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RESUMO

Desde os tempos remotos que a humanidade utiliza as plantas para diversos fins. Elas sdo usadas
medicinalmente como uma fonte primaria no tratamento de certas doencas e infec¢fes. Algumas
plantas medicinais possuem metabdlitos secundarios com propriedades antidiarreicas, anti-
inflamatorias, antibacterianas e uma diversidade estrutural quimica. Produtos naturais derivados
de plantas podem ser usados como farmacos, e também como modelos para o desenvolvimento

de novos compostos biologicamente activos.

O presente trabalho teve como objectivo principal o estudo fitoquimico das raizes e/ou folhas de
plantas medicinais. Foram estudadas algumas plantas medicinais mogambicanas encontradas na
Provincia de Maputo. Usando testes qualitativos foram analisadas fitoquimicamente as seguintes
plantas: Gymnosporia heterophylla, Salacia kraussii, Brachylaena discolor e Terminalia sericea.
Estas espécies sdo usadas em algumas regiGes do pais para o tratamento de varias doencas

infecciosas, tais como: a Tuberculose, Malaria, Diarreias e outras.

Os extractos brutos foram preparados por maceracao sequencial usando solventes de polaridade
crescente: n-Hexano, Diclorometano, Acetato de etilo e a mistura Hidroalcodlica (dgua e etanol).
A anélise qualitativa foi realizada com base em ensaios fitoquimicos classicos e a Cromatografia
em Camada Fina para deteccdo de diversos fitoconstituintes como: Alcaldides, Glicésidos,
Esterdides (Fitosterdis), Compostos fendlicos, Flavonoides, Saponinas e Taninos. O rastreio
fitoquimico revelou a presenca de todos os constituintes quimicos acima referidos, com excep¢ao
dos glicosidos. Entretanto, com base na Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear foi
possivel identificar a presenca de algumas classes de metabdlitos secundarios incluindo
glicosidos nos extractos brutos das folhas da B. discolor. Este estudo mostrou que estas plantas
apresentam uma grande variedade de metabolitos secundarios com largo espectro de actividades

bioldgicas e farmacoldgicas necessarias para 0 combate de muitas doencas infecciosas.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Metabdlitos secundarios, Estudo fitoquimico, doencas

infecciosas
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SIGNIFICADO DAS ABREVIATURAS

& — Deslocamento quimico

CDClI; — Cloroférmio Deuterado

CD3;0D- Metanol Deuterado

DCM- Diclorometano

DCM-d,- Diclorometano Deuterado

EtOAcC - Acetato de etilo

HIV- Human Immunodeficiency Virus

HPLC — High Performance Liquid Chromatography
LC-MS- Liquid Chromatography-Mass Spectrometry
MeOH- Metanol

MISAU- Ministério da Saude

OMS- Organizacdo Mundial para a Saude

PARPA- Plano de Acc¢éo para a Reducgédo da Pobreza Absoluta
PES- Plano Econdmico e Social

R.M.N *H- Ressonancia Magnética Nuclear do protao.
S.N.C- Sistema Nervoso Central

TB- Tuberculose

T.L.C — Thin Layer Chromatography

U.V. - Ultra violeta
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Trabalho de Licenciatura- Estudo Fitoquimico de algumas plantas
medicinais usadas na Provincia de Maputo

1. INTRODUCAO

Desde os tempos longinquos que a civilizacdo humana utiliza os vegetais ndo sé como fonte
alimentar, mas também medicinal. As mais diversas enfermidades séo e tém sido tratadas com a
preparacdo dos extractos a partir de plantas. Esses extractos tém sido preparados na forma de
chés, sucos, tinturas, banhos (Almeida, 1993). Esta pratica comecgou principalmente com o0s
antigos povos da China, Egipto e Roma. Esses povos, que com base nos seus conhecimentos,
classificaram as varias espécies vegetais de acordo com o seu uso medicinal. Mais tarde, 0s
povos gregos estabeleceram o uso racional das plantas na medicina, seguidos pelos clinicos da
Europa Ocidental. O conhecimento do uso medicinal dos recursos naturais pela humanidade, ao
longo dos anos, sustentou a sua sobrevivéncia e tornou-se por parte das populagdes um objecto
de especial cuidado (Ribeiro, 2008, Pinto et al., 2005).

Sendo que as plantas medicinais sdo usadas pelas populacbes como uma alternativa para a cura
de diversas doengas, elas actualmente tém contribuido como fonte principal na pesquisa de
varios compostos bioactivos. Esses compostos proporcionam uma grande possibilidade de se
obter uma molécula prot6tipo devido a sua diversidade na presenca de constituintes quimicos
com uma complexidade estrutural e poténcia bioldgica (Yunes e Calixto, 2001, Clardy e Walsh,
2004). Isto torna-os uma fonte importante nas pesquisas para a preparacdo de medicamentos
sintéticos (Clardy e Walsh, 2004).

Nas ultimas décadas observou-se um grande interesse no estudo de plantas medicinais devido ao
seu potencial uso terapéutico. Tal facto é comprovado pela evidéncia de que hoje, cerca de 25%
dos medicamentos usados na medicina moderna sdo derivados de plantas (Cragg e Newman,
2005).

Dentre muitos compostos, pode-se citar alguns exemplos de produtos naturais derivados de
plantas e que sé&o usados na medicina moderna. Estes exemplos sdo: a forscolina, obtida de
Coleus barbatus, que apresenta efeitos contra hipertensdo, glaucoma, asma e certos tumores (De
Sousa, 1993), a artemisinina, presente em Artemisia annua, possui uma potente actividade

antimalarica (Qinghaosu, 1979) e o diterpeno anticancerigeno taxol, isolado da planta Taxus
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brevifolia (Wani et al., 1971). A figura 1 apresenta as estruturas quimicas de alguns compostos

usados na medicina derivados de plantas.

Forscolina (1) Artemisinina (2)
Taxol (3)

Figura 1-Estruturas de Forscolina, Artemisina e Taxol isolados a partir de C. barbatus, A. annua

e T. brevifolia.

A Africa tropical e subtropical possuem entre 40.000 a 45.000 espécies de plantas com um
potencial para o seu desenvolvimento e das quais apenas 5.000 espécies sdo usadas
medicinalmente (Van Wyk, 2008). Como a maioria dos paises africanos situados nas regides
tropicais e subtropicais, Mogambique tem uma rica diversidade em plantas medicinais. Das cerca
de 5.500 espécies de plantas (Bandeira et al., 2001), apenas 15% do total sdo usados para fins
medicinais e desempenham um papel fundamental nos cuidados béasicos de satde (Krog et al.,
2006). Actualmente, existem algumas pesquisas relacionadas com a avaliacdo da actividade
farmacoldgica e fitoquimica de algumas plantas, como sdo os casos de Luo et al., (2013) e
Mujovo et al., (2008) que ja& isolaram alguns compostos bioactivos a partir de plantas
mocambicanas. Entretanto, muitas referéncias apenas focalizam os aspectos etnobotanicos, como
sdo o0s casos de Verzar e Petri (1987), Jansen e Mendes, (1983), (1990), (1991), Bandeira et al.,
(2001), Jansen et al., (2001), Ribeiro et al., (2010), Bruschi et al., (2011), sé para citar alguns

exemplos.
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1.1.  JUSTIFICATIVA

Em Mocambique, o impacto de doencas infecciosas, como o HIV/Sida, a malaria, a tuberculose e
as doencas diarreicas, entre as quais, a cOlera, é agravado pelos altos indices de desnutricao,
como resultado da situacdo de extrema pobreza em que vive a maioria da populagéo, e pela

limitada capacidade de resposta do Servico Nacional de Saude (PES, 2011).

Actualmente, as doencas infecciosas constituem uma grande preocupacdo da sociedade
mog¢ambicana, visto que o nimero de casos diagnosticados e o indice de prevaléncia no pais tem

vindo a aumentar, causando problemas de saude e, em casos mais graves, a morte (WHO, 2004).

Estudos feitos em Mocambique, revelam que o nimero de casos notificados de HIV/Sida
aumentou na ordem de 80% de 2003-2006 (PARPA, 2006); casos de morte por TB cresceu cerca
de 56% de 2003-2004 (Queiroz, 2006) e cerca de 30% de mortes registados em 2007, foram
causados por malaria (MISAU, 2008).

Devido a falta de condi¢bes financeiras e a fraca abrangéncia dos servicos de salude no pais, a
populacdo tem recorrido ao tratamento destas doencgas por meios tradicionais, tendo como base
as plantas medicinais. Todavia, o conhecimento da composicdo quimica e, portanto, dos

compostos responsaveis por estas actividades tem sido parcial ou totalmente inexplorado.

Assim, a planificacdo racional de uma investigacdo sobre as plantas usadas na medicina
tradicional bem como da sua fitoquimica pode contribuir significativamente para a manutencéo
da satude humana (Filho, 2010), o que pode contribuir na reducdo dos indices de propagacéao

destas doencas.

Tendo em conta os pontos anteriores e 0 alegado uso tradicional destas plantas, o estudo
fitoquimico de uma planta é de extrema importancia, pois pode contribuir significativamente no
seu uso para a erradicacdo das doengas infecciosas na sociedade e pode também servir como
meio de introducdo de novos farmacos potencialmente activos contra 0s agentes causadores

destas doencas.
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1.2. OBJECTIVOS

1.2.1. Geral

» Estudar a composicao fitoquimica das seguintes plantas medicinais: G. heterophylla, S.
kraussii, B. discolor e T. sericea.

1.2.2. Especificos

» Extrair os fitoconstituintes das quatro plantas pelo método de maceracdo sequencial por
ordem crescente de polaridade dos solventes;

» Analisar qualitativamente as classes dos metabdlitos secundarios presentes nas quatro
espécies de plantas atraves dos testes fitoquimicos classicos;

» Comparar os resultados da composicdo fitoquimica da planta B. discolor obtidos pelos
métodos fitoquimicos classicos e instrumental (Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear);

» Comparar a fitoquimica das raizes e das folhas de S. kraussii.
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1.3. METODOLOGIA
1.3.1. Pesquisa bibliogréfica

A pesquisa bibliogréfica foi feita tendo como pano de fundo as plantas medicinais, seus usos,
descricdo botanica e a sua fitoquimica e com mais profundeza as plantas estudadas.
Adicionalmente foi feita a recolha de informagéo no que tange a actividade bioldgica, métodos e
técnicas de extraccdo, identificacdo das classes de metabdlitos secundarios.

1.3.2. Recolha de dados

A recolha de dados consistiu na seleccdo de algumas plantas segundo os seus usos medicinais. A
seleccdo foi focalizada em plantas usadas para o tratamento de algumas doencas infecciosas tais
como: a tuberculose, malaria, diarreias, disenteria e outras. Neste contexto, as plantas foram
recolhidas em alguns distritos da Provincia de Maputo. Com base na revisdo bibliografica feita,
foi elaborada uma lista da qual foram seleccionadas as seguintes plantas: Terminalia sericea
(Moamba), Gymnosporia heterophylla (Magude), Salacia kraussii (Matutuine) e Brachylaena

discolor (Moamba). De salientar que estas plantas também abundam em outras regides do pais.

