade inibitéria usando outras partes de E.

peplus como sendo o caule, a raiz e o calli estabelecidos.

Tabela 5: Avaliacdo da accéo inibidora em presenca de papaina dos extractos de calli, caule e
raizes de E. peplus

Papaina em diferentes concentragdes 500 e 800 ug/mL (P500 e P800, respectivamente); extracto de extractos de calli,
caule e raizes de Euphorbia peplus (calli, caule e raizes, repectivamente) e papaina nas diferentes concentragdes na
presenca de extractos de calli (P500/calli, P800/calli), caule (P500/caule, P800/caule) e raizes (P500/raiz, P800/raiz) de
E. peplus. O branco positivo corresponde a 205,5 UF.

ensaios UF desvio padrdo
P500 96,7 4,32
P800 171,1 23,94
Calli 0 0,01
Caule 1,4 0,11
Raiz 2,7 1,41
P500/calli 75,2 45,67
P800/calli 112,3 56,34
P500/caule 65,9 3,95
P800/caule 137,9 36,07
P500/raiz 120,3 11,23
P800/raiz 250,7 68,91

De acordo com os valores apresentados na tabela 5 podemos verificar que, 0s
calli, o caule e raiz de E. peplus apresentam actividade proteolitica reduzida
uma vez que os valores determinados séo praticamente nulos.

Nos ensaios de avaliacdo da actividade da papaina com a adicdo dos extractos
de E. peplus, verificou-se que os valores de actividade proteolitica diminuem,
de acordo com os dados da tabela 5, quando se adiciona extracto de calli
(P500/calli, P800/calli) e de caule, as solucbes de papaina. Os resultados
obtidos sugerem que ocorreu inibicdo da actividade proteolitica da papaina.

Para os valores de actividade proteolitica da papaina com extractos de raiz
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(P500/raiz, P800/raiz), verifica-se que estes sao superiores aos da papaina
sem extracto ndo sendo conclusivos estes valores.

E possivel que tenha ocorrido um erro durante a realizacdo deste ensaio.
Assim sendo, relativamente a actividade do extracto de raiz de E. peplus nada

se pode afirmar a partir deste ensaio de actividade.

Novo ensaio foi realizado de modo a verificar a actividade dos extractos de

calli, caule e raizes de E. peplus em relacdo a tripsina.

Tabela 6: Avaliacdo da accao inibidora em presenca de tripsina dos extractos de calli, caule e
raizes de Euphorbia peplus

Tripsina em diferentes concentracdes 2 e 5 pg/mL (T2 e T5, respectivamente); extracto de extractos de calli, caule e
raizes de Euphorbia peplus (calli, caule e raizes, repectivamente) e tripsina mas diferentes concentragdes na presenca
de extractos de calli, caule e raizes E. peplus (T2/calli, T5/calli, T2/caule, T5/caule, T2/raiz, T5/raiz). O branco positivo
corresponde a 262,5 UF.

ensaios UF desvio padrdo
T2 1,5 0,39
T5 8,7 1,26
Calli 0 1,19
Caule 0 1,28
Raiz 0 0,54
T2/calli 0 0,33
T5/calli 0 0,08
T2/caule 0 3,41
T5/caule 0 0,26
T2lraiz 0 0,72
T5lraiz 2,5 1,24

De acordo com os valores apresentados na tabela 6 podemos verificar que, o
calli, o caule e raiz de E. peplus ndo demonstram actividade proteolitica.

No ensaio de actividade da tripsina com a adicdo dos extractos de E. peplus
verificou-se que os valores da actividade proteolitica diminuem apés a adicao
dos extractos provenientes de calli (T2/calli, T5/calli) e de caule (T2/caule,
T5/caule) de E. peplus, em relacdo aos valores da Tripsina sem qualquer

extracto nas duas concentragdes testada, 2 e 5 pg/mL.
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Estes resultados sugerem uma inibicdo da actividade da tripsina parecendo
indicar que também o calli, caule e raizes possuem um efeito inibidor sob as

proteases.

4.2.3 EXTRACCAO COM DIFERENTES SOLVENTES

Na medicina tradicional, eram preparados extractos ou pastas de varias plantas
utilizando agua. A agua ou etanol ou metanol séo utilizados em grande parte
dos extractos para extrair os principios activos das plantas. Outros solventes
podem ser utilizados para 0 mesmo efeito. Um estudo de 2008 forneceu dados
Importantes acerca da extracgdo para uma grande variedade de plantas, dando

uma nocéao do tipo de substancia a extrair com determinado solvente [71].

Para os ensaios que se seguem, as amostras de calli e folhas de E. peplus
foram extraidas com diferentes solventes para avaliar a actividade dos
extractos na presenca de uma protease, a papaina.

Para identificar a natureza dos inibidores presente nos diferentes extractos
utilizou-se o mesmo método anteriormente descrito mas o solvente da
extraccdo variou. Foram entdo utilizados diferentes solventes organicos:
metanol, etanol, propanol, butanol, acetona, cloroformio, dietil éter e solvente
inorganico: agua a 100°C.

A andlise foi efectuada apenas com a papaina pois os resultados anteriores
sugerem que o efeito dos extractos em relacdo a tripsina demonstra um
comportamento semelhante ao da papaina, relativamente a actividade
proteolitica.

Para estes ensaios decidiu-se apenas utilizar uma concentragdo desta
protease, 500 pg/mL (P500), que se encontra como demonstrado na zona de
linearidade do método.

Aquando da evaporacdo dos solventes com 0s extractos colocou-se também a
mesma quantidade de solvente puro de modo a verificar se estes possuiam
impurezas que fossem interferir no meétodo. Verificou-se que, apls a

evaporacao, nao restou qualquer residuo.
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Tabela 7: Efeito sob a actividade proteolitica da papaina dos extractos de calli de E. peplus,
em diferentes solventes.

Papaina 500 pg/mL (P500); extracto de extractos de calli de Euphorbia peplus (calli) em tampao Tris-EDTA (50 mM
Tris contendo 1 mM EDTA, pH 8.3) e papaina mas diferentes concentragdes na presenga de extractos de calli de E.
peplus em tampéo Tris-EDTA (50 mM Tris contendo 1 mM EDTA, pH 8.3) mas extraidos com diferentes solventes:
metanol (PM), etanol (PE), propanol (PP), butanol (PB), cloroférmio (PC), acetona (PA), Eter dietilico (PDE), 4gua a
1002C (PH). O branco positivo corresponde a 195,0 UF.

ensaios UF desvio padrdo
P500 66,3 5,41
E.peplus 0 0,61
PM 88,3 3,67
PE 101,4 1,66
PP 63,3 1,37
PB 57,9 13,24
PC 83,4 11,21
PA 62,5 12,47
PDE 77,8 14,48
PH 69,3 17,65

Os resultados da tabela 7 sugerem que o extracto de calli de E. peplus extraido
com Tris-EDTA 100 mM (E. peplus) ndo possui actividade proteolitica.

Os resultados obtidos para o extracto de calli de E. peplus nos diferentes
solventes, demonstraram que 0s extractos cujos solventes eram o metanol,
etanol, cloroférmio, éter dietilico, e agua a 100°C possuem valores de
actividade relativa ligeiramente superiores ao da papaina a 500 pg/mL.

Em relac&o aos restantes solventes, o propanol, o butanol e a acetona nao se
pode considerar uma diminuicdo da actividade da papaina uma vez que 0s
valores de actividade relativa estdo muito proximos do valor de actividade da

papaina.

Pode ter ocorrido um erro no método mas como os valores estdo muitos
proximos, dentro da mesma concentragdo, alguma substancia podera estar a
mascarar os resultados. Este método pode, como se afirmou anteriormente, ser
afectado por substancias presentes em extractos vegetais.

Dever-se-ia ter realizado ensaios para avaliar a ac¢cdo dos solventes puros na
actividade da papaina, sem os extractos, para analisar a sua interferéncia nos

resultados de actividade.
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Dado que neste ensaio se utilizou DMSO para remover todos os residuos de
extracto das paredes do tubo, como descrito anteriormente e, face aos
resultados obtidos, foi desenhado um novo ensaio para testar a influéncia deste

composto nos resultados do teste de actividade.

Tabela 8: Influéncia da presenca de DMSO na actividade do extracto de calli de E.peplus

Papaina 500 pg/mL sem e com a adicdo de DMSO (P500 e P500/DMSO, respectivamente); extracto de calli de
Euphorbia peplus (calli) e papaina 500 pg/mL sem e com a adigdo de DMSO na presenca calli de E. peplus (P/calli e
P/DMSO/calli, respectivamente). O branco positivo corresponde a 261,3 UF.

ensaios UF desvio padrao
P500 89,7 7,56
P500/DMSO 76,1 0,97
calli 0 0,88
P/calli 247,6 11,56
P/DMSO/calli 149 23,97

Os resultados de actividade da tabela 8 sugerem que os calli de E. peplus,
como ja anteriormente observado, ndo apresentam actividade proteolitica.

No ensaio de actividade em que se pretende avaliar a influéncia do DMSO,
pode verificar-se que os valores de actividade aumentam significativamente
(P/DMSO/calli) em relagdo a papaina 500 pg/mL (P500) mas o valor € um
pouco inferior ao obtido sem o DMSO (P/calli). Embora nos valores obtidos se
verifique a existéncia de um grande desvio padrdo, o DMSO parece néo ter
influénciar nos resultados de actividade.

O ensaio de actividade foi repetido tendo sido obtidos resultados semelhantes.

Dado que os resultados obtidos com os extractos de calli nos diferentes
solventes ndo mostraram inibicdo de actividade proteolitica da papaina, a
protease escolhida para este ensaio, decidiu-se repetir os ensaios mas desta
vez usando folha de E. peplus nos diferentes solventes organicos e inorganico.
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Tabela 9: Inibicdo da papaina na presenca de extractos de folhas frescas de E. peplus em
diferentes solventes

Papaina 500 pg/mL (P500); extracto de extractos de folhas frescas de Euphorbia peplus (E.peplus) em tampé&o Tris-
EDTA (50 mM Tris contendo 1 mM EDTA, pH 8.3) e papaina mas diferentes concentragées na presenga de extractos
de folhas frescas de E. peplus em tampé&o Tris-EDTA (50 mM Tris contendo 1 mM EDTA, pH 8.3) mas extraidos com
diferentes solventes organicos: metanol (PM), etanol (PE), propanol (PP), butanol (PB), cloroférmio (PC), acetona (PA),

Eter dietilico (PDE), e solvente inorganico: 4gua a 1002C (PH). O branco positivo corresponde a 242,9 UF.

ensaios UF desvio padrdo
P500 43,4 3,08
E.peplus 0,4 0,27
PT 54,5 4,41
PM 5,3 0,45
PE 9,8 3,85
PP 10,1 4,63
PB 11,9 1,21
PC 12,2 0,83
PA 20,6 2,42
PDE 16,6 1,7
PH 12,3 1,16

Como se pode observar na tabela 9, a actividade proteolitica da papaina é
inibida na presenca do extracto de folhas frescas de E. peplus apés extraccao
com diferentes solventes. No entanto, para o extracto de folhas frescas de E.
peplus, extraido em Tris-EDTA, ndo se verificou uma inibicdo e nem um

aumento significativo da actividade em relacdo a papaina 500 pg/mL (P500).

Face a estes resultados e dado que as amostras iniciais foi adicionado PVP
insoltvel (polivinilpirrolidona), como referido no capitulo “material e métodos”
decidiu-se analisar a possibilidade de interferéncia do PVP insolavel nos
resultados finais.
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Tabela 10: Influéncia da presenca de PVP insolivel na actividade de folhas frescas de
E.peplus

Papaina 500 pg/mL (P500); extracto de folhas frescas de E. peplus sem e com a adicdo de PVP (E e E/PVP,
respectivamente) e papaina 500 pg/mL na presenca calli de E. peplus sem e com a adi¢cdo de PVP (PE e PE/PVP,

respectivamente). O branco positivo corresponde a 218,9 UF.

Ensaios UF desvio padrao
P500 22,8 2,99
E 1,9 0,16
E/PVP 0 0,01
PE 28,6 1,38
PE/PVP 0 0,18

Os resultados da tabela 10 sugerem que o PVP diminui os valores de
actividade proteolitica. Isto ocorre tanto nos ensaios sem o extracto (E e
E/PVP) como nos que possuem extracto de E. peplus (PE e PE/PVP).

ApoOs a andlise de todos os resultados de actividade proteolitica obtidos pelo
Método de Twining, podemos referir que os mesmos sugerem a interferéncia
de compostos no método. Como foi referido anteriormente os compostos
contendo fenol podem interferir no método e como foi referido no capitulo da
introducdo a espécie em estudo, E. peplus, possui flavondides e antraquinonas

qgue pertencem a familia dos compostos fendlicos.

4.3 AVALIACAO DA ACTIVIDADE ENZIMATICA POR GEL POLIACRILAMIDA

A actividade enzimatica da protease papaina foi também avaliada em gel de
poliacrilamida contendo gelatina 0,1% (p/p). Deste modo foi também avaliado,
com este método, a capacidade de inibicdo dos extractos obtidos com
diferentes solventes na presenca daquela protease.

