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P. Falciparum - Plasmodium Falciparum

Acetil CoA — Acetil Coenzima A

VSV - Vasicular Stomatitis Virus

TLC - Cromatografia em Camada Fina

GLC - Cromatografia Gas - Liquido

GSC - Cromatografia Gas — Sélido

MPLC - Cromatografia Liquida de Média Presséo
HPLC — Cromatografia Liguida de Alta Resolugéo
EtOAc — Acetato de Etilo

n- Hex — n- Hexano

EP - Eter de Petréleo

MeOH - Metanol

S.A. — Spirostachys Africana
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Resumo

As plantas sao fontes de compostos com actividade bioldgica diversificada, a
partir delas tém sido isolados varios diterpenos biologicamente activos.

A Spirostachys Africana € uma planta da familia Euphorbiaceae que é
frequentemente usada em Mogambique para o tratamento de varias doengas.
Nos ultimos tempos ela tem sido investigada quanto & actividade antimalarica.
Outras investigagcdes mostraram que alguns diterpenos foram isolados desta
planta [23]. '

No ambito do estudo da relagao estrutura — actividade antimicrobiana dos
diterpenos, a comparagado das estruturas dos diterpenos isolados de outras
plantas com comprovada actividade antimicrobiana com os diterpenos ja
isolados da Spirostachys Africana, deixa transparecer que estes ultimos podem
também possuir alguma actividade antimicrobiana.

No presente trabalho, efectuou-se o estudo fitoquimico das raizes da
Spirostachys Africana. A extracgdo destas foi feita seguindo duas formas:
Maceragdo e Soxhlet, usando a seguinte sequéncia de solventes: Eter de
petréleo, Metanol e Agua.

Como forma de comparar a composi¢ao dos extractos foi realizada também
uma extrac¢do das raizes em Soxhlet usando a mistura n-Hexano /EtOAc
(1:1).Todos os extractos brutos foram analisados por Cromatografia em Camada
Fina (TLC). A partir dos resultados cromatograficos, por comparagéo de dados
da literatura, notou-se uma forte probabilidade da existéncia de diterpenos nas
raizes da Spirostachys Africana, o que s6 pode ser confirmado por andlises
espectroscopicas.

Apenas 0 extracto metandlico obtido por extrac¢ao em Soxhlet foi conduzido ao
fraccionamento por Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC) e
Cromatografia em Camada Fina Preparativa de onde apds varios

fraccionamentos foram isclados dois compostos.




Diterpenos da Spirostachys Africana

INTRODUGAO

A relagao entre as plantas medicinais vulgarmente encontradas e os principais
problemas de saide em Africa, especialmente em Mogambique constitui ainda
um grande dilema.

O uso de plantas medicinais para o tratamento de varias doengas tem sido
evidenciado em grande escala na nossa Sociedade, embora muitas vezes sem o
conhecimento real dos principios activos que estdo por detras desse poder
quimioterapéutico. Assim, a busca de farmacos mais ideais com vista a substituir
aqueles aos quais os micrébios tém oferecido resisténcia deve ser muito mais
intensificada.

A Spirostachys Africana & uma dessas plantas. A sua aplicagao na medicina até
agora nao foi perfeitamente explorada, embora existam grandes especulagbes
de que ela constitua um grande potencial terapéutico de entre as varias até aqui
ja bem conhecidas. Estudos realizados por alguns investigadores mostraram
que a seiva desta planta contém diterpenos [23], compostos com actividade
biolégica variada. Deste modo, no presente trabalho, uma das questdes
fundamentais é saber se estes compostos estdo ou ndo presentes nas raizes e
se possuem alguma influéncia na actividade antimicrobiana, por analise das
suas estruturas.

Varios compostos quimicos estao presentes (mesmo que em pequenas
quantidades) nas plantas, mas actualmente, as suas actividades biol6gicas tém
sido determinadas e estes compostos tém sido sintetizados de modo a controlar
os diferentes organismos patogénicos.

A maléria é uma das doeng¢as mais perigosas que tem causado mortes em
grande escala, especialmente em zonas tropicais. Das quatro espécies do
Plasmodium mais comuns, o P. Falciparum causa cerca de 80% de todos os
casos da doenca, em particular na Africa tropical. Uma vez que o parasita tem
mostrado resisténcia face as varias drogas antimalaricas, actualmente tém sido

desenvolvidos esforcos de modo a se obter drogas com diferentes

Elsa Elpidia Chuquela
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Diterpenos da Spirostachys Africana

caracteristicas estruturais, sejam elas sintéticas ou originadas directamente das
plantas [16].

A Spirostachys Africana é uma planta medicinal que até agora nao foi estudada
profundamente de forma individual e completa. Alguns estudos fitoquimicos a
ela relacionados resultaram no isolamento e caracterizagdo de alguns
diterpenos. Estes compostos tém demonstrado um grande potencial terapéutico
em especial para uma possivel cura do SIDA, doenga que tem causado milhares
de mortes no mundo inteiro [ 8].

O uso da Spirostachys Africana na medicina tradicional em Mogambique £
muitas vezes acompanhado por outras plantas. Além disso, precisa-se ainda de
muito trabalho cientifico para comprovar a existéncia de actividade biologica nos
compostos quimicos a ela referentes. Assim, torna-se pertinente fundamentar os
seguintes aspectos:

e Uma vez que os diterpenos sdo responsaveis pela actividade anti-
microbiana de véarias plantas, € necessario investigar se estes
compostos (ja isolados e identificados de a acordo com os artigos
publicados) sdo responsaveis pela inibigdo no crescimento dos
parasitas na fracgao etandlica das raizes da Spirostachys Africana de
acordo com a publicagao de Jurg, A. et al [10].

e A partir dos estudos desenvolvidos que comprovam a existéncia de
diterpenos no cerne da Spirostachys Africana torna-se necessario
verificar experimentalmente se estes diterpenos tambem estao

presentes em outras partes da planta, como & o caso das raizes.