A confirmacdo boténica das espécies foi feita no IIAM- Instituto de Investigacdo Agréria de

Mocambique.

1.3.3. Parte experimental

Esta parte consistiu principalmente na extrac¢do e identificagdo das classes dos metabdlitos
secundarios. A identificagdo de algumas classes de metabolitos presentes nos extractos de B.
discolor, para além dos ensaios fitoquimicos classicos, também foi feita com base na

espectroscopia RMN-H.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades é conhecido desde a mais remota
antiguidade, assim, existem varios registos historicos sobre a utilizacdo das plantas para
tratamento de doencas desde 4.000 anos a.C. (Duarte, 2006). Hoje em dia, a maioria da
populacdo vivendo em paises subdesenvolvidos, ainda utiliza as plantas medicinais como fonte
principal para superar as suas necessidades medicamentosas. Mesmo nos paises industrializados,
uma grande percentagem dos produtos farmacéuticos comercializados provém de produtos
naturais e essa proporcao eleva-se nas regides do mundo onde vive a maior parte da populagdo

mundial, tais como Asia, Africa e América Latina (Pachu, 2007).

Entretanto, o reconhecimento de que as plantas curam ou previnem doengas porque contém
substancias que séo capazes de interagir com 0 n0Sso organismo, teve que aguardar a revolucao
cientifica, que trouxe consigo o método cientifico e tecnoldgico tal e qual o concebemos hoje em
dia e com ele o desenvolvimento da quimica e das ciéncias bioldgicas em geral (Farnsworth et
al., 1975).

Das varias espécies de plantas medicinais mogambicanas com potencial terapéutico, este estudo,
centralizou-se apenas em quatro (4) espécies que sdo descritas a seguir.
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2.2. DESCRICAO DAS PLANTAS EM ESTUDO

2.2.1. Gymnosporia heterophylla

Figura 2-Gymnosporia heterophylla.

G. heterophylla ou Maytenus heterophylla é uma planta da familia Celastraceae, conhecida pela
populacdo nativa da provincia de Maputo por Muima. Ela pode ser um arbusto ou arvore, até 9 m
de altura. Esta planta ocorre principalmente nas orlas das florestas, bosques e savanas arbustivas
de Tanzania até Cabo (Africa do Sul). Medicinalmente, as folhas sdo usadas para o tratamento de
disenterias, feridas, tosse (pulmonar). As raizes sdo usadas para tratamento de constipacdes e
outras perturbacdes de peito, tosse, hérnia e sifilis e também como antiinflamatorias (Jansen e
Mendes, 1991). A casca serve para tratar diarreias, disenteria e mordeduras de cobras. Também,
as outras plantas deste género sdo usadas como antiasmaticas, agente de regulagéo de fertilidade,

antitumoral, bem como para os problemas do estdmago (Flores et al., 1984, Ghazanfar, 1994).

Estudos fitoquimicos mostram que a partir desta planta varios compostos foram isolados, tais
como alcal6ides, compostos fendlicos, taninos, glicésidos e triterpenos de acordo com o
referenciado por Da Silva et al., (2011). Dos ramos de G. heterophylla, Khaled et al., (2001),
isolaram a partir do extracto de etanol um alcal6ide com actividade antimicrobiana, o

dihidroagarofurano,1 j -acetoxi-9 « -benzoiloxi-2 S ,6 « -dinicotinoiloxi- S -dihidroagarofurano

(4), juntamente com outros compostos, 3 -amarina, acido maytenfélico, acido 3 « -hidroxi-2-
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oxofriedelano-20 « -carboxilico (5), lup-20 (29)-ene-1 3,3 3 -diol, (-)-4 -metilepigalocatequina e
(-)-epicatequina. O &cido maytenfolico, mostrou uma moderada actividade antimicrobial

inibindo o crescimento de Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Staphylococcus aureus
e Pseudomanas aeruginosa (Khaled et al., 2001).

OMie:

0OB=: 0 =

(4)

()

Figura 4-Acido maytenfolico- acido 3a-hidroxi-2-oxofriedelano-20a-carboxilico
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2.2.2. Brachylaena discolor

Figura 5- Brachylaena discolor.

B. discolor (Familia Asteraceae) é conhecida pela populagdo nativa de Maputo pelos seguintes
nomes: Pahla kufa, Impalha, Intsombelo bacha, Patcha. Esta planta pode variar de arbusto a uma
arvore didica e cresce até 6 m de altura (Jansen e Mendes, 1991). Ocorre no litoral, mato e nas
margens da floresta verde do Cabo Oriental para Mogambique. Africanos e colonizadores
europeus usavam as folhas para fins medicinais para tratar doencas renais. As folhas foram
usadas pelos camponeses para o tratamento de diabetes. O povo Zulu usa uma infusdo das raizes
como um enema (lavagem) para parar o sangramento do estdbmago e uma infusdo das folhas
como um ténico para tratar parasitas intestinais e para dor no peito (Jansen e Mendes, 1991). Em
Maputo, as folhas séo usadas no tratamento de tosse, dores de estbmago e dentes, constipacoes e
malaria. Apenas a lactona sesquiterpénica, a Onopordopicrina (6) (Zdero e Bohlamann, 1987) foi
isolada a partir dos ramos, mas entretanto de uma outra planta do mesmo género, a Brachylaena
ramiflora var. resultou o isolamento de dois triterpenos, o palmitato de Cairatenilo (7) e

palmitato de hopenilo e cinco triterpendides, palmitato de « -amarina, o palmitato de g3 -

amarina, acetato de 3 -amarina, acetato de lupeilo, e lupeol (Chaturvedula et al., 2002).
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(o]
Onopordopicrina (6) Palmitato de Cairatenilo {7}

Figura 6- Compostos isolados de B. discolor e B. ramiflora, respectivamente.

2.2.3. Terminalia sericea

Figura 7- Terminalia sericea.

T. sericea é uma espécie da familia Combretaceae, que é conhecida em Maputo como Gonono,
Miputua e Nkonola. E um arbusto ou arvore decidua, crescendo a uma altura de cerca de 3-12
metros na floresta (Jansen e Mendes, 1991). E endémica para a Africa e distribui-se desde a
Tanzania e Republica Democratica do Congo ao sul da Africa do Sul. Ela cresce em floresta
aberta mista e em solos arenosos. Muitas vezes, € uma das dominantes espécies em floresta
mista (Hines e Eckman, 1993). As folhas e raizes sdo usadas na medicina tradicional para o

tratamento de tuberculose, feridas, disenteria, malaria, gonorreia, diarreias, pneumonia, diabete,
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sifilis, perturbacOes pancreaticas, poliomielite, reumatismo e fibrosite (Jansen e Mendes, (1991),
Bandeira et al., (2001), Moshi e Mbwambo, (2005), Ribeiro et al., (2010), Bruschi et al.,
(2011)). A casca do caule € usada no tratamento de diabetes militus e feridas (Jansen e Mendes,
1991).

Vaérios estudos fitoquimicos ja foram realizados sobre esta planta e que culminaram com o
isolamento de alguns compostos. Desta planta, foram isolados a partir dos extractos do caule
flavondides, triterpenos pentaciclicos e estilbenos glicésidos (Nkobole, 2009, Monjane, 2010).
Nkobole et al., (2009), fraccionaram o extracto de acetona da casca, o que levou ao isolamento
de 4 compostos nomeadamente f3 -sitosterol (8), S -sitosterol-3-acetato (9), estigmasterol-3-ona
(10) e lupeol (11). Dois dos compostos cuja actividade antibacterial ja foi avaliada sdo o
Termilignano B (12) e o &cido arjanico (13). Estes compostos foram activos contra as seguintes
bactérias Bacillus subtilis, Staphylacocus aureus, E. coli e Klebsiela pneumoniae (Edeen et al.,
2006).

CH,CO0 (9)
HO (8)

(10
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.\
(12) i %OH

(13)

Figura 8- Estruturas de compostos isolados na espécie T. sericea.

2.2.4. Salacia kraussii

Figura 9- Salacia kraussii .

S. kraussii é uma espécie pertencente a familia Celastraceae e bem conhecida em Maputo por
Pschicha. E um arbusto de até 1 -3 m de altura. S. kraussii é uma planta das dunas, estepes
arbustivas e bosque aberto no litoral (Jansen e Mendes, 1991). Em Mogambique, as raizes de S.
kraussii sdo usadas na medicina tradicional para o tratamento de diarreia, malaria (Bandeira et
al.,2001), bilharziose e disenteria (Jansen e Mendes, 1991). Na Africa Austral e Oriental, ¢ usada
em criangas no tratamento de epilepsia e tenicida (Jansen e Mendes, 1991). Figueiredo et al.,
(1998), isolaram a partir das raizes desta planta trés metide-quinonas, 28-nor-isoiguesterin-17-
carbaldeido (14), 17 - (metoxicarbonil)-28-nor-isoiguesterina (15), e 28-hidroxiisoiguesterina
(16), em conjunto com a conhecida celastrol (17) e pristimerina (18) eles mostraram uma

actividade antimalarica.

Autor: Viriato Virgilio------- ------ Curso de Quimica--------------- UEM----------- 2013 12



Trabalho de Licenciatura- Estudo Fitoquimico de algumas plantas
medicinais usadas na Provincia de Maputo

OH

ROOC

E=H-Celastral (17]
F=CH ;-Pristimerina (18)

B =Mz - Izoiquesterina

B= CHO- 23-Nor-izoiquesterina-1 T-carbaldeido (14)
R=CH,0H - 25-Hidroxiizoiquesterina (18)

B=COONe- 17-Matoxicarbonil-28-nor-isoiquastaring (15)

Figura 10- Estruturas de compostos isolados em Salacia kraussii

2.3.  Metabdlitos secundarios e suas actividades biologicas

Os metabdlitos secundarios ou produtos naturais sao compostos organicos de estruturas simples
ou complexas, resultantes do metabolismo secundario dos organismos vivos. Estes compostos
sdo frequentemente restritos a um grupo de espécies entre si relacionados e que parecem nao
estar ligados com 0s processos de crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos organismos
(Taiz e Zeiger, 2009), mas desempenham neles actividades biol6gicas importantes, como
antioxidantes, estimulantes, reguladores, so para citar alguns exemplos. Dos varios metabolitos

secundarios produzidos pelas plantas, destacam-se 0s seguintes:

2.3.1. Compostos Terpénicos

Sé&o hidrocarbonetos de origem vegetal possuindo um ou mais ligagbes duplas, muitas vezes de
estrutura ciclica. Eles formam um grupo generalizado dos compostos naturais com importancia
pratica consideravel (Patocka, 2003). Os terpenos sao amplamente distribuidos no reino vegetal e
a sua frequéncia e abundancia estdo intimamente ligados a factores genéticos e climaticos

(Marcano e Hasegawa, 2002).
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2.3.1.1. Actividade bioldgica

Os terpenos que ocorrem naturalmente, apresentam propriedades anti-inflamatorias e
anticonceptivas, inibem a agregacdo plaquetéaria e interferem a nivel intracelular em véarios
passos de transducdo. S&o também antibacterianos, antiflngicos, antivirais, analgésicos,
cardiovasculares (glicésidos), antitumorais (Taiz e Zeiger, 2009). Triterpenos pentaciclicos
isolados a partir de folhas de Combretum imberbe mostraram actividade antibacteriana contra
Mycobacterium fortuitum (Katerere et al., 2003). A figura 10 mostra as estruturas de 2
triterpenos pentaciclicos (Acido -1 «,3 8 -Hidroxiimbérbico (Acido 1 « ,3 3 -dihidroxiolean-12-
en-29-0ico) (19), la, 3B, 23-trihidroxi-olean-12-en-29-oato-O-B-L-acetil-ramnopirandsido (20))

isolados a partir de C. imberbe com actividade antimicrobial.