As amostras foram aplicadas no gel. Depois da electroforese, o SDS foi
removido apds sucessivas lavagens. O gel foi incubado a 37°C com tampao
sob condi¢cdes Optimas para que ocorra proteolise da gelatina. Depois de
remover o tampéao, o gel foi entdo corado. Apos a remocdo do excesso de
corante apareceram areas digeridas como zonas claras num fundo azul-escuro

impregnado de gelatina.
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De modo a optimizar o método, efectuaram-se géis com diversas
concentracdes de papaina e determinou-se que as concentracdo a utilizar seria
papaina 5 pyg/mL, pois era a que, ndo sendo demasiado concentrada, tornava
os resultados mais claros. Optimizou-se também o gel relativamente a sua

percentagem e decidiu-se utilizar gel a 10% (v/v) com gelatina 0,1% (p/v).

Figura 18: SDS-PAGE 10% (v/v) com gelatina 0,1% (p/p)

Cada poco corresponde papaina 5 yg/mL com 10 uL de extracto em diferentes solventes
organicos: 1- sem extracto, 2 — metanol, 3- etanol, 4- propanol, 5 — butanol, 6 — acetona, 7 —

cloroférmio, 8 — dietil éter, 9 — agua fervida.

Com a figura 18 podemos verificar que os pocos 2, 4 e 9, cujos solventes
utilizados s@o metanol, propanol e agua fervida, respectivamente, sdo os

menos intensos. Isto €, sdo 0s pogos que sugerem uma diminuicdo da

actividade.

Efectuou-se novo gel para verificar os resultados anteriores. Neste novo gel a
papaina € mais concentrada para que pudéssemos analisar a inibicdo perante

esta nova variavel.

Figura 19: SDS-PAGE 10% (v/v) com gelatina 0,1% (p/v)

Cada poco corresponde a papaina 50 yg/mL com 10 pL de extracto em diferentes solventes
organicos: 1- sem extracto, 2 — metonol, 3- etanol, 4- propanol, 5 — butanol, 6 — acetona, 7 —

cloroférmio, 8 — dietil éter, 9 — agua fervida.
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Na figura 19 com o aumento de concentracdo da papaina ndo € tao visivel a
reducado da sua actividade por parte do extracto de E. peplus.

Podemos verificar que os pocos 2, 4 e 9 cujos solventes utilizados sédo o
metanol, propanol e agua fervida respectivamente, sdo 0s que sugerem uma

reducdo da banda de actividade, como observado na figura 18.

Estes resultados de inibicdo estdo de acordo com 0s ensaios anteriores
(método de Twining) onde ocorria uma inibicdo de actividade da papaina com o
extracto obtido com metanol, propanol e 4gua a 100°C. Os restantes solventes

nao sugerem uma inibigéo significativa da actividade.

De acordo com um estudo anterior, na extraccdo dos elementos activos das
plantas com diferentes solventes organicos, quando sdo utilizadas frac¢des de
metanol os compostos resultantes desta extraccdo sdo os terpendides,
flavondides, polifendis e taninos. Relativamente as extrac¢cdes com fracgcao de
agua os compostos comuns nestas extraccbes sdo os taninos [72], uma vez
gue sao sollveis em agua e acetona, insollveis em éter puro e cloroférmio e
precipitados com sais de metais pesados [73], antrocianinas e saponinas.

A espécie em estudo, E. peplus, possui na sua constituicdo flavonoides,
antraquinonas, esterodides e triterpenos [41] e uma vez que o metanol extrai
terpendides e flavonoides deve-se analisar o extracto para verificar o que foi
realmente extraido, uma vez que ocorreu uma inibicdo de actividade da

papaina com este solvente.

4.4 TESTE DE TOXICOLOGIA

Véarias espécies de plantas tém sido utilizadas como drogas altamente
eficientes no tratamento de muitas doencas embora possuam toxicidades
elevadas. Por esta razdo é extremamente importante determinar ndo sé a
accao farmacoldgica mas também a sua toxicidade.

Neste trabalho efectuou-se um teste toxicolégico com o intuito de determinar a

concentracéo de E. peplus letal para 50% da populacéo de A. salina (DLso).
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O teste realizou-se com o extracto de E. peplus em metanol, uma vez que, foi 0
solvente que demonstrou uma maior inibicdo de papaina, durante os ensaios
de fluorometria e no ensaio de actividade em gel.

ApoOs incubacdo de A. salina com o extracto nas condicbes descritas

anteriormente, contou-se o numero de mortos.

Os resultados obtidos podem ser observados na figura 20 em que se registou a
percentagem de mortos de A. salina em fung¢éo da concentragdo de extracto de

E. peplus.
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Figura 20: Percentagem de mortos de Artemia salina em fun¢&o da concentracdo de extracto
de Euphorbia peplus (ug/mL) em metanol.

A figura 20 sugere que a mortalidade est4 directamente proporcional ao
aumento de concentracao [74]. Existe uma fase onde o crescimento € mais
acentuado (fase exponencial) até cerca de 90% de mortos e apoés esta fase da-

se um abrandamento do crescimento (fase estacionaria).

Os valores da fase exponencial foram utilizados para a construcdo de uma

recta de tendéncia para que, com a equacao da recta, se obtenha o valor de

a7



Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

dose letal 50 (DLso), isto é, a concentracdo de extracto para a qual metade da

populacdo morre.
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Figura 21: Recta de tendéncia dos valores da fase exponencial e sua equacao

Obteve-se, deste modo, a equacédo da recta de regressao linear. Com a
equacao da recta do grafico determinou-se que a concentracdo de extracto de
E. peplus, em metanol, na qual 50% de Artemia salina morreram foi de 90,5
Mg/mL. Este € um valor que indica que o extracto de folhas frescas de E. peplus
possui toxicidade [74]. Assim sendo este extracto ndo poderia ser utilizado
como droga sem mais estudos e sem identificar os compostos com actividade
citotoxica.

Futuros ensaios passariam pela identificacdo dos compostos com maior
actividade citotéxica no extracto, isto €, seria necessario isolar varios
compostos do extracto e testar cada um deles.

Os dados apresentados correspondem a meédia de cada ensaio e foram

repetidos tendo sido obtido um valor de concentracéo idéntico.
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4.5 GC-MS

Para a identificacdo dos compostos do extracto de E.pelus efectuou-se uma
analise de GC-MS pois é a melhor técnica para identificacdo de flavondides e
terpendides fornecendo ainda dados sobre a estrutura [75].

ApoOs a analise dos cromatogramas (anexo 1V) verificou-se que 0s compostos
identificados n&o pertencem a familia dos terpendides, flavondides,
antraquinonas ou esterdides [41]. Os compostos identificados ndo séo
relevantes uma vez que, nesta técnica, nao passam de ruido.

Assim sendo, ndo foi possivel identificar com os solventes utilizados,
compostos das familias referenciadas na literatura como relacionadas com a
actividade antibidtica ou bioestatica o que sugere que a concentracdo de

compostos era muito baixa ou a extraccao destes néo foi eficaz.
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5. CONCLUSAO

Um dos objectivos deste trabalho foi a obtencdo de calli a partir de plantulas
obtidas por germinacdo de sementes. O estabelecimento de calli foi obtido com
sucesso em sementes de C. roseus e A. altissima, mas o material resultante foi
pouco em ambas as especies. Com P.niruri ocorreu germinacao das sementes
mas numa fase muito avancada do estudo, ndo se conseguindo obter calli a
tempo de prosseguir o estudo. O calli de E.peplus foi obtido com sucesso a
partir de folhas desta espécie.

Na avaliacdo da accéo inibidora de extractos vegetais verificou-se que calli de
A. altissima possui accdo inibitéria, mas o estudo ndo prosseguiu devido a
pequena quantidade de material. Quanto a partes de E. peplus, caule, raizes e
folhas, podemos referir que se verificou inibicdo da actividade proteolitica.
Novos testes devem ser realizados devido a interferéncia do PVP nos
resultados obtidos. A accdo inibitéria mais significativa foi verificada nos
extractos obtidos com diferentes solventes organicos.

A avaliacdo da actividade inibitoria de extractos de folhas de E.pelus extraidos
com diferentes solventes também foi testada em gel de poliacrilamida onde foi
verificada a inibicdo da protease por parte dos extractos.

No que respeita a avaliacdo toxicologica, podemos referir que o extracto
revelou alguma toxicidade pelo que novos ensaios deverao ser realizados.

Para identificar o inibidor foi escolhido o método GC-MS com o qual ndo se
obteve resultados significativos.

Uma vez que os meétodos utilizados ndo foram conclusivos, outros métodos
poderiam ser utilizados. Por exemplo, a avaliacdo de actividade proteolitica das
duas proteases com outro substrato [53]. Outro estudo possivel seria baseado
na inoculagcdo dos extractos em murganhos infectados com Plasmodium e
avaliar a capacidade dos extractos para diminuir/combater a infeccdo [51].

Futuramente pretende-se repetir este ensaio com condi¢des optimizadas.
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7. ANEXOS

l. Meio de cultura MS

Macronutrientes (solucao stock 8X)

Composicéo guantidades g/L
KNO3 15,2
NH4NO3 13,2
CaCl2.2H20 352
MgS04.7H20 2,96
KH2PO4 1,36

Micronutrientes (solugéo stock 200X)

Composicéo guantidades g/L
MnSO4.4H20 4,46
ZnS04.4H20 1,72
H3BO3 1,24
Kl 0,166
NaMoO4.2H20 0,05
CuS04.5H20 0,005
CoCI2.6H20 0,005

Fe-EDTA (solucédo stock 100X)

Composicéo | guantidades g/L
Na2EDTA 3,72
FeS04.7H20 2,78

Il. Meio de cultura simples

Composicao quantidades g/L
Ca(NO3).4H20 1,8881
KNO3 0,506
KH2PO4 0,136
MgS04.7H20 0,244
Fe-EDTA 0,005
agar 7
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M. SDS-Page

Composicédo do gel de separacédo 10% com gelatina 0,1%

Composicéo guantidade
Acril Bisacul 3,3mL
Tris pH 8,8 [3 M] 1250 pL

SDS 10% 100 pL
APS 10% 50 pL
TEMED 20 pL
agua destilada 53 mL

Composicédo do Stacking gel 4 %

Composicéo guantidade
Acril Bisacul 443 pL
Tris pH 8,8 [0,5 M] 833 uL
SDS 10% 33 L
APS 10% 16,7 pL
TEMED 3,3puL
agua destilada 2mL

V. Tampéo PBS pH 7,2

Composicao puantidade (g)
NacCl 8
KCI 0.2
Na,HPO, 1.44
KH,PO, 0.24

Dissolveu-se em 800 mL de agua destilada.

Ajustaou-se o pH para 7,2 com HCl ou NaOH.

Adicionou-se agua destilada até perfazer 1 litro.

Esterilizou-se solugdo tampao através de autoclavagem durante 20 minutos a 121°C.
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V. Cromatogramas de GC-MS

Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
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Compound Name CAS
ETHOXY[METHOXYIMETHYLSILANE 1000245-35-7
1.4-DIHYDRO-2-METHYLBENZOIC ACID 1000131-87-5
METHOXY{N-PENTYLCXY METHYLSILANE 1000245-35-0
BENZEME, 1,11, 2-ETHANEDIYLEIS[COXY-2, 1-ETHANEDIYLOXY)|BIS- £3128-28-5
BUTANOIC ACID, 2-[{PHENYLMETHOXY JIMINO}, TRIMETHYLSILYL ESTER 55520-01-7
BENZYL BENZEME-THIOSULFONATE 1000143-04-8
3.5-DINITRO-4-{3 4-XYLIDINO )BENZOIC ACID 1000223-84-0
CARBOMODITHIOIC ACID, S-METHYL O-PHENYL ESTER 13508-30-2
SILAME. DIETHOXYMETHYL- 20318241
GLYCINE BENZYL ESTER 17338-68-7
BENZEMEACETIC ACID, 4-MITRO- 104-03-0
BENZOIC ACID, 2.5-DIMETHYL- 1000120-32-1
ACETIC ACID, [{(PHENYLMETHOXY IMINGO]-. TRIMETHYLSILYL ESTER 55404-02-1
BENZEME, [(2-METHOXYETHENYL)SULFONYL]-. (E}- 33822-21-2
3-HYDROXY-2-METHYLTHIO-3-PHENYLFROPANDIC ACID T0780-18-8
SILAMNE, TRIMETHYLIPHEMETHYLTHIO)- 14855-80-5
BENZOYL BEMZYL DISULFIDE 1000227-36-8
PENTANOIC ACID, 2-[[PHENYLMETHOXY IMINC}-, TRIMETHYLSILYL ESTER 7024 55520-82-0
BUTANOIC ACID, 3-METHYL-2{{PHENYLMETHOXY IMINO]-, TRIMETHYLSILYL ESTER 7 55520-86-2
BENZEME, (TRIMETHOXYMETHYL} TO07-07-3
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Fisons Instruments VG ORGAMNIC, MS Data System
TERPEMO! acquired cn 08-Sep-2008 at 15:04:11
Sample ID:
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Base Peak: 81.37, Base Peak Intensity: 510845 Litrary: NIST, Entry: 37398 Forward Fit: 570 Reverse Fit: 847
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Compound Name FOR rev Entry CAS
ETHYLBENZENE E70 847 37606 100-41-4
ETHYLBENZENE 555 500 117338 100-414
HYDROXYLAMINE, O-4{PHENYLMETHYL} REZ BB 3ATDAT 622-33-3
ETHYLBENZEMNE 530 786 117348 100414
1.6-HEFTADIEM-3-YNE, 5-METHYL- 485 TZ5H 36408 1000142-71-3
CIS-BICYCLOM4.2.0]0CTA-3,7-DIENE 4871 E24 320221 102148-39-0
BENZENEETHANAMINE, BETA.-METHYL- 477 Tie 2P5E2 5B2-22-0
2-BUTAMNONE. 3-CHLORO-4-HYDROXY-1,4-DIPHENYL- 486 825 37070 3M473T-BE-B
ETHAMONE, 2-BROMO-1-PHENYL- 452 E&7T4 11R080 TO-11-1
1.3.8-CYCLOOCTATRIENE 440 &850 30222 3723-30-2
ETHANCNE, 2-BEROMO-1-PHENYL- 443 &61 45684 TO-11-41
BENZEMEACETALDEHYDE, ALPHA-METHYL- 4471 852 110105 23-53-B
1.3.5-CYCLOOCTATRIENE 432 644 30218 1B71-62-8
BENZEME, {Z-IODOETHYL} 428 635 48731 17378-D4-4
1-CYCLOOCTEN-5-YNE. (Z}- 426 @88 38505 ©6032-23-8
BENZENEACETIC ACID, ALPHA-METHYL- 425 @15 45732 492-27-5
BENZEME.-{1-FORMYLETHYL} 425 814 45725 1000223-42-3
1-BENZAMIDO-MN-BENZYL-1-[A-(2-PYRIDYLTHIO)BEMNZY LIDENEJACETAMIDE 418 621 20695 1000222-31-4
BENZENE. {2-[ODOETHYL}- 416 826 118214 17378044
5-METHYLENE-2-NORBORNENE 416 &1 20807 &04-01-T
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Fizsons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERPEMO1 acquired on 08-5ep-2008 at 15:04:11
Sample |D:
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BENZEME. 1,2-DIMETHYL-

P-XYLEMNE

BENZEME. 1,3-DIMETHYL-

ETHYLBENZEME

BEMZEME. 1,2-DIMETHYL-

1.3-CYCLOPENTADIENE. 5-(1-METHYLETHYLIDEME}
BENZEME. 1,2-DIMETHYL-

CYCLOPENTEME, 1-ETHENYL-3-METHYLEME-

1.3-DIMETHYL-

1.3-DIMETHYL-

1.3-DIMETHYL-

CAS
a5-47-6
108-42-3
108-38-3
108-42-3
108-42-3
108-38-3
108-42-3
108-38-3
108-42-3
108-38-3
a5-47-6
100-41-4
25-47-6
108-42-3
108-38-3
100-41-4
25-47-6
2175-81-8
a5-47-6
§1142-07-2
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Fizsons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERPEND1 acquired on 09-5ep-2008 at 15:04:11
Sample 1D:
- TIC
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Base Peak: 81.01, Base Peak Intensity: 1138178 Library: MIST, Entry: 20582 Forward Fit: 569 Reverse Fit: 852
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Library: MIST, 28592: 208502 Forward Fit 560 Reverse Fit 650
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Compound Name FOR rev Entry CAS
BENZEMEETHAMAMINE, BETA.-METHYL- 560 @50 2P5OZ 5B2-22-0
2-{P-TOLYL)ETHYLAMINE 562 786 110404 3281-82-8
2-PHENYL-HEX-3-EN-3-0L 533 881 118482 77333-08-2
EX0-2-CHLORC-5,6-DIMETHYLIDENE-SYN-T-NORBORMANOL 493 747 48527 &6728-03-8
1-HEXEN-4-0L, 3-METHYL-5-PHENYL- 476 5B3 47757 1000106-45-1
BEMNZALDEHYDE, 4-ETHYL- 470 536 60141 4743-TB-1
BENZOIC ACID, 3.5-DIMETHYL- 458 526 118360 409-08-0
BENZOIC ACID, 3.5-DIMETHYL- 458 532 6737 400-08-0
4-T-BUTYLPHENYL-.BETA.-PHENYLPROPIONATE 443 551 &1332 10D00120-38-0
BEMZEME. 1-METHYL-2-PROPYL- 421 502 118332 1074-17-5
BENZOIC ACID, ETHYL- 418 483 47031 2B134-31-8
4-ETHYLEENZOIC ACID 415 483 47030 &19-84-7
ALPHA-NITROACETOPHENOME 415 500 45612 &14-21-1
BEMNZALDEHYDE. 2.5-DIMETHYL- 414 481 G0D147 5770-24-2
CARBAMIC ACID, N-PHENYL-, 2-{BEMZYLOXY)ETHYL ESTER 412 532 38342 1000183-78-0
BENZALDEHYDE, ETHYL- 411 470 60143 53951-50-1
BEMZEME. 1-METHYL-3-PROPYL- 407 421 110334 1074-43-T
BEMNZEME. DIETHYL- 403 55T 46020 25340-17-4
CARBAMIC ACID, {2-METHYLPHEMNYL}-, METHYL ESTER 320 488 72520 14933-02-7
SILANE, TRIMETHYL{2-METHYLPHENOXY)- 390 472 124431 1009-02-5
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Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERPEMNO1 acquired on 08-5ep-2008 at 15:04:11
Sample |D:
TIC
216283216 S 154271858 8.10e8
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Base Peak: 57.03, Base Peak Intensity: 2184182 Library: MIST, Entry: 16384 Forward Fit: 518 Reverse Fit: 543
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Library: MIST, 16384: 16364 Forward Fit 516 Reverse Fit 543
Compound: DECANE, 2,5 8-TRIMETHYL- , Molecular Weight- 184
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Compound Name

DECAME, 2.5 6-TRIMETHYL-

DCTAME, £-ETHYL-

UNDECAME, 4,6-DIMETHYL-
CYCLOPROPAME. 1-(2-METHYLBUTYL}-1-{1-METHYLPROPYL}
UNDECAME, 5,5-DIMETHYL-

TRIDECAME

PENTADECAME

1H-1.2.4-TRIAZOL-5-AMINE, 1-PROPYL-
1H-1.2.4-TRIAZOLE, 1-OCTADECANOYL-
UNDECAME

MOMAME. 2 5-DIMETHYL-
4-HEPTADECENAL

3-HEPTADECENAL

PYRROLIDINE, 1-{15-METHYL-1-0XOHEXADECYL}-
METHYLAMINE, M-[1-ETHYLPENTYLIDENE}
4-OCTADECEMAL

ETHAMAMIME. N-PENTYLIDEME-
METHYLAMINE, M-(1-ETHYLHEXYLIDENE])-
1H-AZOMINE, OCTAHYDRO-
1.2-0XATHIAME, 8-DODECYL-, 2,2-DIOXIDE

FOR rev Entry CAS

516 543 16384 62108-23-0
505 531 16302 15308-83-0
480 520 16448 1TIZ-B2-2
474 518 16772 B84723-36-0
470 487 16362 17815-81-T
486 470 112308 &20-50-5
485 478 112370 &20-62-0
450 510 33881 58801-06-4
454 504 23704 BOT1E-55-0
450 484 112280 1120-21-4
443 450 16609 17302-27-1
381 438 16538 1000143-91-7
384 430 58a1 1000143487
37D 283 50025 56E30-53-6
340 360 100087 1B8841-73-1
330 352 16506 G56554-D3-4
318 356 15344 10598-78-5
314 330 24027 18841-T4-Z

311 322 744 5681-71-2
13403 15224-83-1
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Fizons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERPEND1 acquired on 08-Sep-2008 at 15:04:11
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Eo Ek]
57 388
143
a7 60
Jldg |185.‘99 280 325 P
o 1l g b L, P L, -
T I ™ 1 T ™ T T ™ T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

/OT%VWME/%W,AL
O

Compound Name

TRICOSANOIC ACID, METHYL ESTER
TRICOSANDIC ACID, METHYL ESTER
TRICOSANDIC ACID, METHYL ESTER
TETRACOSANOIC ACID, METHYL ESTER
DOCOSANOIC ACID, METHYL ESTER
EICOSANOIC ACID, METHYL ESTER
NOMADECAMOQIC ACID, METHYL ESTER
EICOSANOIC ACID, METHYL ESTER
NOMADECAMOIC ACID, METHYL ESTER

8-OCTADECENQIC ACID, 12-{ACETYLOXY)-. METHYL ESTER. [R-(Z]}

EICOSANOIC ACID, METHYL ESTER
DOCOSANDIC ACID, METHYL ESTER
EICOSANOIC ACID, METHYL ESTER
TRICOSANCIC ACID, METHYL ESTER
EICOSANOIC ACID, METHYL ESTER
TETRACOSAMNOIC ACID, METHYL ESTER
PENTADECAMNOIC ACID, METHYL ESTER
EICOSANOIC ACID, METHYL ESTER

HEXADECANQIC ACID, 14-METHYL-, METHYL ESTER

HEXADECANQIC ACID, METHYL ESTER

FOR rev Entry CAS

778 E24 115455 2433872
776 EBi5 28407 2433872
718 774 115453 2433878
TIT T80 115476 2442401
Ti4 TTB 115472 228-77-1
712 T7EG 115422 1120-2841
Ti0D 7B 115445 1731-84-2
708 T8B 115424 1120-2841
TOT 775 115448 1731-84-3
TOS TOE 115477 140-024
To4 TTB 1154286 1120-2841
620 771 115474 2287741
680 773 115422 1120-2841
G398 T43 115454 24339748
688 T77B 28356 1120-284
897 7T 115475 2442404
692 T6B 115484 71325441
692 766 115428 1120-2841
892 77D 28384 2400-40-3
ée0 773 115420 112-38-D
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERPEMNOD1 acquired on 09-5ep-2008 at 15:04:11
Sample [D:
TIC
218283218 35?5555'592 Reriies B
. 2093
10 2 08 Area
20724880 61506824
4.44 38.35
% # &
54818812
L J_— 31.42
ERR T T T T T T i T Y T T T T t T T T T T T T T Scans
500 1000 1500 2000 2500 2000 2500 4000 4500 5000 5500
Base Peak: 549, Base Peak Intensity: 377280 Library: MIST, Entry: 111358 Forward Fit: 774 Reverse Fit: 312
TERPENO1 4072(38.354) Sean El+| | Sompound: 8-HEXADECENOIC ACID, METHYL ESTER, (Z}, Molecular
55 3.77e5
100+
7 (g8
%_
0! miz
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Library: MIST, 111358: 111358  Forward Fit 774 Reverse Fit: 818
Compound: 3-HEXADECENOIC ACID, METHYL ESTER, (Z}-. Mcle
55 255
1004 = .
] - \“K\\J’/.\v’ﬁ\v/
1|74
1 Q
1 83
%_
4 ar
h )
WAL T T
0 |||IhI I| LAAAA0AAAN Lad Lka bk Liats WAk Liak uiaks ks i W
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Compound Name FOR rev Entry CAS
B-HEXADECEMNOIC ACID, METHYL ESTER., (Z} 774 810 111358 1120-25-3
B-HEXADECEMNOIC ACID, METHYL ESTER. { 766 807 111512 1120-25-3
CYCLOPROPAMEQCTANOIC ACID, 2-0CTYL-, METHYL ESTER 785 807 111532 1D152-62-2
B-0CTADECENOCIC ACID (Z)-, METHYL ESTER 754 BO1 111381 112-820
B-0CTADECENCIC ACID (Z)-, METHYL ESTER TS84 TET 111276 112-62-0
CYCLOPROPAMEOCTANOIC ACID, 2-HEXYL-, METHYL ESTER 752 TET 111346 10152-61-1
14-0CTADECENOIC ACID, METHYL ESTER T44 T23 13200 56554434
B-UNDECENOIC ACID, 2,6 10-TRIMETHYL- 742 785 22223 1000131-38-2
15-TETRACOSENOIC ACID. METHYL ESTER T41 T7E 13026 56554-23-7
B-OCTADECEMOIC ACID (£}, METHYL ESTER 730 T7E4 13281 112-52-0
15-TETRACOSENOIC ACID. METHYL ESTER, (£} T3B 786 111281 2733-88-2
B-HEXADECENOIC ACID, METHYL ESTER. { T8 785 13134 1120-25-3
CYCLOPROPANEOCTANOIC ACID. 2-HEXYL-, METHYL ESTER 73T TEB 13003 10152-61-1
13-DOCOSENDIC ACID, METHYL ESTER. (Z)- TG TED 13541 1120-24-0
T-HEXADECENOIC ACID, METHYL ESTER., (Z} T35 787 13034 5687567-3
15-0CTADECENOIC ACID, METHYL ESTER T34 TEE 13202 47847241
13-0CTADECENDIC ACID, METHYL ESTER T2 TE4 13256 5655447-2
11-0CTADECENDIC ACID, METHYL ESTER T31 781 111530 52380-23-2
11-EICOSENOIC ACID, METHYL ESTER 731 778 13835 3D45-08-5
12-0CTADECENOIC ACID, METHYL ESTER 731 TTE 13248 56554-48-2