2. OBJECTIVOS DO TRABALHO

2.1. Objectivo geral

Estudo fitoquimico das raizes da planta Spirostachys Africana.

Elsa Elpidia Chuquela
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2.2. Objectivos especificos

> lIsolar e caracterizar os diterpenos nas raizes da planta
Spirostachys  Africana. .

> Estabelecer uma comparagdo entre os compostos isolados das
raizes e aqueles encontrados na literatura.

> Desenvolver os métodos de extraccdo e fraccionamento dos
diterpenos nas raizes da Spirostachys Africana.

> Estabelecer uma relagdo estrutura / actividade antimicrobiana dos

diterpenos.

3. METODOLOGIA
O trabalho em causa consistiu na seguinte sequéncia:
» Pesquisa bibliografica
> Trabalho experimental cujos passos fundamentais foram:
- Extracgao e fraccionamento
» Analise e discussao dos resultados.
> Elaboragdo do Relatério final.

4. ESTRUTURA, BIOSSINTESE E ACTIVIDADE BIOLOGICA DOS
DITERPENOS

4.1 Defini¢cdo e classificagao dos Diterpenos

Os diterpenos correspondem ao grupo de terpenos, cujo esqueleto carbonico é

constituido por quatro unidades isoprénicas.

Isopreno Unidade estrutural isoprénica

Elsa Elpidia Chuquela




Diterpenos da Spirostachys Africana

Eles podem distinguir-se nas seguintes classes: diterpenos resinicos, diterpenos

toxicos e giberilinas. [5]

Diterpenos resinicos: Incluem compostos como o acido abietico e
agatico encontrados em resinas de plantas correntes ou de fosseis.
Estes compostos das resinas possuem uma fungdo protectora na

natureza, e séo retirados do caule das arvores ou do cerne.

Diterpenos tdéxicos: constituem as graianotoxinas que ocorrem em
folhas de véarias espécies Rhododendrom e Kalmia. Eles sao

responsaveis pela natureza venenosa da folhagem destas plantas.

Giberilinas: constituem um grupo de hormonas que normalmente

estimulam o crescimento, sendo muito divulgadas nas plantas.

Os constituintes quimicos das plantas podem ser classificados de diversas

formas. Essa classificagdo pode basear-se na origem biossintetica, nas

propriedades de solubilizagao e na presenga de certos grupos funcionais de

maior interesse.
Para este caso, apresentam-se as subclasses principais dos diterpenos

tetraciclicos [4] que, como se vera posteriormente, constituem o grupo de

maior destaque.

Classe do kaurene-Phyllocladene -os membros desta classe sé@o os
mais conhecidos de entre os diterpenos tetraciclicos, embora o
Phyllocladene (l) tenha sido o primeiro diterpeno tetraciclico a ser

isolado.

Elsa Elpidia Chuquela
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H

(I) Phylllocladene

-Giberilinas — ja foram descritas anteriormente. Um dos exemplos é o acido

giberilico (l1):

OH

Me —
CO,H CH;

(1) Acido Giberilico

- Classe do Stachene - O Hidrocarboneto parental deste grupo apresenta
duas formas enantioméricas. A primeira € o Hibaeno (lll), isolado da planta
Thujopsis dolobrata e a outra  Stachene, isolado da Erythroxylon
monogynum. A partir do Stachene foi sintetizado o composto Stachenone
(IV).

(I11y Hibaeno (1V) Stachenone

Elsa Elpidia Chuquela
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Diterpenos da Spirostachys Africana

E de salientar que um nimero consideravel de Diterpenos da série do stachene
foi isolado do cerne da planta Spirostachys Africana.

* Diterpenos alcaldides tetraciclicos- Neste grupo podem-se salientar
alguns compostos tais como Garryine (V), isolado da planta Garrya
racemosa e Veatchine (VI), isolado da planta G. Veatchii.

(V) Garryine (V1) Veatchine

4.2 Biossintese dos Diterpenos. {18]

Conforme se referiu anteriormente, os diterpenos constituem uma classe dos
Terpenos. Sendo assim, é bastante relevante analisar a biossintese destes.

Embora os Terpenos sejam biologicamente derivados da molécula do Isopreno,
este ndo actua como precursor in vivo. O composto que actua como tal € o
pirofosfato de 3-isopentenilo (VII), formado a partir do acetato por via do acido
mevalénico (VIIl). O pirofosfato de 3-isopentenilo ocorre em celulas vivas em

equilibrio com o isémero pirofosfato de dimetilalilo.

Elsa Elpidia Chuquela
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-CH —O—P—0OH -C-
R P—0 - CH3-C-CH,CH,0H
H, 0 0 CH,COOH

Vil ALl

A biossintese dos Terpenos pode ser dividida em trés etapas:
» Formacao de uma unidade biolégica a partir do acetato
» Condensag¢édo desta unidade para formar terpendides aciclicos
» Conversao de terpendides aciclicos em ciclicos.

O grupo acetato € a unidade precursora da biossintese dos Terpenos, pois a
partir dele se forma o pirofosfato de 3-isopentenilo, reac¢do catalisada e
controlada por enzimas especificas. Para tal, duas moléculas do acetato, na
forma de tioéster da Coenzima A combinam-se para formar Acetoacetil CoA,

pela reacgao do tipo Claisen.