R =R =H-Arido Imbérhico (19)
F=4-Ac0Fh; B =H {20

foa L0000
1

Figura 11- Estruturas de triterpenos pentaciclicos isoladas nas folhas de C. imberbe.

2.3.2. Alcaldides

Segundo Pelletier (1882) citado por Morrison e Boyd, 2005, alcaldides sdo moléculas ciclicas
que contém nitrogénio endociclico e que sdo verdadeiros metabolitos secundarios produzidos
pelos seres vivos. Esta defini¢do exclui as aminas simples, os derivados de amoniaco aciclicos e
ainda os compostos nitro e nitrosos (uma vez que nos alcaléides o atomo de nitrogénio tem de
possuir estado de oxidacdo negativo). Os alcaldides formam um grupo muito vasto de
metabolitos que podem ocorrer tanto em microorganismos como em plantas superiores e

inferiores ou ainda em animais, apesar de nestes ultimos ocorrerem com menor frequéncia.
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2.3.2.1. Actividade bioldgica

Alcaldéides desempenham a funcdo protectora nas plantas por serem tdxicos. No entanto,
acredita-se que actuam também como reserva de nitrogénio, reguladores de crescimento, agentes
de desintoxicacdo e transformacdo simples de outras substancias nocivas as plantas e ainda como
protectores contra os raios UV (Oliveira et al., 2009). Alcaléides possuem um potencial efeito
antimalarico, antimicrobiano, anticancerigénico, antiinflamatério, no tratamento de diabetes,
vasodilatador, anti-séptico, cicatrizante, estomética, antihelmintico e antidiurético (Tiwari et al.,
2011).

Voacangina e coronaridina sdo alcaloides isolados da casca de Tabernaemontana angulata, e
tém actividade bioldgica. Coronaridina (22) é um alcaldide anticolinesterasica (Andrade et al,
2005), hipotensora, contraceptiva (Farnsworth et al., 1975), contra cancro de ovario e citotoxico
(Prakash, 2003), antiinflamatoria e analgésica (Henriques et al., 1996), enquanto que a
voacangina (21), possui actividade frente a diferentes espécies de Mycobacterium (Rastogi et al.,
1998).

E.=H-Voacangina (21)
F.=0CH ; - Coronaridina (22)

Figura 12- Estruturas de alcaldides isolados da casca de Tabernaemontana angulata.

2.3.3. Esteroides (Fitosterais)

Os esterdides sdo compostos resultantes do metabolismo secundario de seres vivos, que
apresentam na sua estrutura quimica quatro anéis condensados denominada ciclopentano-
peridro-fenantreno (23). Eles formam um grande grupo de compostos solGveis em gordura
(lipossoluveis), que tém uma estrutura basica de 17 atomos de carbono disponiveis em quatro
anéis ligados entre si (Campos, 2002). A maioria deles possui grupo hidroxilo na posi¢do C-3 e

uma dupla ligagdo em Carbonos 5 e 6.
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(23)
Figura 13- Estrutura basica de esterdides - ciclopentano-peridro-fenantreno

Esterdides tém estruturas ciclicas semelhantes as dos triterpenos ndo esteroidais mas sdo
considerados separadamente deles devido a particularidades quimicas e sua importancia

bioldgica e medicinal. Ocorrem em todos 0s organismos vivos (animais e vegetais).
2.3.3.1. Actividade bioldgica

Em vérias especialidades estes compostos (esteroides) sdo denominados antiinflamatorios
hormonais usados no tratamento de diversas infeccdes na forma topica (pomadas, solugdes) ou

sistematica (oral, inalatoria, intramuscular e intravenosa) (Campos, 2002).

Por exemplo, o cortisol (24) e a cortisona (25) produzidos pela glandula suprarrenal, possuem na
sua forma sintética efeito antiinflamatorio e antiasmatico e sdo usados para o tratamento de

artrite.

OH

0 R = OH- Cortisol (24)
OH F=0 - Cortisona (25)

Figura 14- Estruturas de cortisol e cortisona
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2.3.4. Compostos fendlicos

S8o compostos que possuem um ou mais grupos hidroxilos (-OH) ligados directamente a um
anel aromatico. O fenol (26) é a estrutura a qual todo o grupo estd baseado (Wermerris e
Nicholson, 2009).

oH OH OH

og HO OH
Fanol (26) Rezzorcinol (27) Floroglucinol (28)

Figura 15- Exemplos de compostos fendlicos mais simples

2.3.4.1. Actividade bioldgica

Os compostos fenolicos constituem um grande grupo de metabolitos secundarios que ocorrem no
reino vegetal e animal. Desempenham a funcdo protectora contra a luz UV, participam nos
processos de oxidacdo- reducédo da respiracdo e polinizacdo. Alguns tém propriedades fungicidas
e insecticidas. Possuem actividade antimicrobial, antihelmintica, antidiarreica (Tiwari et al.,
2011).

2.3.5. Flavonodides

Flavondides sdo compostos com esqueleto de quinze atomos de carbono (Cis) 0s quais tém
estrutura Cg-C3-Cg. Flavondides podem ser agrupados em trés grandes classes com base na sua
estrutura geral. Em cada caso, dois anéis de benzeno estdo ligados por trés carbonos. O arranjo
de C-3 é que determina a forma como os compostos sdo classificados (Wermerris e Nicholson,
2009).
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g 1
8 10 .0 5 0 0 O
7 5 3

= 4

Cromano [29] Cromona 0 Flavona [31] Izoflavonz |:32:|
(30)

Figura 16- Estruturas béasicas de tipos de flavondides

Flavonoides ocorrem em forma de pigmentos vegetais hidrossoltveis de cor amarela, vermelha e
azul. A maior parte destes compostos fenolicos ocorre na natureza em forma de glicésidos em
que a aglicona Cs-C3-Cs esta ligada com acgucares nas posices 3 e 5 (Wermerris e Nicholson,
2009).

2.3.5.1. Actividade bioldgica

Ensaios bioldgicos usando combinac@es isoladas revelam que os flavonoides exibem uma grande
accdo sobre os sistemas bioldgicos demonstrando efeito antimicrobiano, antiviral,
antiulcerogénico, citotoxico, antineoplasico, antioxidante, antihepatotdxico, antihipertensivo,
hipolipidémico, antiinflamatdrio, antiplaquetario (Machado et al., 2008). A figura que se segue
apresenta estruturas de alguns flavondides isolados do género Chromolaena com actividade
antimicrobial (Taleb-Contini et al., 2003)

OH
OH

E.=H-Quercetina (33)

HO ‘ 0 R=Me- 3-0-Metil Quercetina (34)

OF
OH o

Figura 17- Estruturas de flavonoides isolados do género Chromolaena.
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2.3.6. Saponinas

Saponinas (Saponis do Latim - Sab&o) s@o glicosidos de esterdides ou de terpenos policiclicos.
Esse tipo de estrutura possui uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esterdide) e
outra parte hidrofilica (agucares), o que determina a propriedade de reducdo da tenséo superficial

da agua e sua accao detergente e emulsificante (Sabino, 2011).

As saponinas sdo substancias de elevada massa molecular (600 a 2000) e, de modo geral,
ocorrem em misturas complexas devido a presenga concomitante de estruturas com um ndmero

variado de agucares ou ainda devido a presenca de diversas agliconas (Sabino, 2011).

2.3.6.1.Actividade bioldgica

O comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade de formar complexos com esteroides,
proteinas e fosfolipideos de membranas determinam um numero variado de propriedades
bioldgicas para essas substancias, destacando-se a accdo sobre membranas celulares, alterando a
sua permeabilidade, ou causando a sua destruicdo. Relacionadas com essa accdo sobre
membranas, estdo a actividade hemolitica e moluscida, frequentemente observadas. Para
algumas saponinas também foi relatada accdo espermicida, antimicrobiana, anti-protozoaria,
antifungica, anti-inflamatéria e anti-helmintica (Sabino, 2011). A figura 18 representa a estrutura
da Solasonina, que é uma saponina isolada do Solanum lycocarpum e apresenta actividade anti-

inflamatdria (Goswani et al., 2003).

A=alactoss
B=Glicozz
oz C= Raminozz
B Lh:o; " CH.0H
T A
HO 0 -
HO 0

SOLASONINA (35)
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2.3.7. Glicosidos

Os glicésidos sdo metabolitos secundarios de plantas com grande importancia. O seu nome é
referente a ligacdo glicosidica que se forma quando uma molécula de aglcar é condensada com
uma outra contendo um grupo hidroxilo. Existem trés grupos de glicésidos de interesse
particular: saponinas, glicosidos cardiacos e glicésidos cianogénicos (Garcia e Carril, 2009). A

estrutura de solasonina (35), € um exemplo tipico de um glicésido.
2.3.7.1. Actividade bioldgica

Por serem compostos derivados das diferentes classes de metabolitos secundérios, os glicosidos
séo responsaveis por muitas actividades bioldgicas, dentre as quais destacam-se: estimulantes do

coracdo, antitumorais, antiinflamatoria, antidiarreica (Tiwari et al., 2011).

2.3.8. Taninos

Taninos sdo compostos polifendlicos (polimeros) com alto peso molecular (500-3000) de
natureza heterogénica. S&o divididos em duas classes: taninos hidrolisaveis e condensados (ndo
hidrolisaveis) e sdo encontrados em quase toda a parte da planta: casca, flores, caule, folhas e
raizes (Scalbert, 1991) (Taiz e Zeiger, 2006).

2.3.8.1. Actividade bioldgica

Taninos tém uma potencial actividade antidiarreica, antihelmintica, antimicrobial (Tiwari et al.,
2011), anti-séptica, antiinflamatoria, antioxidante, hemostatica (ou seja, que suspende
hemorragias favorecendo a coagulacdo) e precipitam a gelatina, propriedade conhecida como

adstringéncia (De Bruyne et al., 1999).