Printed On 08-52p-03 at 16:20 Page Tof &




Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fisons Instruments VG ORGAHNIC, MS Data System
TERPEND1 acquired on 08-5ep-2008 at 15:04:11
Sample 1D:
TiC
218283218 3516555%92 Retiie Bges
- 3098
10 2 08 Area
80724880 63506524
4.44 38.35
* # ~
54818812
J. 31.42
SRR T T T T T T ! T T T T T T T T T Scans
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500
Base Peak: 74.03, Base Peak Intensity: 1483808 Library: NIST, Entry: 28408 Forward Fit: 823 Rewerse Fit: 843
TERPEND1 4250(38.877) Scan El+| | Compound: TETRACOSANCIC ACID. METHYL ESTER . Molecular Weigh
1436
100+ 4
] a7
% 43
T3
1 o7 ITS 382
1 128 283 339
0= |‘l| e T by l| |I| T ] miz
100 200 300 400 500

Library: MIST, 28408: 28408 Forward Fit 228 Reverse Fit- 243
Compound: TETRACOSANOIC ACID, METHYL ESTER , Molecular

E
1004 i =
] 87
LT
:4355 ana
] g7 142 230 e
ﬁl I ‘ ‘BErIQQ 283 |
- I|| I||II|||I| I|I :. . T | miz
100 200 200 400

- G\I/'“ﬁ/“v’w”w’xu%'ﬁ‘fw'

Compound Name

TETRACOSAMOIC ACID, METHYL ESTER
TETRACOSAMOIC ACID, METHYL ESTER
TETRACOSANQIC ACID, METHYL ESTER
HEPTADECAMNOQIC ACID, 18-METHYL-, METHYL ESTER
HEXADECANQIC ACID, 14-METHYL-, METHYL ESTER
B-OCTADECENOIC ACID, 12-{ACETYLOXY)-, METHYL ESTER. [R-{Z)}
EICOSAMOIC ACID, METHYL ESTER
HEMEICOSANOIC ACID, METHYL ESTER
EICOSANOIC ACID, METHYL ESTER
HEXADECANOIC ACID, METHYL ESTER
HEMEICOSAMOIC ACID, METHYL ESTER
EICOSANQIC ACID, METHYL ESTER

EICOSANOIC ACID, METHYL ESTER

TRICOSANQIC ACID, METHYL ESTER
NOMADECAMOIC ACID, METHYL ESTER
HEXACOSANOIC ACID, METHYL ESTER
DOCOSANOIC ACID, METHYL ESTER
NOMADECANOIC ACID, METHYL ESTER
EICOSAMOIC ACID, METHYL ESTER

DOCOSANOIC ACID, METHYL ESTER

Entry CAS
828 843 2B408 2442401
115478 2442401
T 115475 2442401
758 818 28391 5129-61-3

748 EDT 28304 2400403
T4T  B13 115477 140-034
TIT TE2 115424 1120-2B-1
731 770 115206 &Do4-20-0

T30 TBS 28356 1120-28-1
720 TBG 115420 112-3840

T27 TET 115412 &D04-20-0
T26 77T 115428 1120-2841
T26 TBG 115422 1120-2841
T24 771 115455 2423978
T24  TET 115445 1731848
T24 770 115437 5B02-82-4
722 TBD 115474 920-T7-1

T2 772 115448 1731248
T21 774 115426 1120-2B-1
T20 775 115472 920-771
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fizons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERHEXD2 acquired cn 10-Sep-2008 at 21:56:27
Sample ID:
13242502 TIC
4.08 3.88e8
100 7 Area
%
22193[:2 5771382
454 3874
4 1124482 ;
33.48
T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00
Base Peak: 32 24, Base Peak Intensity: 10228 Library: MIST, Entry: 108323 Forward Fit: 373 Rewerse Fit: 55
TERHEXD3 18(3.168) Sean E1+| | Compound: 2-0CTANOL. ACETATE , Molecular Weight: 172
1.02e4
100 =2
3
%
5'6 o101
0 ek J"l' T T T T T T T 1 miz
100 200 300 400 500
Library: MIST, 108323: 108323 Forward Fit 373 Reverse Fit 553 Mo structure
Compound: 3-0CTANOL, ACETATE | Molecular Weight: 172
43 255
100
%
Y
0 k 1 L '! /I T T T T T 1 miz
100 200 300 400 500
Compound Name FOR rev Entry CAS
3-0CTANOL, ACETATE 373 553 100322 4B04-81-2
ACETIC ACID, 1,1-DIMETHYLETHYL ESTER 250 524 100391 S40-82-5
PROPANQIC ACID, 2-METHYL-, HEXYL ESTER 355 408 1008933 2343077
3-ACETOXYPENTADECAME 335 486 4232 1000245821
3-ACETOXYDODECANE 325 486 5441 1000245811
3-ACETOXYTRIDECAME 310 552 4220 1000245-81-3
PROPANQIC ACID. 2-METHYL-, HEXYL ESTER 314 50 100380 23494077
HEXYL ISOPROPYL SUCCINATE 310 511 FT13 1000223-354
PROPANQIC ACID, 2-METHYL-, BUTYL ESTER 280 385 108938 97-37-0
2-TRIFLUOROACETOXYDODECANE 286 281 4152 1000245-45-0
3-TETRADECANOL ACETATE 278 483 TTYT4 1000131-32-8
PROPANQIC ACID, 2-METHYL-, HEPTYL ESTER 273 37T 4335 2349-135
BUTANCIC ACID, HEXYL ESTER 272 380 6234 2639538
1-ACETYL-2.2 4-TRIMETHYL-4-PHENYL-1,2.3 4- TETRAHYDROQUINOLINE 270 383 4220 1000224-97-6
PROPANQIC ACID. 2-METHYL-, HEPTYL ESTER 250 372 110132 2340-13-5
PROPANQIC ACID. 2-METHYL-, 2-ETHYL-2-HYDROXYHEXYL ESTER 256 381 114827 74287-31-0
1-OCTANAMINE, N-METHYL-MN-NITRO- 256 343 10671 54738-28-5
3-TRIFLUOROACETOXYDODECANE 256 380 1708 1000245-47-0
1.3-DI0XOLANE, 2-ETHYL-2-METHYL- 255 B2 38311 128-22-6
PROPANQIC ACID. 2-METHYL-, DECYL ESTER 254 381 7202 S454-228
Printed On 11-5ep-03 at 12:45 Page 1of @
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fizsons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERHEXD3 acquired on 10-52p-2008 at 21:56:27
Sample 1D:
13342508 TIC
406 3.88e=8
100 ¢ Area
%
22;%3[!2 5771382
’ 3874
4 1134482
3348
T T T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 G0.00
Base Peak: 81.08, Base Peak Intensity: 648484 Library: NIST, Entry: 37008 Forward Fit: 330 Reverse Fit: 946
TERHEXD3 05(3.872) Sean El+| | Compound: ETHYLBENZENE , Molecular Weight 108
o1 §.48e5
100
kL
108
395[1195
o \l T l T T T T T T T 1 miz
100 200 300 400 500

Library: MIST, 37696: 37006 Forward Fit 838 Reverse Fit: 948
Compound: ETHYLBEMNZENE , Molecular Weight: 106

255
100 g
%
106
. 85
S LD? .
0 T 1 T T T T T T T 1 miz
100 200 oo 400 500

Mo structure

Compound Name CAS
ETHYLBENZEME 100-41-4
BEMZEME. 1,2-DIMETHYL- 25-47-6
P-XYLEMNE @15 &1 108-42-3
ETHYLBENZEME @15 218 1 100-41-4
BENZEME. 1,3-DIMETHYL- 213 218 1 108-38-3
ETHYLBENZEME @12 g4 100-41-4
BEMZEME. 1,2-DIMETHYL- 211 @13 25-47-6
BEMZEME. 1,3-DIMETHYL- 207 20E 108-38-3
P-XYLEME BT 201 1 108-42-3
BEMZEME. 1,2-DIMETHYL- o] i 25-47-6
BEMZEME. 1,3-DIMETHYL- ez 108-38-3
BEMZEME. 1,3-DIMETHYL- 886 108-38-3
P-XYLEME 883 108-42-3
BEMNZEME. 1,2-DIMETHYL- 881 95-47-6
BEMZEME. 1,2-DIMETHYL- E70 25-47-6
P-XYLEME 70 108-42-3
P-XYLEME 877 108-42-3
1.3-CYCLOPENTADIEME, 5-{1-METHYLETHYLIDEME} 873 2175-21-8
BEMZEME. 1,3-DIMETHYL- &M 108-38-3
P-XYLEME 883 108-42-3
Printed On 11-Sep-08 at 12:45 FPage Zof 8
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Fisons Instruments VG ORGAHNIC, MS Data System

TERHEXD2? acquired on 10-5ep-2008 at 21:58:27

100

ok

Library: MIST, 117410:
Compound: BEMZEMNE, 1,.2-DIMETHYL- , Molecular Weight: 106

21

5177| ot

117410 F

orward Fit 945 Reverse Fit: 846

255

1
50

100 150 200 250 300 350 400 450 500

T T Mz

Mo structure

Sample 1D:
13342508 TIC
4.08 3.88e6
100 Area
%
22‘1‘%3[:2 5771382
) 3874
4 1134482
3348
T T T T T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 &0.00
Base Peak: 31.18, Base Peak Intensity: 1188073 Library: NIST, Entry: 1 Forward Fit: 245 Reverse Fit: 948
TERHEX02 116(4.084) Sean El+| | Sompound BENZENE 1 "‘DIMETHYL Molecular Weight 106
al 1.20e8
100
W 104
5
Hll -T 107
o |'|'| ||' | Rkl R L b b ek | T T iz
50 100 150 200 250 300 3‘3 430 450 500

BENZEMNE
BEMNZEMNE
BENZENE
P-X¥LENE
BENZENE
BENZEME
P-X¥LENE
P-X¥LENE
BENZENE
P-X¥LENE
P-X¥LENE
BENZEMNE
BENZENE
P-X¥LENE

BICYCLO[2.1

Compound Name

1,2-DIMETHYL-
1.3-DIMETHYL-
1.2-DIMETHYL-

1.3-DIMETHYL-
1.3-DIMETHYL-

1.3-DIMETHYL-

1.2-DIMETHYL-
1.3-DIMETHYL-

CYCLOPENTENE, 1-ETHENYL-3-METHYLEME-
2 4-0CTADINYNE
2.4-0CTADIYNE
1.6-HEPTADIEMN-3-YNE, 5-METHYL-

AJHEX-2-ENE, 2-ETHENYL-

BEMNZEME, (NITROMETHYL)-

FOR

SS SN SN SRS SN S SN S SN S
BeceeroRRRER

g

203

CAS
a5-47-6
103-38-3
25476
108-42-3
103-38-3
103-38-3
106-42-3
108-42-3
103-38-3
106-42-3
106-42-3
25476
103-38-2
108-42-3
61142-07-2
2B09-7T1-4
2B09-T14
1000142-71-3
1000221-36-0
622-42-4
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Fizons Instruments VG ORGANIC, MS Data System

TERHEXD2 acquired cn 10-Sep-2008 at 21:56:27

Sample ID:
13342508 TIC
4.08 3.88e8
1004 Area
Yo
2219;5[:2 5771382
454 38.74
e 1134482 :
3348
T T T T T 1 T 1 U U RT
10,00 20,00 30.00 40.00 50.00 G0.00
Base Peak: 81.13, Base Peak Intensity: 221815 Library: NIST, Entry: 1 Forward Fit: 240 Reverse Fit: 951
TERHEX03 168(4.541) Sean El+| | Compound EIEN.ZENE 1 "‘DIMETH‘r’L- Molecular Weight 106
al 2.22eb
100
% 106
RTIIG
T e Mz

II Lkl I i ol Rl Gl b |
50 100 150 200 250 300 I]‘I] 4:]0 450 500

Library: MIST, 117410: 1
Compound: BEMZENE, 1.2-DIMETHYL- . Malecular Weight: 106

100 at
108
k.
T 77| [107
o LI llj T T T 1 miz

Forward Fit 849 Reverse Fit 951 Mo structure

255

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Compound Name

P-X¥LENE

P-XYLEME
P-XYLEME
P-XYLEME
P-XYLEME

P-X¥LENE

ETHYLBENZEME
ETHYLBENZENE

BEMZEME. 1,2-DIMETHYL-
BEMZEME. 1,3-DIMETHYL-
BENZEMNE, 1,3-DIMETHYL-
BENZEMNE, 1,2-DIMETHYL-

BEMZEME. 1,3-DIMETHYL-
BEMNZENE. 1.3-DIMETHYL-

BEMNZENE, 1,2-DIMETHYL-

1.3-CYCLOPENTADIENE, 5-1-METHYLETHYLIDENE}-
BENZENE, 1,2-DIMETHYL-
BENZEME, 1,2-DIMETHYL-
BEMZEME. 1,3-DIMETHYL-

CYCLOPENTENE, 1-ETHENYL-3-METHYLENE-

R EETER ]
en

226
81 EA5 aTTi2

CAS
25476
103-38-2
103-38-3
a5-47-6
106-42-3
103-38-2
103-38-2
106-42-3
106-42-3
108-42-2
108-42-3
2175810
25-47-6
a5-47-6
103-38-2
108-42-3
a5-47-6
100-41-4
100-414
G1142-07-2
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System