P
CHyC-CH,~CSCoa  (Claisen)

Acetoacetil CoA

Uma outra molécula do acetil CoA une-se a Acetoacetili CoA, seguindo a
reac¢ao do tipo aldol, formando B-hidroxil-B-metilglutarit CoA, estrutura com

seis atomos de Carbono.

Elsa Elpidia Chuquela
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o 0 M9
| ” CHyC-CH,~CSCoA
CH,(SCoA

O

CH3'C‘CH2—CSCOA

B-hidroxil-B-metilglutaril CoA

O acido mevaldnico é formado por redugdo de um grupo carboxilico pela
Dihidronicotinamida Adenina Dinucleotido ( NADH) e posterior hidrélise de outro

grupo tioéster.

Redugao e Hidrélise

"o T
CH3-(|3-CH2—CSC0A +NADH+HY — g CH3'C13-CH2-(302H +NAD*
CHzCSCOA CHz'CHz OH

Il
Q
Acido Mevaldnico

O acido mevalénico & entdo fosforilado pela Adenosina Trifosfato ( ATP) e
posteriormente descarboxilado para formar o pirofosfato de 3- isopentenilo.

Fosforilagao

CI)H (l)PO3H2
C]—[3-(I:-C]-]2.C02H +3ATP ——» CH3'(|:‘CH2-C02[—] + 3 ADP

CHZ-CH2 OH CHz‘ CH20P 206H3

Acido 3-fosfo-5-piromevalénico

Elsa Elpidia Chuquela
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Descarboxilagao

(I)PO 3H,

CH3'C|3-CH2-C02H - CH3—(I3:CH2 + CO, (Descarboxilacio)
CH,-CH,0P,04H; CH,CH,0P,04H;

Pirofosfato de 3-isopentenilo

A formagao de monoterpenos é feita a partir da dimerizagao, que comega pela
isomerizagao da dupla ligagéo nas moléculas do pirofosfato de 3-isopentenilo,

da posi¢do 3 para 2, formando o pirofosfato de dimetilalilo, que € mais reactivo.

Isomerizagao

H;C

CH;—§=CH, C‘,C =CHCH,0P,04H;

CH,CH,OP,04H; Hs

Pirofosfato de 3-isopentenilo Pirofosfato de dimetilalilo

Uma molécula do pirofosfato de 3-isopentenilo e uma de pirofosfato de
dimetilalilo unem-se para formar o pirofosfato de geranilo (C1o), 0 principal

intermediario para a formagao dos monoterpenos.

CH, CH
H3Ca( - C-CHCH,0P,0gH; —= T3¢ g
. O ZGHCH; + HyCe C-CHCH,0P06H; e ~CHCHy=CH,C=CHCH,0P,0¢H;
3¢ OP,04H; H 3

Pirofosf. de dimetilalilo  Pirofosf. De 3-isopentenilo Pirofosfato de geranilo

Elsa Elpidia Chuquela
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Os pirofosfato de geranilo € o de 3-isopentenilo unem-se por sua vez para
formar o pirofosfato de farnesilo (Cis), © precursor para a sintese dos

sesquiterpenos.

CH,
] |
JC,C =CHCH2—CH,C =CHCH,0P,06H; +  HyC= C~CHCH,0P,06H; —>
H
Pirofosfato de geranilo Pirofosfato de 3-isopentenilo

H;C. CH;

H4C CHj CHj

H3C,C =CHCH2~CH,C =CHCH,CH, C =CHCH0P,0¢H3

Pirofosfato de Farnesilo

Os diterpenos sdo formados por unido de uma molécula do pirofosfato de

farnesilo com uma unidade pirofosfato de 3-isopentenilo, conforme ilustra o

X X or0sH; " )\/\ —
OP,0gH3

Pirofosfato de farmesilo

esquema.

Pirofosfato de 3-isopentenilo

Pirofosfato de geranilgeranilo

Q pirofosfato de geranilgeranilo (C2) € o precursor dos Diterpenos.
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4.3 Actividade biolégica dos diterpenos

Os diterpenos possuem actividade bioldgica variada. Eles apresentam diversas
fungdes tanto nos vegetais bem como nos animais. Por exemplo, a rodojaponina
Il (IX), um diterpeno isolado das flores da Rhododendron molle, mostrou forte
actividade contra os besouros, especialmente contra as larvas de Leptinotarsa

decemlineata [9].

Os diterpenos isolados da familia Euphorbiaceae s3o notoriamente
carcinogénicos ac Homem, entretanto apresentam actividade supressora do
apetite. O cis-desidrocotonina (X}, obtido da Croton Cajucara, € um inibidor do

crescimento da Heliothis virescens [9].

"""r’ff
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Diterpenos da Spirostachys Africana

O diterpeno acido ent- Kaur-16-en-18-oico (XI), foi isolado do extracto etanélico
das partes aéreas da planta Mikania obtusata [1) e possui actividade contra o
agente causador da doenga de Chagas (American trypanosomiasis), o

protozoario Trypanosoma cruzi.

Xl

No entanto, 0 mesmo diterpeno (XI) e ¢ acido 9 (11), 16-Kauradien-19-oico (XII},
foram isolados do extracto do diclorometano das raizes da Melantheria
albinervia e descobriu-se que estes possuiam actividade contra o mosquito

causador da febre amarela, Aedes aegypty [19].
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4.3.1 Diterpenos com actividade antimicrobiana

Os agentes antimicrobiancs sdo drogas usadas para o tratamento de infecgbes

causadas por microbios.

A tabela a seguir mostra alguns diterpenos naturais (de diferentes familias) com
eésa actividade.