2.4. DOENCAS INFECCIOSAS

Uma doenca infecciosa € a manifestacdo de uma contaminagdo provocada por um
microorganismo como bactéria, fungo, virus ou protozoario e pode ser transmitida de um
organismo para 0 outro por via aérea, pela agua, pelos alimentos, por contacto pele a pele,

através de outros animais e por contacto sexual. Os principais problemas de salde publica em
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Mocambique sdo a malaria, HIV/SIDA, tuberculose, diarreias, infeccdes respiratdrias e sarampo
(WHO, 2004).

2.4.1. Tuberculose

A tuberculose é uma doenca infecciosa documentada desde h& longa data e que continua a afligir
a Humanidade nos dias actuais. Ela é causada pela espécie de Mycobacterium tuberculosis, que é
um bacilo que mais mortalidade causa em Mocambique. Mocambique esta entre os 22 paises
(ocupando a 18% posicdo) mais afectados pela tuberculose a nivel mundial e anualmente tém
aparecido cerca de 46 mil novos casos. Ressalta-se que a grande maioria dos novos casos de
tuberculose diagnosticados actualmente estdo também associados ao HIV/SIDA, uma vez que se
estima que cerca de metade dos casos da doenca tem a co-infeccdo pelo HIV (MISAU, 2008 e
2011).

2.4.2. HIV/SIDA

E uma doenca caracterizada por uma disfuncdo grave do sistema imunoldgico do individuo
infectado pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (MISAU, 2008).

O ndmero de casos notificados de HIV tem aumentado de ano a ano devido a expansdo dos
ambulatérios de testagem e formacéo de mais quadros em matéria de aconselhamento e testagem
de saude, entre 2003 a 2006 a notificacdo aumentou em 80% e a taxa de HIV/SIDA indica que
1,4 milhdo de individuos mocambicanos ou 16% da populacdo entre 15 e 49 anos é seropositiva,
destes 57,8% s&o do sexo feminino, 36% s&o do sexo masculino e 6,2% séo criancas (PARPA,
2006).

2.4.3. Malaria

Doenca provocada por quatro espécies de Plasmodio (Plasmodium falciparum, Plasmodium
ovale, Plasmodium vivax e Plasmodium malariae) e que atinge vastas areas de Africa, da
América Central e do Sul e da Asia. A maléria ¢ a principal causa da mortalidade de criancas em

Mocambique. Anualmente, causa cerca de 36.000 mortes apenas em criancas’.

!(http://www.unicef.org/mozambique/pt/child survival 3141.html)
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2.4.4. Colera

O agente causal, o Vibrido cholerae, apareceu pela primeira vez em Mocambique em 1973, na
cidade de Maputo, propagando-se pelo pais durante as ultimas décadas influenciado por uma
série de factores tais como o crescimento populacional urbano descontrolado, condicdes
higiénico-sanitarias de ma qualidade, comercializacdo de produtos alimentares sem o devido

controlo sanitario e a seca (Aragon et al., 1994).

25. METODOS DE EXTRACCAO DE COMPOSTOS NATURAIS A PARTIR DE
PLANTAS

Existem vérias metodologias descritas para a preparacdo de extractos vegetais, visando o
isolamento de seus constituintes quimicos (Filho e Yunes, 1998) a saber: maceracdo, infusdo,
decoccdo, percolacdo (Soxleht), digestdo, sonicacdo ou ultra-som, homogeneizacdo dos tecidos

da planta (Tiwari et al., 2011). Entretanto, neste trabalho foi usado o método de maceracéo.

Na maceracao (por extracto fluido), o material da planta inteira ou grosseiramente pulverizado é
mantido em contacto com o solvente em um recipiente tapado por um periodo definido, com
agitacdo frequente até que a matéria soltvel seja dissolvida. Este método é mais adequado para

utilizacdo no caso das drogas termodegradaveis (Tiwari et al., 2011).

Neste trabalho, usou-se o processo descrito por Luo et al., (2011) que consiste em obter os
extractos brutos a partir do material vegetal seco previamente moido através de um processo de
extraccdo por maceragdo sequencial com n-hexano, diclorometano, acetato de etilo e etanol a

70% (v/v) durante 48 h, a temperatura ambiente.

2.6. METODOS DE SEPARACAO

Os extractos obtidos ou seleccionados s@o submetidos a diferentes técnicas cromatograficas. Em
principio, € geralmente empregada a cromatografia em coluna aberta com silica gel como fase
estacionaria onde, dependendo do extracto, 0s seus componentes sao eluidas com uma mistura de
solventes que deve ser previamente determinada por cromatografia em camada fina. Outros
suportes cromatograficos podem ser utilizados, como alumina, celulose, poliamina e saphadex
(Filho e Yunes, 1998)
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2.6.1. Cromatografia

A cromatografia € um conjunto de técnicas fisico-quimicas de separacdo e identificacdo dos
componentes de uma mistura, liquida ou gasosa, baseada na diferenca de velocidades de
arrastamento dos solutos por uma fase movel liquida, gasosa ou um fluido supercritico através de
uma fase estacionaria fixa (sélida ou liquida) em uma coluna ou numa superficie solida (Skoog
et al., 2006). Nestas técnicas, as moléculas fortemente retidas pela fase estacionaria movem-se
lentamente enquanto as fracamente retidas movem-se com mais rapidez com o fluxo da fase
movel. Devido a esta distinta mobilidade, os componentes da mistura vao-se separando em

bandas ou zonas discretas que podem ser analisadas qualitativamente e quantitativamente.

Segundo Skoog, et al., 2006, citado por Zimila, 2011, existem vérias técnicas cromatograficas
que resultam principalmente do tipo de fases mdvel e estacionaria, dos equilibrios envolvidos na
transferéncia dos solutos entre as fases e do modo como estas sdo postas em contacto. Contudo, a

mais aplicada é a cromatografia em camada fina por ser de facil execucdo e barata.
2.6.1.1. Cromatografia em camada fina (CCF ou TLC em Inglés)

A TLC baseia-se na adsor¢do dos analitos na fase estacionaria quando sdo arrastados pela fase
movel, que consiste de um solvente ou mistura de solventes volateis no estado liquido. A fase
estacionaria em TLC é uma camada fina de adsorvente solido finamente dividido (geralmente
alumina, Al,O3, ou silica gel — SiO,.xH,0) impregnado na superficie de um material rigido e
inerte (por exemplo, folha de aluminio, plastico ou placa de vidro). E uma técnica versatil,
reprodutivel, de facil execugdo e permite a separagdo em um breve espaco de tempo (Vogel
1989, Skoog et al., 2006).

Uma TLC inclui as seguintes etapas principais:
Aplicacéo da amostra

Um pequeno volume da amostra ¢ dissolvido em um solvente volatil (formando solucdo de 0,1 a
1,0%) e, posteriormente, a solugdo é aplicada, como uma mancha de 1-2 mm de didmetro, a 1 cm
da extremidade inferior da placa cromatografica (\Vogel, 1989, Skoog et al., 2006).
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Desenvolvimento da placa

A extremidade da placa cromatogréfica com a mancha da amostra é colocada em uma cuba
saturada com o eluente, tomando cuidado do contacto directo da amostra com a fase movel. A
fase movel percorre a fase estacionédria, geralmente por capilaridade, arrastando consigo 0s
analitos em diferentes graus; de acordo com (1) a sua solubilidade na fase movel, (2) a interaccao
com a matriz e (3) com o grau de adsorcdo na fase estacionaria. Quando o solvente estiver
proximo da extremidade superior da placa, esta é removida e marca-se a distancia por ele
percorrido (Vogel, 1989, Sequeira e Azevedo, 2003, Skoog, et al., 2006).

A localizacdo dos analitos na placa cromatografica pode ser feita a olho nu, se o(s) analito(s)
for(em) colorido(s), ou através de luz ultravioleta (2 = 254 nm) ou por aspersao com agentes
quimicos, tais como vapores de iodo e &cido sulfurico (apés o aquecimento da placa), que
reagem com muitos compostos organicos formando produtos de cor amarela-escura (Vogel,
1989, Sequeira e Azevedo, 2003, Skoog et al., 2006). Caso se obtenha apenas uma mancha na
placa cromatogréfica, significa que o composto em solucéo é puro, excepto situacdes de terem

havido inconvenientes.
Identificacdo dos analitos

O método comum para a identificacdo dos compostos por este método consiste em comparar 0s
valores dos indices de retencdo (Rf) obtidos durante a experiéncia com os indices de retencao de
referéncia autenticados, obtidos nas condic¢des similares de analise. Tais valores variam de 0 a 1
e sdo obtidos atraves da seguinte razdo (Vogel, 1989, Sequeira e Azevedo, 2003, Skoog et al.,
2006).

_ Distancia percormrida pelo analito (Mancha)

Rf

Distdncia percorrida pelo solvente

Onde : Bf -Factor de retencdo
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2.7. METODOS DE IDENTIFICACAO QUALITATIVA DAS CLASSES DOS
METABOLITOS SECUNDARIOS

Embora uma planta possa conter centenas de metabolitos secundarios, apenas 0s compostos
presentes em maior concentracdo sdo geralmente isolados e estudados pela fitoquimica classica
(Filho e Yunes, 1998).

Exames fitoquimicos foram realizados para todos os extractos conforme os métodos padroes
descritos por Tiwari et al., (2011).

2.7.1. Métodos Quimicos
2.7.1.1. Deteccdo de Alcaldides

Para a analise de alcaldides nos extractos secos primeiramente dissolvidos em acido mineral

diluido, foram aplicados os seguintes testes:

a) Teste de Mayer

Os filtrados s&o tratados com reagente de Mayer (tetraiodomercurato de potassio Ky[Hgls]). A

formacdo de um precipitado de cor amarela indica a presenca de alcaloides.

b) Teste de Wagner

Os filtrados sdo tratados com reagente de Wagner (iodo em iodato de potassio I/KI). A
formacéo de um precipitado de cor marrén- vermelha indica a presenca de alcaldides.

c) Teste de Dragendroff

Os filtrados sdo tratados com reagente de Dragendroff (tetraiodobismutato de potassio K[Hgls]).

A formagdo de um precipitado de cor vermelha ou castanha indica a presenca de alcaloides.

d) Teste de Hager

Os filtrados sdo tratados com reagente de Hager (solucdo saturada de &cido picrico). Presenca de

alcaldides é confirmada pela formacdo de um precipitado de cor amarela.
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2.7.1.2. Deteccéo de Glicésidos

Os extractos sdo hidrolisados com acido cloridrico diluido e depois sdo submetidos ao teste de

glicdsidos.
a) Teste de Borntrager modificado

Os extractos hidrolisados sdo imersos em agua em ebulicdo cerca de 5 minutos. A mistura é
arrefecida e é extraida com iguais volumes de benzeno ou cloroférmio. A camada de benzeno ou
cloroférmio é separada e tratada com solucdo de amonia. Formacdo de cor-de-rosa na por¢ao

amoniacal indica a presenca de glicésidos de antranol (Derivados de antraquinonas).
2.7.1.3. Detecgéo de Saponinas

a) Teste de espuma

Os extractos séo diluidos com agua destilada para 20 mL e sdo agitados num cilindro graduado
até 15 minutos. Formacéo de 1 cm de camada de espuma indica a presenca de saponinas. Ou, 0,5
mg de extracto sdo agitados em 2 mL de agua. O aparecimento de espuma persistente durante 10

minutos indica a presenca de saponinas.
2.7.1.4. Deteccao de Fitosterdis

a) Teste de Salkowski (Triterpenos)

Os extractos sdo tratados com cloroformio e filtrados se necessario. Os filtrados sdo tratados com
gotas de &cido sulfdrico concentrado, agitar e deixar em repouso. O aparecimento de cor amarelo

dourado indica a presenca de triterpenos.

b) Teste de Libermann-Burchard (Esteroides)

Os extractos sdo tratados com cloroformio e filtrados se necessario. O filtrado é tratado com
gotas de anidrido acético, aquece-se e arrefece-se. Adiciona-se o acido sulfdrico concentrado.
Formacdo de anel castanho na juncdo indica a presenca de fitoesterdis (Tiwari et al., 2011).