TERHEXD2? acquired on 10-52p-2008 at 21:58:27

Sample [D:
13342508 TIC
4.08 3.80e8
10 Area
%
22‘;%?1[:2 5771282
: 3874
r 1134462
3348
T T T T T T T T T T T T RT
1D.00 20.00 30.00 40.00 50.00 G0.00
Base Peak: 431, Base Peak Intensity: 15838 Library: MIST, Entry: 16518 Forward Fit: 875 Rewerse Fit: 804

TERHEX03 1058(12.703) Secan El+
1.56e4
IDE—435?
| [71
1 25
7 JQ ag
E,,‘?,,,,,,,,,,,,,,,m;’z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

100+ 57

1
F—

=] &

T T T T
S
L )

o
4w
=

LA R Ll R i Rl ] Gl ikl b L Rk b Ll L
150 200 250 300 350 400 450 500

Library: MIST, 168518: 18519 Forward Fit 275 Reverse Fit 304
Compound: HEPTADECAMNE, 2,8,10,14-TETRAMETHYL-, Moleculs

255

fz

Compound: HEFTADECANE, 2.6,10,14-TETRAMETHYL-, Maolecular Weig

Mo structure

Compound Name
HEPTADECAME. 2,6,10,14-TETRAMETHYL-
DECAME, 2.5 6-TRIMETHYL-
DECAME, 2,8.7-TRIMETHYL-
HEFTADECAMNE. 2 8-DIMETHYL-
DECAME, 8-ETHYL-2-METHYL-
HEPTADECAME

DECAME, 2,8.6-TRIMETHYL-
EICOSANE

DECAME. 2.4 6-TRIMETHYL-
DECAME, 2,8.B-TRIMETHYL-
OCTADECAME

UNDECANE

HEFTADECAMNE

DOCOSANE

HEXADECAME

TRICOSANE

PENTACOSANE

TRIDECAMNE. 3-FROPYL-
TETRADECANE

DODECAME

FOR rev Entry CAS

B75  ol4 16519 1B344-37-1
BGE  oDE6 16384 &2108-23-0
B850 280 16475 62108-25-2
B850 286G 16461 54105-67-8
855 @24 16450 B62108-21-8
B8R4  BB1 112321 820-T8-T

BR2 BB4 168487 62108-24-1
B46 E74 100630 112-85-8

B45 8B2 5815 62108-27-4
B43 BTEB 168481 62108-28-3
B40 B8B 112329 503-45-3

B35 &73 112395 1120-214
B35 862 100557 829-78-7

834 252 100880 629-97-D

B30 853 112408 B544-T8-3

B30 B85B 10DG02 B38-67-5

820 857 100867 &29-98-2

820 852 16558 55045-11-@
828 8BS 112355 620-58-4

B2B  BH1 112317 112-40-3
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fisons Instruments VG ORGAHNIC, MS Data System
TERHEXD2? acquired on 10-5ep-2008 at 21:58:27
Sample 1D:
13342508 TIC
4 08 3.88e=8
100 ¢ Area
%
22‘1‘%?1[:2 5771382
; 38.74
/ 1134482
3348
T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 G0.00

Base Peak: §7.13, Base Peak Intensity: 21160

TERHEXD3 1588(17.658) Scan El+
57 2.12e4
100
3
3% 71
a5
113
0 B -

L RS LA kL) Rk b Rkl Rl L] Gy chhl bl Rl b Ll bkl ML
50 100 150 200 250 200 350 400 450 500

Library: MIST, Entry: 112321

Forward Fit: 204 Reverse Fit: 028

Compound: HEPTADECANE, Molecular Weight: 240

Library: MIST, 112321: 112321 Forward Fit 904 Reverse Fit- 820 Mo structure
Compound: HEPTADECANE, Molecular Weight: 240
57 255
100
71
-
as
oo 113
141
0y |'1|'|/|'f|'| Frebrrr T iz
50 100 150 200 250 200 350 400 450 500
Compound Name FOR rev Entry CAS
HEPTADECAME 904 820 112321 E29-TB-T
EICOSANE BOT @22 100630 112-25-8
QOCTADECANE B8 @21 112322 S503-45-2
HEPTADECAME, 2.8-DIMETHYL- B4 Q23 16487 54105-67-2
TETRADECANE B91 @30 112358 @29-504
HEPTADECAME, 2,6,10,14-TETRAMETHYL- B3D @20 16512 1B344-37-1
HEPTADECAME B8B 913 100557 @&29-T8-T
DECANE, 2.8.8-TRIMETHYL- EZE @24 16481 £2108-28-3
DOCOSANE EB2T @12 100680 &29-27-D
DECAME, B-ETHYL-2-METHYL- BT 853 16450 &2108-21-8
DECAME, 2,8.7-TRIMETHYL- 886 81B 16475 &2108-25-2
PENTACOSANE E24 Q0D 100687 £29-20-2
TRICOSANE E24 @B 100682 &33-87-5
DECAME, 2.8.6-TRIMETHYL- EB23 E2D 16487 €2108-24-1
DECAME, 2 4 6-TRIMETHYL- B30 @20 5615 &2108-27-4
HENEICOSAME BT @21 100855 £29-24-7
DECAME, 2.5.6-TRIMETHYL- E77 @20 16384 £2108-23-0
TRIDECAME, 3-PROPYL- E76 EB9D 16538 55045-11-2
OCTACOSANE 872 @16 100620 &30-02-4
TRICOSANE B71 @15 100681 @&38-67-6

Printed On 11-5ep-08 at 12:46
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERHEXD2? acquired on 10-52p-2008 at 21:58:27
Sample [D:
13342508 TIC
4 08 3.28e8
101 Area
%
22‘;%?1[:2 5771382
; 38.74
7 1134482
3348
T T T T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 G0.00

Basze Peak: 74.11, Base FPeak Intensity: 41830

Library: MIST, Entry: 115477

Forward Fit: 204 Reverse Fit: 925
Compeund: 8-0OCTADECENOIC ACID, 124{ACETYLOXY}, METHYL EST

TERHEX03 3323(33.476) Secan El+
4.10e4
100+ 74
1 e
943
55
] a7
T Ao 235,210 .
Ll Wk Lk aiad ) ks Ul ) ks G ek ) o bk i st Lt LT
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Library: MIST, 115477: 115477  Forward Fit 904 Reverse Fit: 825 Mo structure
Compound: 8-0CTADECENMEIgACIERH 2-(ACETYLOXY)-, METHYI
74 255
100+
] 87
%_
1 &85
] ” ‘Ta 227
1 185 230
0 |'| dllll |I i |l Frpr e miz
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Compound Name FOR rev Entry CAS
B-OCTADECENOIC ACID, 12-{ACETYLOXY)-, METHYL ESTER. [R-(Z)} Q04 025 115477 140-024
TRIDECAMNOIC ACID, METHYL ESTER 802 851 115433 1731-88-0
PENTADECAMOIC ACID, 14-METHYL-, METHYL ESTER E24 @11 115451 5128-80-2
HEXADECANOIC ACID, METHYL ESTER E77 8l 112-28-0
HEXADECANDIC ACID, 13-METHYL-, METHYL ESTER E72 @dB §020-04-0
PENTADECAMOIC ACID, 14-METHYL-, METHYL ESTER B72 20P 115450 5128-50-2
PENTADECAMNOIC ACID, METHYL ESTER BGD 212 115484 71325441
UNDECANQIC ACID, METHYL ESTER BGE  B42 115430 1731-86-2
HEXADECANOIC ACID, METHYL ESTER BT EBEB 115417 112-38-D
NOMADECAMOIC ACID, METHYL ESTER BGE BOT 115447 1731-84-3
METHYL TETRADECANOATE BG5S @21 115458 124-10-7
TRIDECAMNOQIC ACID, METHYL ESTER B85 210 115434 1731-88-0
HEXADECANOIC ACID, METHYL ESTER B84 EBQ4 28334 112-28D
HEXACOSANOIC ACID, METHYL ESTER 880 @12 115437 So02-824
DODECAMNOIC ACID, METHYL ESTER B55 @0B 115481 111-820
HEPTACOSANDIC ACID, METHYL ESTER 853 801 115372 55082-01-2
NOMADECAMQIC ACID, METHYL ESTER B50 B4 115445 1731-24-2
PENTADECAMOIC ACID, 14-METHYL-, METHYL ESTER 840 ET1 28400 5128-80-2
EICOSANOIC ACID, METHYL ESTER B45 BB3 28356 1120-2841
PENTADECAMNOIC ACID, METHYL ESTER B4 211 115483 71325441
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System

TERHEXD3 acquired cn 10-Sep-2008 at 21:58:27

B ASARE A R R A R Wl R R ikl A W Rl
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Library: MIST, 113722: 113722 Forward Fit 858 Reverse Fit: 888
Compound: 8,12-0CTADECADIENOIC ACID, METHYL ESTER. (E.

255
100+
%_
] 110 440
0- ! T brrprert e Mz

LI R Al B S A Ul Rl |
200 250 300 350 400 450 500

Sample [D:
13342508 TIC
4.0 3.88e8
10 Area
%
22125[:2 5771362
454 38.74
4 1134462 .
3348
T T T T T 1 1 1 T U T RT
10,00 20.00 30.00 40.00 50000 G0.00
Base Peak: 87.05, Base Peak Intensity: 8807 Library: MIST, Entry: 113722 Forward Fit: 253 Rewerse Fit: 838
TERHEX02 3875(38.586) Sean El+| | Compound: 8,12-0CTADECADIENCIC ACID, METHYL ESTER, (E.E} Ma
67 B.80e3
100+
5g{ 8
%_
] a5
7 6
p 121
B 150 204
0 J"{‘ .t 4 fri Mz

No structure

Compound Name

0.12-0CTADECADIENQIC ACID, METHYL ESTER, (EE)
T.10-HEXADECADIENOIC ACID, METHYL ESTER
12-OCTADECADIENOIC ACID, METHYL ESTER
E-11,Z-13-0OCTADECATRIENE
12-0CTADECADIENOIC ACID (2,2}, METHYL ESTER
12-HEXADECADIENOQIC ACID, METHYL ESTER
E-3.Z-11-HEXADECATRIEME

17-OCTADECADIEMAL, (Z)}-

11-OCTADECADIENOIC ACID, METHYL ESTER
E-11.Z-13-HEXADECATRIENE
12-0CTADECADIEM-1-0L, (Z.Z¢
-11{12-CYCLOPROPYL)DODECEN-1-0L
E-8,Z-10-HEXADECATRIEME

4 5-NOMADIEME

0.12-0CTADECADIENQIC ACID, METHYL ESTER, (EE)
B-TETRADECYMOIC ACID, METHYL ESTER
1,E-8,Z-10-PENTADECATRIENE
(Z)6.(Z)8-PENTADECADIEM-1-0L
BICYCLO[10.1.0)TRIDEC-1-ENE
1.5-CYCLODODECADIENE, (ZZ}

B
1
B
g
1
B
B
1
g
E
1

FOR rev Entry CAS

EB58  BED 113722 2580-97-4
E31 B&1 21120 16108-D3-2
20 B&1 21420 2482-85-3
EB24 BG2 21137 B0825-38-1
801 B5T 113845 112-530
TET BAT 21336 2482-20-3
TET BST 21093 B3432-53-0
786 B53 21330 56554-35-2
T84 B33 113827 56599-53-T7
786 BS6 21530 B0E34-07-5
TBG 880 2240 50E-434
783 B56 21875 1000130-75-2
782 B4B 21134 B0825-33-B
T8O BET 21401 B21-T4-D
773 B10 113735 2580-97-4
771 BOS 2310093 55538-60-8
770 837 21132 B0825-32-T
770 B41 21037 TTA98-11-T
787 810 113730 54768-01-8

78T BT 21224 21821177

Printed On 11-5ep-08 at 12:46
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fizsons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERHEX02 acquired on 10-5ep-2008 at 21:58:27
Sample |D:
13342508 TIC
406 3.28e8
1004 1 Area
%
22;%_?1[!2 5771382
’ 38.74
e 1134462
3348
T T T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 G0.00

100
By 23g5
] ma

] 121

IJL

[:_

Base Peak: 78.12, Base Peak Intensity: 77308
TERHEXD3 389?(38.?41:1

Scan El+
T.72ed

153 2:IIZI 25[! 3[![!