Tab. 1 Diterpenos naturais com actividade antimicrobiana. [ 3, 2, 19]

Planta Estrutura Actividade Parte da
I planta
I Sideritis Antimicrobiana contra | Partes
bactérias Gram-positivas (S. .
| aereas
Aureus, B.subtilis e M. phlei)
. e contra a levedura
1-acetiljavativatriol {C.Albicans)
Antimicrobiana contra
l Sideritis bactérias Gram-positivas Partes
(S. Aureus, B.subtiliis e M. i
aereas
l phlei)
l Sideritis Antimicrobiana contra | Partes
bactérias Gram-positivas aéreas
I {(S. Aureus, B.subtiliis e M.
phlei) e contra a levedura
l (C.Albicans)
. Elsa Elpidia Chuquela 13
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CH;,
Prumnopytis Antimicrobiana contra
. CH CHs | staphylococcus, — aureus,
andiana ’ _ . casca
Bacillus subtilis,
P . .
(Podocarpaceae) Escherichia coli e
HxC CHs Pseudomonas sp.
cHy Antimicrobiana contra
Cistus N OH Staphylococcus  aureus, folhas
ncanus H) CH; Staphylococcus epideridis,
I
o Pseudomonas
(Cistaceae) e - aeruginosae, Escherichia
) )
coli, etc
Melantheria Anti  bacteriana contra Raizes
Ibi . Bacillus subtilis
albinervia
(Asteraceae)

4.3.2 Diterpenos com actividade antiviral

As plantas podem também ser fontes de diterpenos com actividade antiviral.

Como exemplo, destaca-se o isolamento do diterpenc Safficinolide (XIll), com

potente actividade contra o virus VSV ( Vasicular stomatitis Virus), isolado da

planta Salvia Officinalis [21].
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4.3.3 Diterpenos com actividade insecticida

Alguns diterpenos com actividade insecticida foram ja isolados. Podem-se
salientar os casos de Ryanadol (XIV,), Cinnceylano! (XIVy ), ambos isolados da
planta Persea indica e o diterpeno ( XV) isolado da planta Croton linearis.

XIV,- R=0H
XIVy- R=H

Foram também isolados diterpenos com actividade insecticida a partir de plantas
da espécie Solidago, nomeadamente S. Nemoralis e S. Allissima. Alguns desses
compostos sao o ent- kauran-16a- ol ( XVI} e o acido 17-hidroxi-ent-kaur-15-en-
19-oico (XVII ) [13].
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4.3.4 Diterpenos com outras actividades

A tabela a seguir mostra alguns diterpenos naturais com outras actividades

biolégicas, para além das referidas anteriormente.

Tab. 2 Diterpenos naturais com diversas actividades [19, 6, 13]

Planta Familia Estrutura Actividade Parte da
planta

Euphorbia Euphorbiaceae Antidepressante | Raizes
Calyptrata no CNS’

Euphorbia Euphorbiaceae Antidepressante Raizes
Calyptrata p no CNS
H

Croton Euphorbiaceae < Antinflamatéria

Cajucara

Elsa Elpidia Chuquela
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Mikania Asteraceae Antinflamatéria e Partes
Banisteriae insecticida aéreas
| Rl =CDOH, R2=CH3
2 Rl =CHOH, R2=CH3
3 Ri =wwCH2Ac, R2 = CH20Ac
Podocarpus | Podocarpaceae Antifungica raizes

nagi

* Sistema Nervoso Central
4.4 Relagao entre estrutura e actividade antimicrobiana dos diterpenos.

Estudos feitos sobre agentes antimicrobianos das espécies Sideritis da Espanha
[3] mostraram que alguns diterpenédides naturais e sintéticos eram activos contra
as bactérias gram-positivas. Refere-se que os grupos hidroxilo das posigbes 12

e 17 sdo responsaveis por esta actividade.

XVIII- 1-acetiljativatriol

Elsa Elpidia Chuquela 17
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A investigacdo mostra ainda que o 1-acetiljativatriol (composto XVIIl) foi o

primeiro diterpendide natural ent-beyerénico para o qual foi provada a existéncia

de actividade antimicrobiana.

No referido trabalho concluiu-se que:

A principal causa da actividade antimicrobiana € a existéncia do grupo
12,17-dihidroxilico, mas este deve estar acompanhado por uma
fungdo nao polar tal como o grupo acetoxi no composto XVIII.

A ligagdo dupla entre os Cy5s e Cyg ndo & essencial para a actividade
antimicrobiana.

Se o grupo hidroxilo estiver em C4, ndo se verifica actividade
antimicrobiana.

Se a estrutura 12,17-dihidroxilo for bloqueada por tratamento com
acetona, nao se verifica actividade antimicrobiana.

O produto obtido apés oxidagdo em Cq2 (composto XIX) também foi
activo.

O composto XX também demonstrou possuir actividade

antimicrobiana.
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Um outro estudo efectuado que elucida a relagéo entre a estrutura e a actividade
antimicrobiana dos diterpenos foi feito em relagdo as plantas da espécie Salvia,
de onde foram isolados diterpenos cuja actividade contra bactérias gram-
positivas foi avaliada [14]. _
O estudo mostra que os grupos hidroxilo das posigoes 11 e 12 (Catechol livre,
s&0 essenciais para a existéncia de actividade antimicrobiana.

Dos varios diterpenos isolados notou-se que:

- Um composto bastante activo ( composto XXI) continha dois grupos hidroxilo
nos Carbonos vizinhos Cq1 e Cq2. No entanto, mais um grupo hidroxilo adicional
causou um decréscimo na actividade ( Composto XXII e XXIlI com mais um
grupo hidroxilo em Cg e C;, respectivamente). Por outro lado, mesmo na
presenca deste grupo hidroxilo adicional, a actividade aumentava se os grupos
hidroxilo em Cq; e Ci; fossem oxidados a compostos ceto, como mostra a

estrutura do composto XXIV.