Pode-se observar tambem a formacéo de cor vermelha no caso em que taninos e saponinas nao
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séo livres e no caso contrario observa-se a formacdo de uma coloracdo verde-amarela (Mendes,
2009).

Ainda pode-se observar a formacdo de coloracdo résea escura ou azul que indica presenga da
funcéo carbonilo na posicdo 3 e dupla ligacéo entre os carbonos 5 e 6. A coloragdo verde indica
presenca da funcdo hidroxilo na posicdo 3 e ligacdo dupla nas posicdes 5 e 6. Se houver

coloracdo amarela provavelmente existe um metil no carbono 14 (Virtuoso, 2005).
2.7.1.5. Detec¢do de Fenois

a) Teste de cloreto férrico

Extractos secos sdo tratados com algumas gotas da solucao de cloreto férrico. A formacéo de cor

preta azulada indica a presenca de fenois.
2.7.1.6. Deteccédo de Taninos

a) Teste de gelatina

Para o extracto, € adicionado uma solucdo de gelatina a 1% contendo cloreto de sédio. A

presenca de taninos é confirmada pela formacdo de um precipitado branco.
2.7.1.7. Detecc¢do de Flavonoides
a) Teste do reagente alcalino

Os extractos sdo tratados com algumas gotas da solucdo de hidroxido de sodio. A formagéo de
uma cor amarela intensa que podera desaparecer depois de adi¢cdo de um &cido diluido, indica a

presenca de flavonoides.
b) Teste de acetato de chumbo

Os extractos séo tratados com poucas gotas de solucdo de acetato de chumbo. A presenca de

flavonoides é confirmada pela formacéo de precipitado de cor amarela.
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2.7.2. Métodos espectroscopicos

Depois da obtencédo dos extractos brutos e realizacdo dos testes fitoquimicos preliminares, segue-
se a etapa da identificacdo dos fitoconstituintes pelos métodos espectroscdpicos. Neste trabalho
foi usado o método de Ressonancia Magnética Nuclear do protdo (RMN *H) para a identificacdo

de algumas classes presentes nos extractos brutos.
2.7.2.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear do protdo (RMN *H)

Os nucleos de determinados elementos e isGtopos comportam-se como se fossem imanes girando
em torno de um eixo. Os n(icleos do hidrogénio ordinério (*H) e os nicleos de carbono-13 (**C)
tém esta propriedade. Sob accdo de um campo magnético externo, 0s seus spins nucleares
orientam-se paralelamente (estado de energia mais baixo) ou antiparalelamente (estado de
energia mais alto) ao campo magnético aplicado e comegam a processar (Solomons e Fryhle,
2005). Aplicando uma radiacdo electromagnética de frequéncia de radio (RF) (60-700 MHz), os
ndcleos atémicos de hidrogénio (*H) e carbono-13 (*3C) podem absorver a energia de frequéncia
igual a do movimento de precessdo passando do estado de energia mais baixa para o estado de
energia mais elevada. Este processo de absorcéo resulta em picos observados em um espectro de
RMN (Solomons e Fryhle, 2005, Mcmurry, 2008).

Um espectro de RMN é um grafico de deslocamento quimico (6 em partes por milhdo — ppm)
versus magnitude do sinal que oferece a informacéo sobre o ambiente quimico que rodeia cada
protdo (através da ressonancia magnética nuclear do protdo - RMN-'H) ou cada ncleo de
carbono, se se tratar da ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN-C). O
deslocamento quimico de um nucleo, quer de *H como de **C, é determinado pelo ambiente
electronico que rodeia esse nucleo e os factores que o afectam, por exemplo, solvente,
insaturacao, pontes de hidrogénio, e quanto maior for o seu valor menor € o campo magnetico
aplicado (isto é, menor é a blindagem electronica em volta do nucleo). Os deslocamentos
quimicos véo de 0-15 ppm na RMN-H e de 0-200 ppm em RMN-'*C (Moore e Langley, 2010).
Para definir a posicdo duma absorcédo, o espectro é geralmente calibrado com o tetrametilsilano
(TMS), (CHs)4Si, que, convencionalmente, tem um deslocamento quimico igual a 0 ppm (Gokel,

2004, Solomons e Fryhle, 2005). Nestes casos, usualmente utiliza-se o cloroférmio deuterado,
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CDCIs3, ou tetracloreto de carbono, CCl,, metanol deuterado, CD3OD, como solventes (Gokel,
2004).

Qualquer composto orgénico que contém um ou mais 4tomos, com um momento magnético
diferente de zero é potencialmente detectavel por RMN e, uma vez que 0s isétopos com 0s
momentos magnéticos diferentes de zero incluem 'H, *C, N e *P, todas as moléculas
biologicamente importantes, tém pelo menos, um sinal de RMN. Estes sinais sdo caracterizados
pela sua frequéncia (deslocamento quimico) a qual reflecte o ambiente do nlcleo detectado
(Krishnan, et al., 2004)..

A versatilidade da técnica de RMN como uma ferramenta para analise de compostos organicos
pode ser demonstrada em pelo menos dois modos. Em primeiro lugar, RMN é ndo destrutivo, e
espectros podem ser registados a partir de suspensdes de células e tecidos, bem como a partir de
extractos e metabdlitos purificados (Ratcliffe, 1994, Ratcliffe e Shachar-Hill, 2001). Em segundo
lugar, RMN oferece uma variedade de esquemas de deteccdo que podem ser adaptados a

natureza da amostra e do problema metabdlico que esta a ser tratada (Ratcliffe et al., 2001).

O mais sensivel is6topo de ocorréncia comum com momento magnético diferente de zero é 'H e
este é, inevitavelmente, o ndcleo preferido para impressdo digital de muitos metabdlitos e
aplicacBes de perfis de RMN. Portanto, o RMN-'H pode detectar normalmente 20-40

metabolitos num extracto nao fraccionado (Krishnan et al., 2005).

Assim, os espectros de RMN muitas vezes contém uma variedade de informagdes sobre a
identidade das moléculas da amostra, e € nesta base que RMN pode ser utilizada para identificar

e quantificar os metabdlitos nas amostras de origem bioldgica (Krishnan et al., 2005).
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I1l.  PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Colheita de Amostras

Com base nas doencas infecciosas que sdo tratadas por estas plantas e segundo a sua ocorréncia,
as amostras (folhas e/ou raizes) foram recolhidas em trés Distritos da Provincia de Maputo entre
Abril-Maio de 2012. Neste caso, as folhas de G. heterophylla foram colhidas em Magude; folhas
e raizes de S. kraussii (Matutuine); folhas de B. discolor e T. sericea (Moamba). A identificacdo
botanica foi feita no Instituto de Investigacdo Agraria de Mocambique (IIAM). A secagem foi

feita numa sombra a temperatura ambiente.
3.2.Métodos gerais

Para o registo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foi usado um espectrémetro de
400 MHz para o *H (Bruker Ultrashield 400 Magnet), usando como solventes CDCls, CDsOD e
DCM-d, (Esta parte foi feita na Universidade de Lund, Suécia). O padrdo usado foi o
Tetrametilsilano. Para o TLC foram usadas placas (Merck) de silica gel 60 F,s4. Os solventes
usados para a extraccdo foram n-hexano (Merck), diclorometano (Rochelle Chemical, assay
99,5%), acetato de etilo (Sigma Aldrich, assay, 99,5%) e etanol (BDH, 99,7-100%).

3.3.Reagentes e solventes

A tabela 1 mostra os reagentes e solventes usados para extraccao e os testes fitoquimicos.
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Tabela 1: Reagentes e solventes

Reagentes e solventes organicos-Grau de pureza

Reagentes inorganicos

n-Hexano -95%

Solucdo aquosa de cloreto férrico 5%

Anidrido acético - > 98,5%

Solucdo alcodlica cloreto férrico 1%

Cloroformio - >99,8%

Solucao de acido cloridrico 10%

Acetato de etil -99,5%

Solucdo de acido sulfurico 10%

Etanol absoluto 99,7-100%

Solucao de amoénia 10%

Metanol - >99,8%

Solucdo aquosa de cloreto de sddio 10%

Tolueno - >99,9%

Solucdo aquosa de hidroxido de sodio 10%

Diclorometano - 99,5%

Reagente de Wagner (1,/KI)

Solucgdo saturada de &cido picrico

Reagente de Dragendorff (K[Bils])

Solucdo de gelatina a 1%

Reagente de Mayer (K[Hgl,])

Benzeno — > 99,8%

Acido sulfarico concentrado, 98%

Vanilina -99%

Agua destilada

Solucdo aquosa de acetato de chumbo 10%

Acido cloridrico , 37%

3.4. Procedimentos

3.4.1. Extraccdo por maceracgao sequencial

As amostras secas (50 g) e moidas foram maceradas sequencialmente usando solventes de

polaridade crescente (n-hexano, diclorometano, acetato de etilo e uma mistura hidroalco6lica 300

mL cada durante 48 horas (Luo et al., 2011). A figura 19 mostra o fluxograma do trabalho

realizado para a extraccéo.
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Figura 19- Fluxograma experimental
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3.4.2. Preparacéo das solucdes para os testes fitoquimicos

A preparacdo das solucGes para os testes fitoquimicos foi feita com o intuito de analise
qualitativa, isto é, para saber se existe ou ndo uma classe de metabolitos secundarios

relacionados com o reagente usado.
Solucdes preparadas para 0s testes

Solucdo aquosa de cloreto férrico a 5% (p/v) FeClz em 100 mL
Solucdo alcodlica de cloreto férrico a 1% (p/v) FeClz em 100 mL
Gelatina a 1% (p/v) em 50 mL

Solucdo aquosa de NaCl a 10% em 50 mL

Solucédo aquosa de NaOH a 10% em 100 mL

Solucdo aquosa de acetato de Chumbo [Pb(CH3COO),] a 10% em 100 mL
Solucdo aquosa de NH,OH a 10 % em 100 mL

Solucdo aquosa de HCl a 10 % em 100 mL

Solucdo aquosa de H,SO4a 10 % em 100 mL

Solucdo saturada de &cido picrico-Reagente de Hager em 50 mL
Reagente de Wagner em 100 mL

L AR 20 2K 2B 2B 2R 2% R 2B 2R R 4

Reagente de Mayer em 100 mL

3.4.3. Cromatografia em camada fina

Na anélise cromatografica dos extractos secos, utilizou-se placas cromatograficas de silica gel 60
Merck Fys4 e foram secadas em estufa cerca de 30 min a 40°C. Os extractos secos foram
dissolvidos em solventes especificos. As placas foram visualizadas em UV a 254 nm, em solucéo
de vanilina e reagentes especificos para a confirmacgdo da presenga dos fitoconstituintes em cada

extracto, como mostra a tabela 2.