Ci‘:l 4:IIZI 45[! 500

T miz

Forward Fit 840 Reverse Fit 958

Libeary: NIST, Entry: 30528

Forward Fit: 240 Reverse Fit: 956
Compeund: 9,12,15-0CTADECATRIENOIC ACID, METHYL ESTER, (Z.2

Library. M.:.T, 33525. 30526 No structure
Corrpound: 9,12 15-0CTADECAERIENOIC ACID, METHYL ESTER
255
IDII!—
%_
4 138
7 153
|:— f i F : iz
153 2:||:| 250 3[![! Ci‘:l 4:||:| 45[! 5[!3
Compound Name FOR rev Entry CAS
B8.12.15-0CTADECATRIEMOIC ACID, METHYL ESTER, (Z.Z.Z} 40 856 30526 301-00-8B
11,14 17-EICOSATRIENOIC ACID, METHYL ESTER @26 842 30402 55082-B3-T
METHYL (Z}-5.11.14.17-EICOSATETRAENOATE 805 @17 30527 50142-01-8
8.12.15-0CTADECATRIEM-1-0L, (ZZ.Z} 850 @26 30403 S508-44-5
7.10.13-HEXADECATRIENOIC ACID, METHYL ESTER 244 ETD 30401 56554-30-4
17-0CTADECEN-14-YNOIC ACID, METHYL ESTER 810 B33 31214 1B202-18-2
T7.10.13-EICOSATRIENOIC ACID, METHYL ESTER TEB B3P 21388 30223-51-9
8.12.15-0OCTADECATRIENOIC ACID, ETHYL ESTER, (222} 786 852 30528 1191-41-9
1.3.14,16-NONADECATETRAENE T8@ 855 21106 1000131-11-2
6.0 12-0CTADECATRIENOIC ACID, METHYL ESTER TG B13 113822 2678-41-7
17-0CTADECEN-14-YMN-1-0L T8EG B3IFT 31215 1B202-28-3
SULFURIC ACID, 5.8.11-HEPTADECATRIENYL METHYL ESTER 785 837 230684 56554-67-T
6-TRIDECENOIC ACID, 13-{2-CYCLOPENTEN-1-¥L}, METHYL ESTER 783 83D 21385 24828-60-2
1.6 8-TETRADECATRIEME T81 B35 2405 61233-T1-4
6.8.12.15-DOCOSATETRAENOIC ACID, METHYL ESTER T8 B2D 1781 17304-34-0
5.8.11-HEPTADECATRIEMOIC ACID, METHYL ESTER TET B14 21351 Z2117-D3-4
1.5.8,13-TETRADECATETRAENE 763 854 21188 514a7-33-8
4,7.10-HEXADECATRIEMOIC ACID. METHYL ESTER 760 825 21329 17384-31-7
BICYCLO[10.1.0]TRIDEC-1-ENE TET BOD 113730 B54786-01-5
B.11.14-EICOSATRIENDIC ACID, (ZZZ} 762 Bl 2335 1783-B4-2
Print=d On 11-5ep-03 at 12:46 Page 2of &
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System

TERMETOZ2 acquired on 11-5ep-2008 at 00:28:45

Sample [D:
TIC
Rt 3.2028
10 1 Area
58438382
408
%1 5241054 4058730
12318502~ 27 pa1s02 33.48 3635524
17.85 40.04
248 . - P
T T T T T T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 G0.00

Base Peak: 81.15, Base Feak Intensity: 23072

TERMETDZ 110(4.082) Scan El+
o1 23124
100
%] 108
1 g
:4&1 T 107
Oty l‘, trm iz

A R L A R R LAl L] L b Uk L] ] i |
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Library: MIST, 117387: 117387 Forward Fit 728 Reverse Fit: 753
Compound: BEMZEMNE, 1,3-DIMETHYL- , Molecular Weight: 106

Library: MIST, Entry: 117387
Compound: BENZENE, 1,3-DIMETHYL-

Forward Fit: 729 Reverse Fit: 753
Maolecular Weight 106

Mo structure

255
100+ g
7 108
%_
_3191 1T 107
0 LR R A M bk it Ll M ke L) Lkl btk i i e e e B
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Compound Name CAS
BENZEME, 1,3-DIMETHYL- 108-38-3
BENZEME, 1,2-DIMETHYL- 25-47-6
P-XYLEME 10E-42-3
P-X¥YLEME 10E8-42-3
BENZEME. 1,3-DIMETHYL- 108-28-3
1,3-CYCLOPENTADIEME, 5-{1-METHYLETHYLIDEME} 2 2175218
ETHYLBENZEME 100-41-4
BENZEME, 1,2-DIMETHYL- 25478
ETHYLBEMZEME 100-414
1.3-CYCLOPENTADIEME, 5-{1-METHYLETHYLIDEME} 2175-21-8
2 4-0CTADIYNE 2B09-T1-4
24-0CTADIYNE 2B09-T14
1.3-CYCLOPENTADIENE, 5-(1-METHYLETHYLIDEME} 1 1 2175-21-8
1.6-HEPTADIEM-3-YNE, 5-METHYL- 5@0 §20 236408 1000142-T1-3
PHEN-1,2-DIOL. 4-[2-NITROETHENYL]-, 1-0-BENZYL{ETHER) 552 525 36795 1000128-72-G
1-NITRO-4-PROPYLBEMZENE 522 540 38328 10342-50-3
2-NITROPHENYL-.BETA_-PHENYLPROPIONATE 515 &15 46545 1000128-32-8
BENZEMEACETALDEHYDE. ALPHA.-METHYL- 512 533 110105 93-52-8
5-METHYLENE-2-NORBORNEME 506 801 113841 6B4-81-7
2.6-DIBROMOPHEMYL BETA.-PHENYLPROPIOMATE 503 534 46541 1000128-34-0
Printed On 11-52p-03 at 10:27 Page 1of 12
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERMETOZ acquired on 11-Sep-2008 at 00:28:45
Sample ID:
24535172 3 2;-5
10 3878 Area
50438302
4.09
% 5241054 4053730
123102 07 m41802 3348 3538524
40.04
Bae 785 P
T T T T T T T T RT
0.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Base Peak: 81.14, Base Peak Intensity: 26837

TERMETO2 158(4.459) Scan El+
at 2 BRed
100
% 106
44

52 107
by ez .
L RhAd Wt R G e bl vk R A i R Ry Wt i i L ML
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Library: MIST, 117401: 117401 Forward Fit 245 Reverse Fit: 881
Compound: P-XYLENE . Molecular Weight 108

. 255
100 2
106
%
51 77| 107
o |L"il 1 miz

4
LI R ol il il i i Ry W i A |
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Library: MIST, Entry: 117401
Compound: P-XYLENE . Molecular Weight: 106

Mo siructure

Forward Fit: 245 Reverse Fit: 891

Compound Name CAS
P-XYLEME 10E8-42-3
BEMZEME. 1,3-DIMETHYL- 108-28-3
BEMNZEME. 1,2-DIMETHYL- 25-47-6
P-XYLEME 108-42-3
BENZEME. 1,3-DIMETHYL- 108-38-3
P-XYLEME 10E8-42-3
BEMZEME. 1,3-DIMETHYL- 108-28-3
P-XYLEME 108-42-3
P-XYLEME 108-42-3
BEMZEME. 1,3-DIMETHYL- 108-28-3
BEMZEME. 1,2-DIMETHYL- 25478
ETHYLBENZEME 100-41-4
BEMZEME. 1,3-DIMETHYL- 108-38-3
P-XYLEME 108-42-3
BEMZEME. 1,2-DIMETHYL- 25478
ETHYLBENZEME 100-414
BEMZEME. 1,2-DIMETHYL- 25476
ETHYLBENZEME 100-41-4
BEMZEMEETHAMNOL, ALPHA. BETA -DIMETHYL- £2088-22-4
BEMNZEMEETHAMNOL, .ALPHA. BETA -DIMETHYL- £2088-22-4
Printed On 11-5ep-08 at 10:27 Page 2 of 12
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Fizons Instruments VG ORGANIC, MS Data System

TERMETODZ acquired on 11-53ep-2008 at 00:28:45

Sample ID:
24835172 2o
38 70 =oe
101 Area
58435382
4.0
Yo 5241954 4053230
1231502 %7 eetsoz 33.43 2535524
40.04
0.48 N /IT.ES P
T T T T T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 4000 50000 60.00
Base Peak: 132.99, Base Peak Intensity: 2800 Library: NIST, Entry: 60225 Forward Fit: §30 Reverse Fit: 308
TERMETD2 210j4.0285) Sean El+| | Compound: OXIME-, METHOXY-FHENYL-_ . Molecular Weight: 151
8.00e3
100 133
151
% 32
&0
T2 152
108
207
o i il + ki g

[l Rl Ll B AR Rl Wit Rkl Bl Ut A |
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Library: NIST, 80225: 60225

100 133
151
%
2 7377 152
o I.IL‘I |

Forward Fit 30 Reverse Fit: 508
Compound: OXIME-, METHOXY-PHENYL-_ . Molecular Weight: 15

No siructure

255

iz

kB Al R Wi Rk U i b b Wi L L
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Compound Name
QXIME-. METHOXY-PHENYL-

THIAZOLE, 4 5-DIHYDRO-2-{METHYLTHIO)-

RHODANINE
RHODANINE
RHODANINE
RHODANINE
D-GLUCOSAMINE. DIETHYLMERCAPTAL

FOR rev Entry
630 ED0 60225
406 ©84 Spoz4
386 586 122115
a77 538 58011
368 518 122116
350 BAT 122117
230 424 67455

CAS
1000222-96-6
10075-58-5
141-84-4
141-84-4
141-84-4

BENZALDEHYDE, 4-METHOXY-, OXIME, (Z}- 326 700 60224 3T17-22-4
THIOUREA, DIMETHYLAMINOMETHYL 326 476 18474 1000216-05-0
2-HYDROXY-5-[N M-DIMETHYLAMINOMETHYL)EENZOIC ACID 323 452 50027 1000211-90-D
BENZALDEHYDE. 4-METHOXY-, OXIME, (E} 213 &80 Soodg ITT-21-3
3.4-DIHYDRO-1-METHYLPYRROLO[1.2-AJPYRAZINE 302 557 60603 1000223-33-F
2-CHLORO-N N-DIMETHYL-ACRYLAMIDE 208 440 24811 71384-54-0
5-KETOFRRUCTOSE 200 /40 5048 30237-28-4
1.3.4-THIADIAZOLE-2(3H}-THIONE, 5-AMIND- 283 B40 122120 2340870
ALPHA-T-BUTYL-O-METHOXY- ALPHA -METHYLEENZYL ALCOHOL 277 B81 67794 53847-38-5
P-METHOXYBENZAMIDE 276 428 122420 3424839
B-AZABICYCLO[3.2.1]OCT-2-ENE, 4-{0-(N-METHYLCARBAMYL )HYDROXYIMINO}-7T-TOSYL-B-METHYL- 276 477 60108 1000211-47-4
4,6-DIMETHYLTHIOPICOLINAMIDE 272 440 20212 1000227-18-6
2-METHOXYBENZAMIDE 234 374 GDS1T 2430-TT-2
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERMETO2 acquired on 11-Sep-2008 at 00:28:45
Sample [D:
- TIC
e 3.28e8
10 it Area
5o438302
408
% 5241854 4052730
12350z o s41802 3348 3535524
17.65 40.04
.48 % gl )
T T T T T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 4000 50000 60.00
Base Peak: 42.92, Base Peak Intensity; 35126 Liberary: MIST. Entry: 57202 Fonward Fit: 548 Rewerse Fit: 811
TERMETDZ T07(2.484) Sean Ei+| | Compound: 3H-PYRAZOL-3-ONE, 24-DIHYDRO-2,4,5-TRIMETHYL- . Mol
3514
10 A3
=5 126
! IBL312512?
Oy b Sk Rl R il W WD vitd W R b b Wi b R LU
50 100 160 200 250 300 350 400 450 500
Library: MIST, 57202: 57202 Forward Fit: 548 Reverse Fit: 811 No structure
Compound: 3H-PYRAZOL-2-ONE, 2.4-DIHYDRO-2.4 5-TRIMETHY!
128 2558
100 =5
ke
83
J 68| 128107
0=t b e ——- i
50 100 150 200 250 300 350 400 450 5040
Compound Name FOR rev Entry CAS
3H-PYRAZOL-3-ONE, 2 4-DIHYDRO-Z4 5-TRIMETHYL- 848 611 57202 17826-82-3
2{5H}-FURAMONE. 3.5.5-TRIMETHYL- 535 580 BO36 S50595-50-0
2-HYDROXY-3 E-DIMETHYLCYCLOPENT-2-EN-1-ONE 512 613 111454 218348830
2H-PYRAN, 3 4-DIHYDRO-8-METHYL- 03 723 5311 16015-11-5
2{EHHFURANONE, 3.5.5-TRIMETHYL- 484 5TE 110240 S0598-60-D
2 4-PENTANEDIONE, 3-DIAZ0- 471 580 4898 20297-21-5
1.2 4-CYCLOPENTANETRIONE, 3-METHYL- 453 508 57208 4505-54-3
T-DODECEN-8-OME 423 485 14654 32084-TE-D
1.2 4-CYCLOPENTANETREIONE, 3-BUTYL- 404 431 G83657 46005-D0-B
IMIDAZOLE, 2-ACETAMIDO- 3868 435 32806 1000128-074
ALPHA -L-GALACTOPYRAMOSE. 8-DEOXY-, CYCLIC 1,2:3 4-BIS{BUTYLEOROMATE) 384 427 57252 53328-53-3
1.3 2-0XAZABOROLANE4-CARBOXYLIC ACID, 2-BUTYL-. METHYL ESTER. L- 381 412 57251 31970-40-8
1-DODECANOL, 3.7 11-TRIMETHYL- 350 3BB 112488 6750-34-1
2-HEPTEMNE, 2 3-DIMETHYL- 350 38D 14228 3074042
CYCLOHEXANE, 1.3.5-TRIMETHYL-2-OCTADECYL- 348 385 56785 55282-34-3
1-HEXADECANOL, 3.7.11,15-TETRAMETHYL- 346 386 112305 S45-T2-7
3-HEPTEME, 2 6-DIMETHYL- 34 37D 13825 IZ738-1B-3
2 6-DIMETHYL-4-HEPTYL METHYLPHOSPHONOFLUORIDATE 336 350 22885 10002168-71-0
1-DODECANOL, 3.7.11-TRIMETHYL- 3Z7 353 16085 &750-34-1
1-HEXADECANOL. 3,711 15-TETRAMETHYL- 325 375 16375 845727