XXI XXl

XXV

Elsa Elpidia Chuquela 19




Diterpenos da Spirostachys Africana

4.5 Diterpenos e Difendis isolados da planta Spirostachys Africana.

Estudos fitoquimicos efectuados sobre a planta Spirostachys Africana resultaram
no isolamento de novos diterpenos [23]. O primeiro foi o ent-3R-hidroxi-beyer-15-

ene-2-ona (XXV) seguinte estrutura:

Preparou-se o derivado do composto acima referido por acetilagéo, resultando

no composto XXVI.

XXVI
O segundo composto isolado foi 0 ent-38,18-dihidroxi-beyer-15-ene-2-ona
XXVl

Elsa Elpidia Chuquela




Diterpenos da Spirostachys Africana

Por fim foi isolado o composto ent-3B-hidroxi-19-nor-beyer-15-ene-2,12-diona
(XXVIII), cuja acetilagao produziu o composto XXIX.

XXV XXIX

No entanto, foram também isolados do latex do cerne da Spirostachys Africana,
difendis da classe do stachene [15]. .

O primeiro a ser isolado foi o ent-2-hidroxi-norbeyer-1,4,15-trien-3-ona (XXXa)
cujo derivado por acetilagdo foi preparado, tendo-se obtido o ent-2-Acetil-
norbeyer-1,4,15-trien-3-ona (XXX).

XXX,-R=H
XXXp- R =Ac

O segundo difenol a ser isolado foi o ent-2,6R-dihidroxi-norbeyer-1,4,15-trien-3-
ona (XXXl,). A acetilagao deste resultou no difenol diacetato XXXl (ent-2,60-
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diacetil-norbeyer-1,4,15-trien-3-ona) monoacetato ent-2-acetil-6B-hidroxi

norbeyer-1,4,15-trien-3-ona XXXI,.

XXXl;- R =R'=H
XXXlp -R =R’= Ac
XXXl -R=Ac,R'=H

Por fim foi isolado o difenol ent-2,6a-dihidroxi-norbeyer-1,4,15-trien-3-ona
(XXXIl,). O diacetato correspondente & o XXXiIly.

OR
XXXIl,- R = H
XXXll,- R =Ac
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5. CARACTERIZACAO E DESCRIGAO DA PLANTA' EM ESTUDO—
SPIROSTACHYS AFRICANA (EUPHORBIACEAE).

A planta Spirostachys Africana, vulgarmente chamada  Mubandua (em
Mogambique) possui uma madeira extremamente dura que se caracteriza pela
sua cor negra e perfume agradavel. E usada apenas para o fabrico de objectos
de luxo por ser rara e simples de trabalhar. Possui uma altura de 10 a 15 metros
com folhas de forma oval ou eliptica.

Esta planta ocorre com frequéncia na regido sul de Africa, em especial em
Mogambique, Zimbabwe, Botswana e Africa do Sul. [17)

5.1 Informagao medicinal

A planta Spirostachys Africana tem sido usada para os seguintes propésitos na

medicina tradicional:

¢ [ncha¢o abdominal
Para aliviar este problema, usam-se raizes da planta Adenga Multiflorum, o
bolbo da Uriginea altissima e as raizes da Spirostachys Africana [7].

¢ Tuberculose
Usam-se as raizes da Cissus rutundifolia, Fagara humulis, Spirostachys Africana

e Sarcostema Viminale para o tratamento desta doenga.[7]

O artigo publicado por Zvitendo et al [23] afirma que pedagos da madeira desta
planta podem ser colocados na roupa como repelentes de insectos e para
proteger sementes armazenadas. Afirma ainda que o seu latex pode ser usado
como purgativo e como emético, que possui propriedades irritantes e é acre.

No entanto segundo Pelgarve [17], o latex & toxico e pode causar profundas
irritacoes da pele. A serradura pode causar cegueira. A inalagao de fumos da
lenha pode causar dores de cabega e njuseas, dai que nao se recomenda o seu
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uso como combustivel. A comida directamente exposta a esses fumos pode

tornar-se venenosa.

52 Aplicagdo da Spirostachys Africana no tratamento da malaria em

Mogambique

Estudos da planta Spirostachys Africana feitos por Jurg, A. et al [10] indicam que

os extractos aguoso, etandlico e do éter de petroleo foram testados para

actividade antimalarica. Notou-se que apos 48 horas de incubagao ocorreu uma
redugdo consideravel de esquizontes; isto €, houve redugdo considerave! de
parasitas para o caso dos pacientes tratados. Assim, isto revela que estas
plantas mostraram resultados promissores no combate a malaria.

Conseguiu-se inibir a proliferagdo do P. Falciparum em proporgdes que
dependiam da concentragao do extracto da planta, & excepgéo dos extractos
brutos de éter de petroleo das folhas da Spirostachys Africana.

Uma apreciagdo de interesse neste trabalho vai para as raizes da Spirostachys
Africana cujo extracto etandlico causou cerca de 38.6% de inibigdo no
crescimento dos parasitas, para uma concentragdo de 0.05 pg/mi. Deve-se
salientar que todos os extractos brutos mostraram mais que 50% de inibigéo a
concentragdo de 500 pg/ml, mas esta ndo é recomendavel devido a dosagem

aconselhavel aos doentes.

6. TECNICAS E METODOS DE ANALISE DE PLANTAS

6.1Extracgao

A extracgdo € uma técnica usada para separar um componente de uma mistura

por meio de um solvente.
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Esta técnica é bastante usada para separar substancias de solugdes ou
suspensoes liquidas (extracgao liquido-liquido); ou para separar uma substéncia
de um sélido por meio de um solvente (extracgao soélido-liquido).