O método usado para a escolha do sistema de eluicdo foi com base no sistema que melhor
separava as manchas, isto &, fez-se vérias tentativas de sistema de solventes (fase movel) para a

eluicdo dos extractos. Neste caso, ndo se usou nenhuma referéncia bibliografica.
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Tabela 2: Fases mdveis e reagentes usados para a analise cromatogréafica dos extractos.

Extracto Solvente usado para Fase movel Reagente especifico
preparacdo da solugéo usado para confirmacao
amostra

n-Hexano n-Hexano Tolueno e acetato de etilo | Acido sulfarico a 98% ;

(97:3 viv) aquecimento a 100°C

Diclorometano | Cloroférmio n-hexano e acetato de Acido sulfirico a 98% ;

etilo (0,5:1,5v/v)

aquecimento a 100°C

Acetato de etilo

Acetato de etilo

n-hexano, cloroférmio e
etanol (1,0:1,5:1,0 v/v)

Solucéo alcodlica de
F6C|3

Hidroalcodlico

Metanol

tolueno, acetato de etilo
e 4gua destilada
(2,0:1,5:1,0 v/Iv)

Solucéo alcodlica de
F6C|3
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IV. RESULTADOS

4.1.

EXTRACCAO DOS FITOCONSTITUINTES

A tabela 3 mostra os pesos do material vegetal seco e moido das plantas, as massas e as

percentagens dos extractos brutos secos obtidos pelo método de maceragéo sequencial por ordem

crescente de polaridade dos solventes.

Tabela 3: Resultados da extrac¢do- massas e percentagem

Plantas e pesos do extracto seco
Solvente B. discolor | G.heterophylla | T.sericea S. kraussii
(Folhas) (folhas) (Folhas) | Folhas(50,07g) | Raizes(50,55g)
(50,09g) (50,389) (50,13g)
n-Hexano 1,88¢ 1,569 1,049 1,119 1,079
(3,75%) (3,09%0) (2.07%) (2.22%) (2.12%)
Diclorometano 1,789 1,079 1,109 2,01g 1,449
(3,55%0) (2.12%0) (2.19%0) (4.01%) (2.85%0)
Acetato de 1,439 0,309 0,49 0,30g 0,969
etilo (2,86%) (0,6%) (0,8%) (0.6%) (1,90%0)
Hidroalcoolico 2,069 1,609 1,999 1,629 1,029
(4,11%) (3.18%) (3,97%) (3,24%) (2.02%0)

4.2.

TESTES FITOQUIMICOS

As tabelas 4, 5, 6, 7 e 8 apresentam os resultados do rastreio fitoquimico dos extractos de B.

discolor, G. heterophylla, T. sericea e S. kraussi

Autor: Viriato Virgilio------- ------ Curso de Quimica--------------- UEM----------- 2013 35



Trabalho de Licenciatura- Estudo Fitoquimico de algumas plantas
medicinais usadas na Provincia de Maputo

Tabela 4: Resultados de testes fitoquimicos de extractos de B. discolor (folhas)

Classe de | Teste fitoquimico Extracto
metabolitos n-Hexano | Diclorometano | Acetato de | Hidroalco
secundarios etilo 6lica
De Mayer () () () €)
Alcaloides De Wagner (-) (-) () ()
De Dragendroff ) ) (-) ()
De Hager () () () (+)
Glicosidos De Borntrager () () ) )
Salkowski (+++) (+++) (+) )
(Tritepenos)
Fitosterois Libermann- (+++4) (+++) (+) ()
Burchard(Esteroide)
Fendlicos FeCls (-) (-) (-) (++4)
Taninos Gelatina + NaCl ) ) () (-)
Flavondi Reagente alcalino () () (+) (+)
des Acetato de Pb () () () (++4)
Saponinas De espuma () () (-) (+)
Legenda : (+++) - Teste positivo com maior concentracao
(+)- Teste positivo com menor concentragio
(-) - Teste negativo
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Tabela 5: Resultados de testes fitoquimicos de extractos G. heterophylla (Folhas).

Classe de | Teste fitoquimico Extracto
metabélit_os n-Hexano | Diclorome Acetato de | Hidroalco
secundarios tano Etilo olico
- De Mayer Q) ) ) )
Alcaldides De Wagner ) &) () )
De Dragendroff (-) (-) () (-)
De Hager () () (+) (+)
Glicésidos De Borntrager - (- ) )
Fitosterois Salkowski(Triter (+) (+) (+) )
penos )
Libermann-Burchard (+++) (+++) (+) )
(Esterdides)
Fendlicos FeCls ) (+) (+++) (+++)
Taninos Gelatina + NaCl ) O] (+) )
Flavonoi Reagente alcalino ) O] ) (+++)
des Acetato de Pb B 0 B (++4)
Saponinas De espuma (-) () ) (+++4)
Tabela 6: Resultados de testes fitoquimicos de extractos de T. sericea (Folhas)
Classe de Teste fitoquimico Extracto
metabolllﬁos n- hexano | Diclorometano | Acetato de | Hidroalcéoli
secundarios .
etilo co
_ De Mayer ) ) ) )
Alcaldides De Wagner () () () )
De Dragendroff (-) (-) (+) (-)
De Hager () () () (+)
Glicosidos De Borntrager ) ) ) )
Salkowski(Triterp) (+++) (+++) (+) (-)
: . Libermann- (+++) (+++) (+) )
F
'osterois Burchard (est.)
Fenolicos FeCls ) (-) -) (+++)
Taninos Gelatina + NaCl ) ) ) (+)
Flavondi Reagente alcalino ) ) (+) (+++)
des Acetato de Pb ® ® ® (++4)
Saponinas De espuma ) ) ) (+)
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Tabela 7: Resultados de testes fitoquimicos de extractos de S. kraussii (Folhas)

Classe de | Teste fitoquimico Extracto
metabolitos n-hexano Diclorometano | Acetato de | Hidroalco
secundarios etilo 6lico
De Mayer Q) Q) () Q)
Alcal6ides De Wagner () () ) ()
De Dragendroff () () ) (-)
De Hager () () () ()
Glicosidos De Borntrager () () ) (-)
Fitosterdis Salkowski (+) (+++) (+) )
(Triterpenos)
Libermann- (+) (+++) (+++) )
Burchard(est.)
Fenolicos FeCls ) () ) (+++)
Taninos Gelatina + NaCl (-) (-) ) (+)
Flavonai Reagente alcalino ) () ) (+)
des Acetato de Pb ) () ) (+++)
Saponinas De espuma (-) (-) (-) (+++)

Tabela 8: Resultados de testes fitoquimicos de extractos de S. kraussii (Raizes)

Classe de | Teste fitoquimico Extracto
metabdlitos n-Hexano Diclorometano | Acetato de | Hidroalco
secundarios etilo 6lico
De Mayer () () () ()
Alcalbides De Wagner (-) () (-) (-)
De Dragendroff (-) () (-) (-)
De Hager () () (+) ()
Glicosidos De Borntrager (-) (-) (-) (-)
Fitosterois Salkowski (+++) (+++) (+) (-)
(triterpenos)
Libermann- (+++) (+++) ) )
Burchard(Esteroi
des)
Fenolicos FeCls (-) (-) (-) (+++)
Taninos Gelatina + NaCl ) ) (-) (-)
Flavonoi Reagente alcalino ) ) (-) (+)
des Acetato de Pb (-) (-) (-) (+++)
Saponinas De espuma ) ) ) )
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4.3. RESULTADOS CROMATOGRAFICOS

A figura 20 mostra o perfil cromatografico dos extractos hidroalcodlicos das plantas (sistema de
solventes: tolueno, acetato de etilo e agua destilada (2,0:1,5:1,0 v/v). Aplicacdo da amostra da
esquerda para direita é: B. discolor, T. sericea, S. kraussii e G. heterophylla. Os cromatogramas
de TLC dos extractos de n-hexano, diclorometano e acetato de etilo estdo no anexo 1.

Figura 20-Cromatogramas de extractos hidroalcodlicos

Legenda: A-Cromatograma antes da revelacdo; B-Cromatograma revelado com a solucdo
alcodlica de FeCls. Foto: Viriato Virgilio, 09/08/2012

Os factores de retencdo (Rf) das manchas do cromatograma A acima apresentado estdo
mostrados na tabela 5.
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Tabela 9: Factores de retencéo dos extractos hidroalcodlicos das plantas (antes da revelacao)

Plantas e Factores de retencdo das manchas (Rf)
Cor da mancha B. discolor | G.heterophylla | T.sericea | S. kraussii
Esverdeada 0,35 0,38 0,4 0,38
Amarela 0,63 0,67 0,64 0,65
Amarela-esverdeada 0,85 0,83 0,85 0,84
Amarela-esverdeada 0,95 0,95 0,95 0,92

4.4. ESPECTROS DE RMN-'H DE EXTRACTOS DE B. discolor

As figuras que se seguem correspondem aos espectros de RMN-'H de extractos brutos de DCM,
EtOAc e hidroalcoolico de B. discolor registados a 400MHz em CDCI;, CD3;0OD, CD30OD e

DCM-d,, respectivamente. Os espectros foram registados na Universidade de Lund, Suécia.

| e MW

] F.2 (W | - [ S.& 5.3 48 4 4 a0 - W b [} 2B 2.4 2.0 1L& 1.3 [=F |

Figura 21- Espectro de RMN-'H do extracto de DCM de B.discolor (400MHz, CDCl5)
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Figura 22- Espectro de RMN-'H do extracto de acetato de etilo de B.discolor (400MHz,
CD30D)
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Figura 23- Espectro de RMN-'H do extracto hidroalcodlico de B.discolor .(400MHz, CD3;0D)
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Figura 24- Espectro de RMN-'H do extracto hidroalcodlico pré-purificado das folhas da B.
discolor (400 MHz, DCM-d,)
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V. DISCUSSAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

5.1. OBTENCAO DOS EXTRACTOS

O processo de preparacdo e obtencdo dos extractos brutos inicia com a secagem do material
vegetal, que tem por finalidade a retirada da &4gua e, com isso, impedir reac¢des de hidrolise dos
fitoconstituintes e de crescimento microbiano. A etapa da moagem tem por finalidade reduzir,
mecanicamente, 0 material vegetal a fragmentos de pequenas dimensdes para 0 aumento da area
de contacto entre o material solido e o liquido extractor tornando mais eficiente a operacdo na

etapa da extracgéo (Tiwari et al., 2011).