Printed On 11-Sep-03 at 10:27 FPage 4 of 12




Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fizons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERMETODZ acquired on 11-53ep-2008 at 00:28:45
Sample ID:
24635172 3 2;-5
10 38.79 area
Fo432302
4.09
% 5241054 4058730
1231502 7 p4ta02 3348 3535524
40.04
0.48 N /IT.ES P
T T T T T T T T T RT
0.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Baze Peak: 43.08, Base Peak Intensity: 121816

TERMETODZ 802(11.273) Scan El+
1.892e5
100 43
3% 4
5 401 1]‘4
Do A mie
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Library: MIST, 108420: 108420 Forward Fit 747 Reverse Fit 782
Compound: 4H-PYRAN-4-ONE, 38-DIHYDRO-3.5-DIHYDROXY-8-1

255
100 43
4
144
% 10
5
L] l 145
L L L Ll i M T 1 miz
50 00 150 200 250 300 350 400 450 500

Library: MIST, Entry: 108420 Forward Fit: 747 Reverse Fit: 782
Compound: 4H-PYRAN-4-OME, 2, 3-DIHYDRO-3.5-DIHYDROXY-6-METH

No siructure

Compound Name FOR rev Entry CAS
4H-PYRAN-4-0MNE, 2, 3-DIHYDRO-3.5-DIHYDROXY-6-METHYL- 747 782 100420 28584-83-2
4H-PYRAN-4-0ME, 2, 3-DIHYDRO-3.5-DIHYDROXY-6-METHYL- TO3 TIT 4836 28534-83-2
1.3-DIOXANE, 2 4-DIMETHYL- 625 788 13583 TEG-20-1
N-{1-METHO XY CARBONYL-1-METHYLIETHYL-4-METHYL-2-AZA-1,3-DIOXANE 568 616 64753 1000146-41-F
3(2HHFURANOME, DIHYDRO-2-METHYL- 561 6855 108070 2133-00-9
1.3-DIOXOLANE, 2.4, 5-TRIMETHYL- 54T 8221 4770 2200-22-0
HEXANCIC ACID, 2-ACETYL-, ETHYL ESTER E10 &6 TYaT 1540-200
3.3-DIMETHYL-4-HEPTANOL 501 521 13547 10542-78-1
2-PROPYL-TETRAHYDROPYRAN-3-0OL 496 514 10035 10001844580
3-HEXANOL. 3.5-DIMETHYL- 424 583 114874 4200-21-0
BUTAMEDIOIC ACID, ETHYL-, DIMETHYL ESTER 422 510 43072 14035-05-1
5-METHYL-4-OCTANOL 490 550 14034 50734-23-5
2-BUTAMOL, 3-2 2-DIMETHYLPROPOXY - 470 550 24457 T4703-6G8-1
3-HEPFTAMNOL, 2 4-DIMETHYL- 478 585 114370 10549-72-5
PENTAMOIC ACID, 2-{AMINOOXY - 478 @17 13555 5600-85-3
3-HEXANOL. 3.5-DIMETHYL- 473 554 114016 4209-21-0
3-HEPFTAMNOL, 3-METHYL- 472 £43 25625 5532-82-1
2-BUTANOL, 3-{1-METHYLBUTOXY 468 541 11779 T4310-43-8
3-HEPTANOL, 2-METHYL- 484 544 114820 5582-82-1
3-ETHOXYPROPIOMIC ACID 4861 540 28527 1000132-02-0
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERMETD2 acquired on 11-5ep-2008 at 00:28:45
Sample |D:
24835172 Tic
26 70 3.28=8
101 | Area
50432302
409 s
¥ 7 "2141 29?5“ 4858230
1231502 241802 33.48 3535524
17.65 40.04
B4g P P
T T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 G0.00
Base Peak: 43.01, Base Peak Intensity: 33352 Library: MIST, Entry: 5837 Forward Fit: 583 Rewerse Fit: 843
TERMETO2 1184(13.858) Scan El+| | Compound: ACETAMIDE. N-{AMINOIMINOMETHYL}- . Molecular Weight
3344
100 42
kL

8061 103
[ M =

LRkl A A R L) R Rkt L L) G vk R L Rkl b wbl L
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Forward Fit 583 Reverse Fit 643

Library: NIST, 5837: 6837 Ma structure
Compound: ACETAMIDE, N-{AMINOIMINOMETHYL)- . Molecular V
43 255
100
%
5
0
1
L Miahd L L s Ak WA Ll LA Wk L Ll ks Ak b i sk et i B
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Compound Name FOR rev Entry CAS
ACETAMIDE, N-[AMINOIMINOMETHYL ) 583 B43 5837 5609-4D-1
ACETIC ACID. ANHYDRIDE 565 685 100431 108-24-7
ISOSOREIDE DINITRATE 498 583 5056 BT-33-2
1.3-0XATHIOLAME, 2-ETHYL-2-METHYL- 4756 545 20005 &712-268-1
ADONITOL 420 443 20282 1000120014
D{+-MANNOSE 417 444 25372 1000128-96-7
L-GLUCOSE 411 440 25333 921-50-8
1-NITRO-1-DECXY-D-GLYCERO-L-MANNCHEPTITOL 387 424 25336 1000126-07-1
XYLITOL 3B6 433 113452 ET-00-D
2R, 35-81.3 4-TRIHYDROXY-2-BUTOXYMETHYL]GUANINE 385 415 10652 1000211-80-3
CYCACIN 371 401 25474 1000126-55-7
D-GLUCOMNO-1,4-LACTONE 360 288 25816 1000120-91-1
THIACYANIC ACID 3-0X0BUTYL ESTER 355 278 24402 1000216-04-0
D-GLYCERO-L-GLUCO-HEPTOSE 352 270 25330 1000130-14-6
GLUCOMIC ACID 343 374 36235 1000132-42-7
ACETAMIDE, N-{AMINOCARBONYL} 342 415 4791 5081-071
N-ACETYL-N-BUTYRYLUREA 332 280 7743 1000112-21-D
L-SORBOSE 327 250 25702 BT-TR-B
1.3-0XATHIOLANE, 2-ETHYL-2-METHYL- 322 380 113435 6712-2641
D-GLUCOMNIC ACID DIMETHYLAMIDE 318 341 25073 1000127-52-8

Printed On 11-5ep-03 at 10:27
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fisons Instruments VG ORGAMNIC, MS Data System
TERMETO2 acquired on 11-Sep-2008 at 00:28:45
Sample [D:
TIC
s 32008
1o | Area
So438302
4.09
%: 5241854 4058230
1231502 27 p4ts02 3348 3535524
40.04
0.48 & ,1?.35 5
T T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Base Peak: 43.05, Base Peak Intensity: 4470

TERMETDZ2 1287(14.885) Scan El+
a3 4 4723
10
-
5 114
5“‘5 Ll,:zﬁ
° 144 208 281
hl|""|"|l R s e R b L g B TS
60 100 150 200 250 300 353 400 450 500

Library: MIST, 108788: 108788 Forward Fit 487 Reverse Fit: 852
Compound: 2-HEXEN-1-0OL. ACETATE. (E)-. Molecular Weight: 142

2558
10 43
k-
Eﬁ"az
TLJ’r'”{'
o e e miz
B0 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Library: MIST. Entry: 108786 Forward Fit: 487 Reverse Fit: 852
Compeoand: 2-HEXEN-1-0L. ACETATE., (E}-. Molecular Weight: 142

Mo structure

Compound Mame

2-HEXEN-1-OL, ACETATE. (E}-
2-HEXEN-1-OL, ACETATE. (Z}
2-HEXEN-1-0L, ACETATE. {E}-

ACETIC ACID, 3-METHYL-6-0X0-HEX-2-ENYL ESTER
T-OCTEN-2-OME

3-HEPTEN-2-ONE. 5-METHYL-
3-PENTANONE, 2 4-DIMETHYL-
3-HEXEN-2-OMNE, 3 4-DIMETHYL-
2-PENTANOMNE, 4 4-DIMETHYL-

COCTANE

CYCLOPENTANE, 1-ACETYL-1,2-EPOXY-
2-HEXENE, 1-{PENTYLOXY)-, (E}
5-OCTEN-Z-OME, (Z}-

2-HEXANONE, 4-METHYL-

MOMANE, S-BUTYL-

1-HEXENE, 3-CHLORDO-

2 4-DIMETHYL-1-HEPTENE

ACETIC ACID, 3-METHYL-6-0X0-HEX-Z-ENYL ESTER
HEXAME, 2.5-DIMETHYL-
1-HEPTANAMINE. N-HEPTYL-MN-NITRO-

FOR rev Entry

487 G582 100738

483 701 100733 5

47D &386 6008

458 &28 110048

450 &880 6786 3684-80-8
430 608 13501 S080-164
434 T31 100870 S565-80-0
428 HRE2  B131 1635025
427 5B0 10BENE SB0-50-1
470 &80 110051 111-85-8
414 586 5271 1000186-28-5
443 844 16345 56052-82-5
413 8D5 8037 T4810-53-0
412 SET 108738 105-420
411 @01 100848 17312-83-8
411 570 1725 53101-33-5
408 &34 6200 10548-87-2
407 &76  TOOT IZ7H72-B0-D
406 520 112431 582-13-2
406 561 4157 55030-32-5

Prnted On 11-Sep-08 at 10:27
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System

TERMETD2 acquired on 11-52p-2008 at 00:28:45
Sample |D:

24635172 Tic
26 70 3.20=8
10 | Area
58438302
4.00
%1 5241854 4053730
1231502~ 12T eais02 33.48 36356524
17.65 40.04
o.48 N P P
T T T T T T T T T T T T RT
1D.00 20.00 30.00 40.00 50.00 G0.00
Base Peak: 5718, Base Peak Intensity: 54271 Library: MIST, Entry: 112358 Forward Fit: 827 Rewerse Fit: B41
TERMETD2 1567(17.646) Sean Ei+| | Compound: TETRADECANE, Molecular Weight: 188
5.43e4
100+ 57
]
11|71
%_
1] |es
: ga 113
I3||i|'(||||||||||||||||"|'|-"z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Library: MIST, 112358: 112358 Forward Fit 827 Reverse Fit 841 Mo structure
Compound: TETRADECAME, Molecular Weight: 188
57 255
1007 | |74
E 85
%_
7 g113
] Li e
L k] Lk LA (i Ak WA Ll ) Wk b Ul ks U b i sk it i B
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Compound Name FOR rev Entry CAS
TETRADECAME 927 841 112358 620-504
EICOZANE 218 @36 100830 112-85-8
HEPTADECAMNE 17 837 112321 828-7E-7
DECAME, 8-ETHYL-2-METHYL- 217 @57 16450 62108-21-8
CCTADECANE 213 831 112320 503453
HEMEICOSAMNE 211 @28 100856 620-84-7
HEFTADECAMNE. 2,6-DIMETHYL- 208 @30 16481 5410567-B
DOCOSANE @06 @23 100880 6208-87-0
CCTACOSANE 206 @22 100820 G30-024
PENTACOSANE 205 @22 1008AT 620-80-2
TRICOSANE 204 @22 100831 638-57-5
HEPTADECAME. 2,6,10,14-TETRAMETHYL- 202 235 165192 18344-371
HEPTADECAMNE @01 @20 100557 628-78-7
HEPTACOSANE 200 917 100842 503407
TRICOSANE B0 @17 100882 638-57-5
PENTACOSANE @B @15 10086 620-80-2
DECAME. 2.4, 6-TRIMETHYL- 97 831 5815 62108-27-4
DECAME. 2.8.6-TRIMETHYL- E95 @28 16487 62108-24-1
NOMADECANE B892 @26 112330 620-82-5
DECAME, 2,8,7-TRIMETHYL- 881 Q1B 16475 62108-25-2
Printed On 11-52p-03 at 10:27 Page 8 of 12
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fizsons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERMETO2 acquired on 11-52p-2008 at 00:28:45
Sample ID:
24635172 Tic
26 70 3.28=8
10 | Area
H0438302
409 s
w0 "2141 29?54 4058230
1231502 241802 3348 3535524
17 65 40.04
B4g P P
T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 G0.00
Base Peak: 74.12, Base Peak Intensity: 180428 Library: NIST. Entry: 1 Forward Fit: 824 Reverse Fit: 832
TERMETO2 3323(33.475) Scan El+| | Compound: 8- DCTADE"‘ENDIC ACID, 12-{ACETYLOXY}, METHYL EST
1.88e5
100 74
27
%743
87 143 171 227 270
o miz