A extracgao liquido-liquido consiste na agitagéo de duas solugdes imisciveis,
num funil de separagdo, deixando em repousc durante algum tempo até
separa¢ao nitida das duas camadas. Os diferentes solutos presentes distribuem-

se entre as fases de acordo com as suas solubilidades relativas.

6.1.1 Métodos de extracgdo usados

Para o presente trabalho, foi usada a extracgao soélido-liquido, que por sua vez
engloba os seguintes métodos usados:

¢ Maceragéao

¢ Soxhlet

6.1.1.1 Maceragido

A Maceracdo consiste em submeter um material sélido previamente moido a
acgdo de um solvente a temperatura ambiente. Algumas substéncias do sélido

solubilizam-se no solvente de acordo com a sua polaridade.

6.1.1.2 Soxhlet

A extracgdo em Soxhlet consiste num processo de extracgdo exaustiva de um
solido por meio de um liquido, onde se efectua um refluxo durante um certo
tempo até descoloracdo do material em extracgdo contido no interior de um

cartucho de material poroso.
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O extractor Soxhlet esta ilustrado na Figura 1.

Baljio de fundo

Figura 1. Extractor Soxhlet usado 'para extracgcédo de amostras brutas de plantas

7. METODOS DE ANALISE USADOS
7.1 Métodos Cromatograficos

A Cromatografia pode ser definida como uma técnica usada para separar e
identificar os componentes de uma mistura e baseia-se nas diferentes
velocidades de arrastamento dos solutos por um determinado solvente, num
meio apropriado.

A cromatografia, por si ou associada a outra técnica, constitui uma das técnicas
mais imporfantes da actualidade, pois para além de ser aplicada na area de
separag¢do dos componentes de uma mistura, serve também para a purificagio e
identificagdo desses componentes.
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Existem diferentes técnicas Cromatograficas:
» Cromatografia em Papel, _
Cromatografia em Camada Fina (TLC);
Cromatografia Gas - Liquido (GLC);
Cromatografia Gas - Sélido (GSC);
Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC);
Cromatografia Liquida de Alta Resolugdo (HPLC); etc.

As técnicas Cromatograficas usadas no presente trabalho sdo: Cromatografia

Liquida de Média Pressdo, Cromatografia em Camada Fina e Cromatografia em

Camada Fina Preparativa.

7.1.1 Cromatografia Liquida de Média Pressao (MPLC)

E uma técnica usada para separagdo de misturas. Nesta, a adsorgdo ocorre no
interior de um tubo contendo o adsorvente empacotado e uma mistura a separar.
No fraccionamento dos componentes da mistura, estes sao separados de
acordo com as suas polaridades.

A Cromatografia Liquida de Média Pressdo pode também ser usada como uma
técnica de pré-purificagao.

O esquema da MPLC esta representado na Figura 2.
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% T

Camara de mistwra | ] Bomba — Pistao L lColectores de fraccoes

Figura 2. Esquema do MPLC

7.1.2 Cromatografia em Camada Fina (TLC) [22]

A Cromatografia em Camada Fina € um tipo de Cromatografia de adsorgéo, na
qual os componentes de uma mistura sdo adsorvidos a superficie do solido (por
interacgdo dipolo-dipolo), a diferentes velocidades, a medida que a fase movel
se desloca ao longo da fase estacionaria. O factor que condiciona a separagéo é
a diferenga de afinidades que as substancias a separar t&m, entre a fase
estaciondria e a mével (eluente), requerendo neste caso que os compostos da
mistura sejam polares.
A Cromatografia em Camada Fina apresenta varias vantagens em relagdo as
outras técnicas cromatograficas, algumas das quais sdo:
. » Uso de pequenas quantidades de solvente;
» A polaridade do solvente ou o tipo de mistura de solvente pode ser
alterado em pouco tempo;
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» Permite que se analisem na mesma placa varias amostras ac mesmo
tempo. Numa placa 20 x20 cm podem-se analisar simultaneamente cerca
de vinte amostras.

> E uma técnica de baixo custo.

A maior desvantagem da TLC consiste na dificuldade de pulverizagéo uniforme
da amostra contida na camada adsorvente nas placas de suporte; isto €, para a
revelagdo usando reagentes apropriados, torna-se dificil pulverizar
uniformemente a amostra na placa de modo que as manchas aparegam a um

mesmo nivel de visualizagao.

Aplicagao da amostra

A amostra a analisar é geralmente aplicada na forma de um pequeno ponto ( um
a dois centimetros de didmetro), colocado a cerca de um a dois centimetros da
extremidade inferior da placa.

A aplicagdo pode serfeita com uma microsseringa ou com um capilar de vidro.
Deve aplicar-se amostras tdo pequenas quanto possivel, de modo a minimizar a
largura dos rastos e a sobreposi¢do das manchas.

Se a solugdo da amostra a aplicar for muito diluida, deve-se fazer varias
aplicagdes no mesmo ponto, deixando o solvente evaporar entre cada aplicagéo,
de forma a néo deixar alastrar a mancha.

Deve-se também ter o cuidado de nao perfurar o adsorvente, caso contrario o
eluente pode percorrer a placa de forma desigual.

E necessario indicar a altura a que se faz a aplicagdo da amostra com um

pequeno trago num dos bordos da placa.

Fase movel

O sucesso da TLC depende em grande parte da escolha adequada da fase

moével que permitira a separagac dos componentes.
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Os solventes a serem usados para a fase mével devem ser puros. Alguns séo
higroscépicos e podem ser afectados pela humidade, diminuindo a
reprodutibilidade.

Deve-se também ter em conta as condigbes e o tempo de armazenamento
destes solventes.