A extracgdo por maceragédo sequencial feita nas plantas em estudo, teve maior percentagem dos
extractos secos em extracto hidroetandlico para B. discolor (4,11%), G. heterophylla (3,18%), T.
sericea (3,97%) e extracto de diclorometano para S. kraussii (4.01% folhas) e (2,85% raizes),
respectivamente. Ainda neste processo, obteve-se menores percentagens dos extractos secos para
0 solvente acetato de etilo para todas as plantas estudadas como mostra a tabela 3. Usou-se este
processo pois ele economiza mais o solvente, visto que quando se prepara primeiro um extracto
bruto usando um solvente polar como a mistura hidroalcodlica existe uma necessidade de se
fraccionar o extracto usando varios solventes. Dai que o volume do solvente a ser usado vai

depender da quantidade da amostra e dos compostos a serem extraidos.

Considerando os solventes utilizados nas extracgdes das diferentes plantas, a mistura
hidroalcéolica é a que melhor dissolve, a temperatura ambiente, os extractos. Porém o tempo de
maceracdo pode variar em funcdo da rigidez do material e do tamanho das suas particulas
proporcionando assim um processo mais eficiente para determinados 6rgdos vegetais (Pachd,
2007).

5.2. TESTES FITOQUIMICOS

A investigacdo fitoquimica tem como objectivo predizer as classes dos componentes quimicos
(metabdlitos secundarios) que se encontram num determinado extracto de uma certa planta. Caso
0 interesse esteja restrito a uma classe especifica de constituintes ou substancias responsaveis por
uma certa actividade biologica, a investigacdo devera ser direcionada para o isolamento e a

elucidacéo estrutural das mesmas (Filho e Yunes, 1998).
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Embora uma planta possa conter centenas de metabolitos secundarios, apenas 0s compostos
presentes em maior concentracdo sdo geralmente isolados e estudados pela fitoquimica classica
(Filno e Yunes, 1998). Ou se estiverem em menores concentragcbes deve-se trabalhar com
grandes quantidades de amostra ou usar métodos mais sofisticados como HPLC ou LC-MS entre

outros.

De acordo com os resultados obtidos na triagem fitoquimica das plantas, eles mostram a
presenca de muitas classes de compostos de metabolitos secundarios em que a maioria deles, de
acordo com a literatura possuem actividade antimicrobiana, antiinflamatoria e mais outras

actividades biologicas.

Para além dos ensaios fitoquimicos classicos, foi realizada uma anélise espectroscopica para B.
discolor, isto porque ainda é escassa a informacéo fitoquimica desta espécie, ou seja, ainda ndo
foi amplamente estudada a fitoquimica desta planta. Com base na revisao bibliografica realizada,
s0 foi possivel encontrar um e Unico composto (6), que até entdo foi isolado e publicado,
diferentemente das outras trés plantas. No entanto, o seu uso medicinal sugere que nesta planta
h& uma probabilidade de existirem metabolitos secundérios com interesse farmacologico. Por
isso usou-se 0 RMN-"H para confrontar os ensaios fitoquimicos o que posteriormente poderé

servir como ponto de suporte para préximos estudos desta planta.
Alcaloides

Os alcal6ides sdo um grupo de metabdlitos secundarios com actividade antimicrobiana. De
acordo com as Tabelas 4, 5, 6, 7 e 8, os alcaloides estdo presentes em pequenas quantidades nos
extractos de acetato de etilo e hidroalcodlico de todas as plantas estudadas, com a excepcdo do
extracto de acetato de etilo das folhas de B. discolor. Estes resultados (pequenas guantidades)
podem dever-se ao facto de que os alcaldides possuem uma diversidade estrutural, dai que néo
exista apenas um Unico método para a sua extrac¢do e na maioria dos casos encontram-se em
forma de sais organicos, portanto seria necessario usar um outro procedimento diferente do que
foi usado neste trabalho. Dados da literatura confirmam a presenca de alguns alcaldides nas

folhas de G. heterophylla. Khaled et al., (2001) isolaram a partir do extracto de etanol dos ramos
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o0 alcaldide dihidroagarofurano. Também, durante o0 mesmo estudo, foram isolados flavondides

(catequinas) e triterpenos pentaciclicos.
Glicosidos

Esta classe pertence aos compostos organicos nos quais um acucar esta ligado a uma molécula
ndo-carbohidratada. Com base no ensaio de Borntrager ndo foi possivel detectar os mesmos em
todos os extractos analisados. Entretanto, de acordo com a revisdo bibliografica feita, ja foram
isolados alguns glicésidos na G. Heterophylla (Da Silva et al., (2011)) e T. Sericea (estilbeno
glicésidos) (Nkobole, 2009, Monjane, 2010). Este teste negativo pode dever-se pelo facto de que
0 método usado para a sua identificagdo ndo era o conveniente. Outro factor que pode estar
associado a este facto é que o ensaio de Borntrager é referente a um tipo de glicésidos, glicésidos
de antranol, portanto ndo se pode descartar a possibilidade de existéncia de outros tipos de
glicésidos. Por isso, usando a espectroscopia de RMN-'H foi possivel detectar-se alguns
compostos glicosidicos nos extractos de DCM, EtOAc e hidroalcodlico das folhas da B. discolor,
tal como ilustram as figuras 21, 22, 23 e 24. Tal facto pode ser confirmado pelo aparecimento
dos sinais entre & 3.5 a 5 ppm referente aos CH-OH dos glicosidos ou carbohidratos e que estéo
bem evidenciados nos espectros dos extractos de EtOAc e hidroalcodlico. Este facto mostra que
os testes fitoquimicos apenas, ndo sdo sempre suficientes para excluir a existéncia de certos
metabolitos secundarios, dai a necessidade de uso de andlise instrumental que confere maior

precisdo na andlise de constituintes em menores concentracoes.
Terpenos

Os terpenos sdo compostos naturais com largo espectro de actividade bioldgica. De acordo com
0 ensaio de Salkowski, os triterpenos estdo presentes nos extractos de n-Hexano, DCM e EtOAc
de todas as plantas analisadas. Resultados paralelos a estes estdo relatados na literatura onde
foram isolados triterpenos pentaciclicos nos ramos de G. heterophylla (Khaled et al., 2001),
derivados de triterpenos, os metide-quinonas nas raizes de S. kraussii (Figueiredo et al., 1998) e
uma lactona sesquiterpénica nos ramos de B. discolor DC (Zdero e Bohlamann, 1987). Estudos
feitos de uma planta do género Brachylaena (B. ramiflora var.), resultaram no isolamento dos

compostos (7) e derivados de a-amarina, -amarina e lupeol (Chaturvedula et al., 2002). Dado
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que a maioria dos terpenos possuem *H alifaticos, foi possivel serem detectados por RMN, pois o
aparecimento de muitos singletos entre 6 0.7 - 1.3 ppm mostra a presenca dos -CHjs tipicos dos
terpenos, tal como mostra a figura 21. Esta evidéncia pode ser confirmada pela presenca de
sinais entre & 1.8 a 2.5 ppm dos -CH (dos -CH,) ligados a um carbono quiral, tal como mostra a

figura 25.

b

B

(36)
Figura 25 -Estrutura de esqueleto de terpenos (Triterpeno)

Esterdéides

Os esterdides sdo metabdlitos secundérios com actividades antiinflamatérias. Com base nos
ensaios com o reagente de Libermann-Burchard, estes compostos foram identificados em todas
as plantas nos extractos de n-Hexano, DCM e EtOAc, excepto o extracto de acetato de etilo das
raizes de S. kraussii. Dados da literatura indicam a presenca de esterdides nas folhas de T.
sericea. Nkobole et al., 2009, isolaram de T. sericea quatro compostos puros indicados pelas
estruturas (8), (9), (10) e (11). Tal como os terpenos, 0 seu esqueleto principal € caracterizado
por hidrocarbonetos saturados, razdo pela qual no presente estudo os espectros de RMN-'H dos
extractos de DCM (Figura 21) e EtOAc (Figura 22) de B. discolor apresentam deslocamentos

quimicos aproximados de hidrocarbonetos saturados de 6 0,8 - 2,8ppm (C-H).

Tanto o espectro quanto os testes fitoquimicos, confirmam a presenga dos esterdides, também
detectados por TLC nos extractos de DCM e EtOAc. A maior concentragdo de terpenos e
esterdides nos extractos de n-hexano e DCM e menor concentracdo em EtOAc, pode-se explicar
pelo facto de estas classes possuirem agliconas pouco polares, o que facilita a sua extrac¢do por

solventes apolares.

Autor: Viriato Virgilio------- ------ Curso de Quimica--------------- UEM----------- 2013 46



Trabalho de Licenciatura- Estudo Fitoquimico de algumas plantas
medicinais usadas na Provincia de Maputo

Compostos Fendlicos

Compostos fenolicos englobam uma diversidade de metabdlitos secundarios com diferente
actividade biologica. Esses metabdlitos podem ser: taninos, flavondides, benzoquinonas,
cumarinas, etc. De acordo com as tabelas 4, 5, 6, 7 e 8, 0s compostos fendlicos estdo presentes
em maior concentragdo nos extractos hidroalcodlicos de todas as plantas e extracto de acetato de
etilo de G. heterophylla e, também, em menor concentracdo no extracto de DCM de G.
heterophylla. A maior concentracdo dos compostos fendlicos nos extractos hidroalcodlicos esta
associada com facto de serem muito polares (presenca de -OH) facilitando, assim, a sua
extraccdo com este solvente. A literatura relata a presenca de compostos fendlicos em G.
heterophylla (Khaled et al, 2001), T. sericea (Nkobole, 2009; Edeen et al, 2006). Com 0 RMN-
'H foi possivel detectar compostos desta classe nos extractos de EtOAc e hidroalcoélico de B.
discolor (Figuras 22 e 23, respectivamente), mas em maiores quantidades no ultimo extracto. A
sua presenca pode ser confirmada pelo aparecimento de picos na regido de deslocamento
quimico de 8 6,0-7,4 ppm referentes aos protdes aromaticos (Ar-H). Analisando as figuras acima
mencionadas pode-se ver através do aparecimento de sinais difusos entre 6 4,8-6,0 ppm que eles
podem ser derivados de glicdsidos. Para confirmar a sua presenca, foi pré-purificado (particao
com butanol-1) o extracto hidroalcodlico e registou-se o espectro em DCM-d,, tal como mostra a

figura 24.

Da figura 24, pode-se confirmar a presenca dos compostos fendlicos devido ao aparecimento de
sinais entre 6 11.4 a 12.2 ppm (singletos) tipicos dos OH (a) aromaticos e envolvidos em pontes
de hidrogénio intramolecular, também pela presenca dos protdes aromaticos (6 6.45 a 7.8 ppm),
tal como exemplifica a estrutura da figura 26. A presenca de sinais entre 3,2 a 4,6 ppm e 0,6 -2,5
ppm pode dever-se a existéncia de CH-OH de agucares (Glicosidos) e protdes de carbonos

saturados ligados com os anéis aromaticos, respectivamente .
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: (37)
Figura 26- Estrutura de uma aglicona de um flavonoide.