50 100 150 200 250 2300 350 400 450 500
Library: MIST, 115477 115477  Forward Fit 824 Reverse Fit: 938 Ma structure
Compound: 3-0CTADECENGEEgATIEGE 2-(ACETYLOXY ). METHY
74 255
100
a7
-
55
3
185 227 230
5 miz
50 100 150 200 250 2300 350 400 450 500
Compound Name FOR rev Entry CAS
B-OCTADECENOIC ACID, 12-{ACETYLOXY)-, METHYL ESTER. [R-(Z]} @24 @30 115477 140-02-4
TRIDECAMNOCIC ACID, METHYL ESTER 903 @254 115433 1731-BB-0
PENTADECAMNCIC ACID, 14-METHYL-, METHYL ESTER E94 @28 115450 5129-80-2
HEXADECANOIC ACID, METHYL ESTER B24 P15 115420 112-22-0
PENTADECAMNCIC ACID, 14-METHYL-, METHYL ESTER B2 @20 115451 5129-80-2
PENTADECAMNOCIC ACID, METHYL ESTER 883 @20 115484 7132-84-1
TRIDECANOCIC ACID, METHYL ESTER B78 @20 115434 1731-BB-0
HEXADECANOIC ACID, METHYL ESTER E70  EBET 118417 112-280
HEXADECANOIC ACID, 13-METHYL-, METHYL ESTER ETE @14 115452 £020-D4-0
HEXADECANOIC ACID, METHYL ESTER B76 807 28354 112-380
METHYL TETRADECANOATE B76 @27 115458 124-10-7
PENTADECAMNCIC ACID, 14-METHYL-, METHYL ESTER E71 EBB1 28400 5120-80-2
UNDECANQIC ACID, METHYL ESTER BGE B46 115430 1731-B6-3
NOMADECANCIC ACID. METHYL ESTER BT EBE 115447 1731-84-3
HEXACOSANDIC ACID, METHYL ESTER B&4 @15 115437 5B02-B2-4
DODECAMOIC ACID, METHYL ESTER B&0 213 115481 111-82-0
HEPTACOSAMOIC ACID, METHYL ESTER B58 @05 115372 55832-01-2
HEPTADECAMNCIC ACID, METHYL ESTER B5T EBEBT 115438 1731-82-8
EICOSANOIC ACID, METHYL ESTER B55 BE2 28356 1120-2B-1
NOMADECANDIC ACID. METHYL ESTER B53 B2D 115445 1731-24-3
Printed On 11-52p-08 at 10:27 Page 9of 12
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009

Fisons Instruments VG ORGANIC, MS Data System

TERMETOZ2 acquired on 11-Sep-2008 at 00:28:45

Sample [D:
24635172 32;-'%
38 70 o
10 Area
58438302
4.09
% 5241954 4053230
1231502 27 gaqamoz 3348 3535524
40.04
0.48 N /IT.EE P
T T T T T T T T T T T T T RT
10,00 20.00 30.00 40.00 50000 G0.00
Base Peak: 87.13, Base Peak Intensity: 43731 Library: MIST, Entry: 113722 Forward Fit: 840 Reverse Fit: 857
TERMETDZ 3380(38.583) Sean El+| | Compound: 8,12-0CTADECADIENCIC ACID, METHYL ESTER, (E.E} Ma
4 37ed

67

miz
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Library: NIST, 113722: 113722 Forward Fit 840 Reverse Fit: 857 Mo structure
Compound: 9,12-0CTADECADIENOIC ACID, METHYL ESTER, (E,
255

e miz
200 250 300 350 400 450 500

Compound Name FOR rev Entry CAS
0.12-0CTADECADIENQIC ACID, METHYL ESTER, (EE) 40 @57 113722 2585974
0.12-0CTADECADIENOIC ACID, METHYL ESTER 210 230 21420 2482-25-3
8.12-0CTADECADIENOIC ACID (Z,Z}-, METHYL ESTER @01 @36 113845 112-83-0
8.12-0CTADECADIEN-1-0L, (ZZ} B34 P51 2340 508434
B.11-OCTADECADIENOIC ACID, METHYL ESTER 880 @20 113827 56598-53-T
T.10-HEXADECADIENOIC ACID, METHYL ESTER EBBT @16 21120 16108-03-2
8.11-0CTADECADIENCIC ACID, METHYL ESTER, (EE) E72 BR2 21120 13038478
(Z)6.(Z)8-PENTADECADIEN-1-0L EB72 @31 21037 7T7A98-11-T
1.E-8.Z-11-HEXADECATRIENE B850 @25 21093 B3433-55-0
E-11(12-CYCLOPROPYL)DODECEN-1-0OL £88 @25 218vY5 1000130-75-2
8.12-0CTADECADIENOIC ACID, METHYL ESTER, (EE) B85 B20 113735 2580974
B.17-OCTADECADIENAL, {Z)}- B84 @21 21330 56554-35-2
1.E-11,Z-13-0CTADECATRIEME 862 B26 21137 B0DG25-38-1
B.12-HEXADECADIENOIC ACID, METHYL ESTER 851 B21 21336 2482-80-3
LINOLEIC ACID ETHYL ESTER E54 Q3T 113840 544-254
[R)-{- - 14-METHYL-E-HEXADECYM-1-0L 853 @10 215097 &4588-18-2
8.12-0CTADECADIENCIC ACID, ETHYL ESTER B4 @21 21411 T619-08-1
Z£.7-8,13-0CTADECADIEN-1-OL ACETATE B48 201 5192 1000131070
13-TETRADECE-11-¥N-1-OL E40 B28 13102 1000131-00-4
B-0CTADECYMNOIC ACID, METHYL ESTER fret:] T 113838 1120-32-7

Printed On 11-5ep-08 at 10:27 Page 10 of 12




Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fizsons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERMETO2 acquired on 11-52p-2008 at 00:28:45
Sample ID:
24635172 Tic
26 70 3.28=8
10 | Area
H0438302
4.09
W 5241054 4058230
1231502 2T parsoz 3348 35365524
17 65 40.04
B4g P P
T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 G0.00
Base Peak: 7913, Base Peak Intensity: 284086 Library: NIST, Entry: 30528 Farward Fit: 220 Reverse Fit: 341
TERMETO2 3002(38.725) Scan El+| | Compound: 8,12,15-OCTADECATRIENDIC ACID, METHYL ESTER, (Z.2
2.85e5

T2

miz
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Library: MIST, 30528: 30526 Forward Fit 220 Reverse Fit 841
Compound: 9,12, 15-0OCTADECAERIENOIC ACID, METHYL ESTER
255

100

108

[(Ehe

T ey 1 miz
50 100

L W il L S WA R L |
150 200 250 300 350 400 450 S00

Mo structure

Compound Name

B.12.15-0CTADECATRIEMNOIC ACID, METHYL ESTER, (£Z2)}
11,14 17-EICOSATRIENOIC ACID, METHYL ESTER

METHYL (£}-5.11.14.17-EICOSATETRAENOATE
0.12.15-0CTADECATRIEN-1-OL, (Z.Z.Z}
7.10.13-HEXADECATRIENOIC ACID, METHYL ESTER

1.3.14 16-NONADECATETRAENE

1.62-TETRADECATRIENE

SULFURIC ACID, 5.8.11-HEPTADECATRIENYL METHYL ESTER
17-OCTADECEN-14-YN-1-0L

B.12.15-0CTADECATRIENOIC ACID, ETHYL ESTER, (£2.8)y
17-0CTADECEN-14-YNOIC ACID, METHYL ESTER
5.8.11-HEPTADECATRIENOIC ACID. METHYL ESTER
1.2-BIS{BICYCLO[2 2 1JHEPTYL-2)ETHANE
CYCLODODECYME

1.3-CYCLODODECADIENE, (E.Z}

7.10,13-EICOSATRIENOIC ACID, METHYL ESTER
1.5.8,13-TETRADECATETRAENE
BICYCLO[10.1.0]TRIDEC-1-ENE

6-TRIDECEMNOIC ACID, 13-{2-CYCLOPENTEN-1-YL}, METHYL ESTER
CIS4-METHYL-EXO-TRICYCLO[5.2.1.0{2_ 6)]DECANE

FOR rev Entry CAS
30526 301-00-8
30402 55882-88-T7
30527 50148-01-8
20403 506-44-5
20401 56554-30-4
21106 1000131-11-2
2405 ©1233-71-4
30684 S56554-67-7
31215 18202-23-3
30528 1191-41-9
31214 18B202-18-2
21351 22117-03-4
21574 1000215-33-
21345 1128-p04
305386 1120-p2-4
21388 30223-51-8
21188 51487-33-8
113730 54786-01-5
21385 24828-60-2
21450 1000215-28-2
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Isolamento de inibidores de proteases a partir de culturas de células vegetais com actividade antimalarica § 2009
Fizons Instruments VG ORGANIC, MS Data System
TERMETODZ acquired on 11-53ep-2008 at 00:28:45
Sample ID:
24635172 32;;”%
3870 o
10 Area
Fo432302
4.00
% 5241054 4058730
1231502 7 p4ta02 3348 3535524
40.04
0.48 N /IT.ES P
T T T T T T T T RT
10.00 20.00 30.00 4000 50.00 60.00
Base Peak: 67.13, Base Peak Intensity: 9502 Library: MIST, Entry: 2335 Forward Fit: 700 Reverse Fit: 745
TERMETD2 4028(40.042) Scan El+| | Compound: 3,11, 14-EICOSATRIENDIC ACID. (Z.Z.Z}. Molecular Weight
- 0 50e3
100
5o
% 51
102
108
135
o L e L LRI
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Library: MIST, 2335: 2335 Forward Fit 700 Rewverse Fit: 745
Compound: 8,11, 14-EICOSATRIENOIC ACID, (Z.Z.Z). Maolecular V|

No siructure

41 2585
100 &
43
RN
81
% 213
A5
107 450
T
o Al e miz
50 100 1650 200 250 300 350 400 450 500
Compound Name FOR rev Entry
B.11,14-EICOSATRIEMNOIC ACID, (ZZ.2) TOD 745 2335
10-UNDECEM-4-0OME, 2,25 8-TETRAMETHYL- 661 BDB 13218
B-HEXADECEMOIC ACID, PHENYLMETHYL ESTER, (£} G5B THEH 36605
4-PENTADECYME, 15-CHLORO- 648 781 36606
B12-0CTADECADIEMOIC ACID (.2}, PHENYLMETHYL ESTER 643 740 36041
0-OCTADECENOIC ACID (Z}, PHENYLMETHYL ESTER G336 731 36475 55130-18-0
PROPYLURE §33 707 6068 10297-61-7
B-OCTADECENE, 1,1-DIMETHOXY-, (£} 21 TDE 24257 16877-71-1
2-NOMEMEMITRILE 621 B15 4332 Z20127-83-1
BICYCLO[2.2 JHEPTANE-2,5-DIOL, 1.7, 7-TRIMETHYL-. (2-ENDC,5-EXO}- 500 SBE 2042 10359-41-B
11,14 17-EICOSATRIENOIC ACID, METHYL ESTER 597 G678 30402 55082-88-7
13,18-0CTADECADIYMNOIC ACID, METHYL ESTER 5R5 687 28245 GG846-D3-1
1-0XASPIRO[Z )0 CTAN-4-0ME, 2,2, 8-TRIMETHYL-, CIS- 5ER  TO2 1304 13080-28-D
5.0-TRIDECADIEN-1-0L, 10-PROPYL-, ACETATE HET 6BB 22821 1BA54-88-0
SPIRO[2. 4JHEPTAME-5-METHANOL, 5-HYDROXY- 580 &58 40273 109532-58-3
5,8-DECADIEN-2-0OME. 5,2-DIMETHYL-. (E})- 578 835 48057 130876-99-2
SPIRO[AMDROST-5-ENE-17, 1-CYCLOBUTAN]-2-0ONE, 3-HYDROXY-, (3. BETA_ 17.BETA.)- 578 708 1738 80534-18-8

NONANOIC ACID, 2-{3-HEXENYLIDENECYCLOPROPYLIDENE}-, 2-HYDROXY-1{HYDROXYMETHYL)ETHYL 578 &72

0-DECEN-2-ONE, 5-METHYLEME-
4-PENTEN-2-ONE, 3-CYCLOHEXYL-

30884 55288-53-1
7910 1000142-95-6
6838 55702-54-0
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