Quando se usa uma mistura de solventes, esta nao deve ser usada
repetidamente, pois a mistura pode sofrer alteragdo da composi¢do devido a
humidade, ou componente mais volatil pode evaporar-se quando se abre a tina.
Para se alcancar resultados mais reprodutiveis, a tina cromatogréfica deve estar

saturada de vapor do eluente, o que pressupde uma preparagéo antecipada.
Fase estacionaria

A fase estacionaria (adsorvente) pode ser a Silica-Gel, Alumina (Al;03) ou um
determinado tipo de celulose.

Pode-se incorporar a Silica-Gel indicadores Ultra-Violeta de modo a facilitar a
localizagdo dos componentes separados através da absorgéo da luz U.V. aos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm.

Desenvolvimento das placas

Desenvolvimento em Cromatografia em Camada Fina (TLC) & o processo no
qual a fase movel percorre a camada adsorvente de modo a separar os

diferentes componentes da amostra. | ‘
A forma mais comum para o desenvolvimento das placas em TLC & a subida do
solvente no sentido ascendente da placa, embora sejam também conhecidas

outras tais como desenvolvimento descendente e horizontal.
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Métodos de visualizagdo

Para que a técnica de visualizagdo seja considerada ideal em TLC deve
corresponder aos seguintes requisitos:
v’ Permitir a visualizag@o quantitativa dos componentes, na ordem de pg;

v" QOferecer uma area visualizada que seja suficientemente estavel na sua
aparéncia.

v' Distinguir satisfatoriamente a area visualizada do fundo;

v Dar uma drea suficientemente estavel e adequada a medidas

quantitativas, se necessario.

Existem dois métodos de visualizagéo principais:
» Métodos fisicos — exemplo: uso da luz Ultra Violeta;
= Métodos quimicos — exemplo: reacgao da solugdo vanilina- acido
sulfarico para produzir uma mancha com determinada cor.

Os métodos de visualizagdo podem também ser destrutivos (aplicagdo da
mistura acido sulfurico/vanilina para revelagao) ou nao destrutivos (uso da luz
U.V. ou dos vapores de lodo, sendo este ditimo um método quimico ndo
destrutivo).

O reagente de revelagao € aplicado usando um pulverizador ( Figura 3)

Fig. 3 Pulverizador
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Determinagao do R

O R; € uma grandeza que exprime a razdo entre a distédncia percorrida pela

substancia ao longo da placa e a distancia percorrida pelo eluente.

A formula para a determinagdo do R; é dada por:

Rf=alx

Onde:
a — distancia desde o ponto de aplicagdo das amostras até ao centro da

mancha. .
X - distancia desde o ponto de aplicagao ( linha de base) até & linha de frente

do solvente.

Pode-se dizer que o valor do Ry é um valor constante para cada substéncia se
forem usadas as mesmas condi¢des operacionais.

Sendo o Ry fungédo de varios parametros, torna-se evidente a dificuldade de
identificar uma substancia exclusivamente a partir do seu valor, pois as
condigdes teriam que ser minuciosamente controladas para se poder obter
resultados reprodutiveis e conclusivos.

Assim, o Ry & um valor indicativo mas n&o conclusivo pois apenas pode fornecer
uma indicagédo da possivel identidade da substancia, sem no entanto dar uma

conclus&o segura.

7.1.3 Cromatografia em Camada Fina Preparativa [22]

E uma Cromatografia em Camada Fina na qual a amostra € aplicada na forma
de banda, geralmente numa placa de dimensbées 20x20 cm e envolve

quantidades relativamente maiores que a TLC simples.
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Esta Cromatografia é usada para o isolamento de substancias cujos Ry difiram
significativamente em TLC simples.
As placas usadas nesta técnica possuem uma camada adsorvente maior que as

da TLC simples.

Uma das grandes vantagens desta técnica é a facil remogao das zonas
separadas da placa, que podem posteriormente ser extraidas e filtradas.

As condi¢bes necessarias para o desenvolvimento das placas em Cromatografia
em Camada Fina Preparativa podem ser experimentalmente determinadas com

antecedéncia e rapidez usando a TLC simples.
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8. PARTE EXPERIMENTAL
- A parte experimental consiste no trabalho elaborado de acordo com os
l objectivos ja referidos, tendo em conta as condigbes técnicas e materiais
disponiveis.
l Uma vez que as amostras usadas tinham ja sido recolhidas, esta parte do
trabalho comegou apenas com a preparagao das amostras, seguindo o esquema
l geral da Figura 4.
' Extrac¢do
Maceracdo Soxhlet
' TLC MPLC,
TLC
l MPLC,
l TLC
l MPLC;
I TLC
' Figura 4 Esquema geral do trabalho.
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8.1Extraccao

Para a realizagdo do presente traﬁalho foram seguidos dois procedimentos
usados em trabalhos ja publicados para o caso do cerne [23], raizes e folhas
[10]. O primeiro consiste na maceragéo das raizes secas em pd durante vinte e
quatro horas no solvente apropriado. O outro consiste na extracgéo por Soxhlet
durante o mesmo periodo num determinado solvente.

8.1.1 Extracg¢ao das raizes da Spirostachys Africana por maceragao

150 g de raizes secas em po foram submetidas a extracgbes sucessivas por
maceragao durante 24 horas com agitagdo, em éter de petréleo (1.2 1), alcool
metilico (1.0 I) e agua (1.0 I). Depois da filtragdo, cada filtrado foi evaporado no
rotavapor, deixando o respectivo residuo em repouso a temperatura ambiente
para evaporagao completa do solvente, seguindo-se assim a extracgao
subsequente com o outro solvente.
A extracgdo em éter de petréleo resultou na formagéo de um extracto castanho
claro, ap6s concentragao no rotavapor.
A extracgdo por maceragdo em metanol @ em agua resultou em extractos de cor
castanho escuro.
As quantidades obtidas foram as seguintes:

v Extracto bruto do Eter de Petréleo = 160 mg

v' Extracto bruto do Metanol = 510 mg

v Extracto bruto da Agua = 860 mg

Os extractos obtidos de cada solvente foram submetidos a andlises por TLC,
tendo-se verificado uma complexidade de manchas, conforme mostra o

cromatograma TLCq no Anexol.
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8.1.2 Extracgio das raizes da Spirostachys Africana por Soxhlet

Para esta técnica usaram-se dois procedimentos de extracgao diferentes.