No entanto, os compostos fendlicos detectados por RMN-'H, também foram identificados pelos

ensaios fitoquimicos preliminares e TLC por revela¢do com a solucédo alcodlica de FeCls.
Taninos

Os taninos sdo compostos polifendlicos com alto peso molecular com actividade antimicrobial.
O ensaio de gelatina confirmou a presenca destes compostos em pequena concentracdo nos
extractos de EtOAc de G.heterophylla e hidroalcodlicos de T. sericea e S. kraussii (folhas). O
facto de eles estarem em pequenas concentracGes pode-se dever ao método de extraccdo usado,
pois ndo existe apenas um método para a extrac¢do de taninos a partir de plantas. Por exemplo,
usando a acetona como solvente de extraccdo pode-se aumentar a quantidade dos taninos a
extrair. Este solvente inibe as interac¢Ges durante o processo de extrac¢do entre 0s taninos e as
proteinas ou mesmo a quebra pontes de hidrogénio de alguns complexos formados entre taninos
e proteinas. Dos extractos estudados apenas foi reportada a presenca de taninos na casca de G.
heterophylla (Githens, 1949).

Flavondides

Os flavondides constituem um grupo mais extenso e de maior diversidade dos compostos
fenolicos (Wermerris e Nicholson, 2009) com um largo espectro de actividade bioldgica. De
acordo com os resultados dos ensaios fitoquimicos das tabelas 4, 5, 6, 7 e 8, os flavondides estdo
presentes em maior concentracdo nos extractos hidroalcodlicos de todas as plantas e menor
concentragdo nos extractos de EtOAc de B. discolor e T. sericea. Estudos feitos sobre estas

plantas, indicam a ocorréncia desta classe em G. heterophylla (Khaled et al., 2001) e T. sericea
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(Nkobole, 2009). Os picos da regido de 6 6.0 - 7.2 ppm (figura 23) e de 8 6.5 a 7.7 ppm ( figura
24), mostram a presenca de flavondides glicosidados. Tal facto pode ser comparado com o

espectro da figura 5 do anexo 3 que apresenta picos de flavondides glicosidicos nesta regido.
Saponinas

Saponinas ocorrem nas plantas em forma de glicsidos e tém propriedades tensoactivas fortes e
como detergentes naturais. O ensaio de espuma realizado confirmou a presenca destes compostos
nos extractos hidroalcodlicos de todas as plantas, sendo em maior concentracdo de G.
heterophylla e S.kraussii (folhas) e menor concentracdo em B. discolor e T. sericea. No entanto,

ndo foi possivel identificar esta classe nas raizes de S. kraussii.

Em geral, a avaliacdo fitoquimica mostrou que:

As espécies G. heterophylla e S. kraussii, pertencentes a familia Celastraceae apresentam
semelhancas nas suas propriedades fitoquimicas como sugerem os ensaios classicos realizados.

Isto é, as classes detectadas em G. heterophylla também foram identificadas em S. kraussii.

Em todas as plantas foram detectados os terpendides, fendis, flavondides, saponinas, esteroides,
taninos e alcaldides, com excepcdo das raizes de S. kraussii onde ndo foi detectada a presenca de

taninos e de saponinas, respectivamente.

Os resultados cromatogréaficos, mostram de alguma forma que existe uma probabilidade de se
encontrar compostos idénticos, se ndo iguais nas quatro plantas, visto que o perfil (factores de
retencdo) e coloragdes das manchas no cromatograma do mesmo solvente séo proximos e iguais,
respectivamente. Esta probabilidade pode ser sustentada pelo facto de as condi¢des de extrac¢ao

ocorreram de igual modo para todas as plantas.

Na revelagcdo por reagentes especificos com objectivo de se confrontar a presenca ou ndo de
algumas classes identificadas pelos ensaios fitoquimicos, confirmou-se a presenca de triterpenos
e fitosterdis nos extractos de n-hexano e DCM e compostos fendlicos em geral para os extractos
de EtOACc e hidroetandlico.
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VI.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no trabalho sobre o estudo fitoquimico de plantas medicinais, permite

concluir o seguinte:

»

Foi possivel realizar a extraccdo dos fitoconstituintes das quatro plantas pelo método de
maceragéo sequencial por ordem crescente de polaridade dos solventes;
As classes dos metabolitos secundarios presentes nas quatro espécies de plantas
identificadas através dos testes fitoquimicos sdo: alcalides, esteroides, terpendides,
compostos fenolicos e saponinas e ndo foram identificados os glicosidos;

Identificou-se taninos nas folhas de S. kraussii, G. heterophyla e T. sericea;
Por revelacdo com reagentes especificos, a TLC confirmou a presenca de terpenos e
esterdides nos extractos de n-hexano e DCM e compostos fenolicos em geral para os
extractos de EtOAc e hidroetandlico, respectivamente;
Identificou-se a classe de glicosidos por RMN-"H nos extractos brutos de DCM, EtOAc e
hidroalcoodlico de B. discolor, algo ndo registado nos ensaios fitoquimicos classicos;
Foram identificados por RMN-'H terpenos e esterdides nos extractos de DCM e EtOAC e
compostos fendlicos em geral em extractos de EtOAc e hidroalcodlico de B. discolor;
Nas folhas e raizes de S. kraussii, foram identificadas as classes de alcaloides, esterdides
e compostos fendlicos. Nas folhas desta planta foram detectadas as classes de saponinas e
taninos, caso ndo registado nas raizes;
O tratamento tradicional de doencas infecciosas com estas plantas esta relacionado com
as classes identificadas, pois estas sdo relatadas como principais agentes activos contra

bactérias, fungos e muitos outros microorganismos patogénicos.
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VIl. RECOMENDACOES

Como ja foi esclarecido no corpo do trabalho, as analises feitas neste estudo foram meramente
qualitativas, isto €, obteve-se informacGes preliminares sobre o perfil fitoquimico das quatro

plantas estudadas. Neste contexto, recomenda-se:

» Aos Departamentos de Quimica e de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias desta

Universidade que fagcam analises de actividade biologica das frac¢oes bem definidas;

» Ao Departamento de Quimica que faca fraccionamento dos extractos brutos para
isolamento, purificagdo e caracterizagdo estrutural dos metabolitos secundarios

detectados nos extractos de B. discolor para servir de base de dados desta planta;

» Ao Ministério da Salde para que em coordenacdo com os Departamentos de Quimica e
de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias desta Universidade faca estudos mais
aprofundados destas plantas, que posteriormente possam servir como linha de introducéo

de novos farmacos para o combate das doencas, em particular as infecciosas.
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ANEXOS

Anexo 1.

Cromatogramas de TLC

Figura 1- Cromatogramas de extracto de n-hexano. Fase moével : Tolueno e acetato de etilo
(93:7 v/v). Aplicacdo de extractos da esquerda para direita: B.discolor, T. sericea, S. kraussii e

G. heterophylla

Figura 2- Cromatogramas de extracto de diclorometano. Fase movel. n-hexano e acetato de
etilo (0,5:1,5v/v). Aplicacédo de extractos da esquerda para direita: B.discolor, T. sericea, S.

kraussii e G. heterophylla
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Figura 3- Cromatogramas de extracto de acetato de etilo. Fase movél : n-hexano, Cloroférmio e
etanol (1,0:1,5:1,0 v/v). Aplicacdo de extractos da esquerda para direita: B.discolor, T. sericea,

S. kraussii

Anexo 2

Deslocamentos quimicos aproximados dos protdes.

Faixas de Deslocamentos Quimicos aproxi |
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Figura 4-Deslocamentos quimicos aproximados dos protdes
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Anexo 3
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Figura 5- Espectro RMN-'H de um extracto obtido a partir de tomate transgénico (Lycopersicon

esculentum).
Anexo 4
Preparacao das solucgdes para os testes fitoquimicos

A preparagdo das solucBes para os testes fitoquimicos foi feita com o intuito de anélise

qualitativa, por isso usou-se a propor¢ao peso por volume.

Solucéo aquosa de cloreto férrico a 5% (p/v) FeCls

» Pesou-se 5g de cloreto férrico e dissolveu-se num copo de precipitagdo. Transferiu-se

para um bal&o volumétrico de 100 mL e perfez-se o volume.

Solucdo alcodlica de cloreto férrico a 1% (p/v) FeCls

» Pesou-se 1g de cloreto férrico e dissolveu-se num copo de precipitagdo. Transferiu-se

para um baldo volumétrico de 100 mL e perfez-se o volume.
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Gelatina a 1% (p/v)

» Pesou-se 0,59 de gelatina e introduziu-se num copo de Becker para a dissolugéo.
Transferiu-se para um baldo de 50 mL e perfez-se o volume com &gua destilada.

Solucdo aguosa de NaCl a 10%

» Pesou-se 5g de NaCl e introduziu-se num copo de Becker para a dissolucdo. Transferiu-

se para um baldo de 50 mL e perfez-se o volume com agua destilada.

Solucdo aguosa de NaOH a 10%

» Pesou-se 10g de NaOH e introduziu-se hum copo de Becker e dissolveu-se. Transferiu-se

para um baldo de 100 mL e perfez-se o volume com agua destilada.

Solucéo aquosa de Acetato de Chumbo [Pb(CH3COO),] a 10%

» Pesou-se 10g de acetato de chumbo e introduziu-se num copo de Becker para a
dissolugdo. Transferiu-se para um baldo de 100 mL e perfez-se o volume com &gua destilada.

Solucdo de NH,OH a 10 %

» Numa proveta de 50 mL mediu-se 20 mL da solugdo de amonia a 25% e introduziu-se

num baldo volumétrico de 100mL e perfez-se o volume com agua destilada.

Solucdo de HCl a 10 %

» Mediu-se 27 mL de HCI a 37 % numa proveta de 50 mL e transferiu-se para um bal&o

volumétrico de 100 mL e perfez-se o volume com agua destilada.

Solucéo de H,SO,a 10 %

» Numa proveta de 20 mL mediu-se 10,2 mL da solucdo de &cido sulfirico a 98 % e

introduziu-se num baldo volumétrico de 100mL e perfez-se o volume com agua destilada.

Solucéo saturada de acido picrico-Reagente de Hager
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» Pesou-se 1,49 de &cido picrico e dissolveu-se num copo de Becker. Transferiu-se para um

baldo de 50 mL e perfez-se o volume com agua destilada.

Reagente de Wagner (Método descrito por Raaman, 2006)

» Pesou-se 1,27 g de iodo e 2,0 g de KI, foram dissolvidos em 5 mL de agua. Deitou-se

num baldo de 100 mL e perfez-se o volume com agua destilada.

Reagente de Mayer (Método descrito por Raaman, 2006)

» Pesou-se 1,36 g de HgCl, e dissolvidos em 60 mL de agua e pesou-se 5,0 g de Kl e
dissolveu-se em 10 mL de &gua; misturou-se as duas soluc@es e transferiu-se para um baldo de

100 mL e perfez-se o volume.
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