200 g de raizes secas em po foram submetidas a extracgédo por
Soxhlet durante 24 horas, seguindo a mesma sequéncia de solventes
que a usada em extracgdo por maceragdo. Foram efectuadas
diferentes operagdes, introduzindo em cada cartucho as raizes secas
em pé em quantidades que dependiam da capacidade do mesmo. Isto
levou com que o volume de solvente usado nesta extracgdo fosse
mais elevado que em maceragdo, a mencionar: 1.6 | de éter de
petréleo; 1.8 | de alcool metilico e 1.8 1 de agua.

O extracto obtido da extracgdo com éter de petréleo por Soxhlet apresentou cor
castanho claro, enquanto que o obtido pela extracgdo pela mesma técnica

usando os solventes metanol e agua eram de cor castanho escuro.

As quantidades obtidas foram as seguintes:
v Extracto bruto do Eter de Petroleo = 1360 mg
v" Extracto bruto do Metanol = 3480 mg
v Extracto bruto da Agua = 3220 mg

i)

10 g de raizes secas em po foram submetidos a extrac¢do em Soxhlet
em 200 ml de uma mistura n- Hex /EtOAc (1:1)durante 24 horas [3] .
Lavou-se o extracto com Na,CO;, secou-se com MgSQO, anidro e

evaporou-se a secura.

Obteve-se 200mg de um extracto castanho claro.

Os cromatogramas referentes a estas extracgbes mostraram uma

complexidade de manchas, como mostra a TLC1 no Anexo 1.
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8.2Cromatografia em Camada Fina (TLC)

Os extractos brutos e as diferentes fracgdes obtidas apés fraccionamento por
MPLC foram submetidos a analise por TLC, usando as seguintes condigées
cromatograficas:
e Fase estacionaria
Silica-gel 60 F354 (MERCK) sobre placas de Aluminio 5 x 20 cm e de vidro
20 x 20 cm.
o Fase movel
Mistura n-Hexano : EtOAc (8:2).

Tinas cromatograficas para o desenvolvimento das placas.
Tubos Capilares

Pulverizador

Aplicagdo da amostra

O extracto bruto metandlico das raizes foi dissolvido em diclorometano e
aplicado em placas cromatograficas, a uma distancia de 1 cm da extremidade
inferior usando capilares de 2ul, mantendo uma separagdo minima de 1 cm

entre os pontos de aplicagao.
Desenvolvimento das placas
As placas foram introduzidas em tinas cromatograficas previamente saturadas,

tendo o cuidado de o nivel do solvente de eluigdo ndo atingir os pontos de

aplicagdo da amostra durante a imerséo.
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A eluicao foi feita de modo que fase mdvel migrasse no sentido ascendente da

placa.
Sistema de detecgao

As manchas foram visualizadas usando uma ldmpada U.V. a 254 e 366 nm.
Apds eluicdo, usou-se para a revelagdo o reagente Vanilina - acido fosférico,
preparado dissolvendo 1 grama de vanilina em 50 mi de Acido Fosférico e 50 ml
de Etanol. Esta mistura reveladora foi aplicada usando um frasco spray
(pulverizador). As placas foram seguidamente levadas a placa eléctrica de
aquecimento durante cerca de 3 minutos a temperatura de 100 °C.

8.3 Fraccionamento por Cromatografia Liquida de Média Pressao

Enchimento e montagem da coluna MPLC
Material usado:
- Coluna cromatografica com respectivos acessorios
Dois suportes com respectivas garras
Agitador magnético
Bomba de Média Presséao
Funis

Tubos de ensaio dispostos num carrossel.

Fixa-se o pistdo numa das extremidades da coluna introduzindo-se depois o
filtro. Monta-se a coluna no suporte com o pistao firmemente apoiado na base do
suporte. Coloca-se entio, na extremidade superior aberta da coluna
cromatografica, um funil de haste larga e introduz-se silica-gel 60 até uma altura
de 5 cm. Esta introdugdo deve ser feita de forma continua, comprimindo-se
muito bem com ajuda de um ponteiro de modo gque o eluente percorra

uniformemente a coluna. Procede-se da mesma maneira para a introdugéo da
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amostra na coluna, separando-a da silica-gel por meio de um filtro. Compacta-se

a amostra sobre a silica-gel e coloca-se um filtro na extremidade superior.
Introduz-se entdo o outro pistdo, fixando-o cuidadosamente. Monta-se

finalmente a coluna para a eluigéo.

8.3.1 Fraccionamento do extracto metandlico das raizes da Spirostachys

Africana obtido por Soxhlet.

Apenas o extracto bruto do Metanol foi submetido a Crbmatografia Liquida de
Média Pressdo (MPLC), isto na tentativa de isolar os produtos cujas manchas
correspondiam aos produtos principais que possuiam a cor violeta.
O sistema de solventes usado foi n-Hex / EtOAc (V/V) nas proporgbes 95/5;
90/10; 15/85; 20/80; 25/75; 30/70; 35/65; 40/60; 50/50; e 100% de EtOAc.
Para um ensaio preliminar pesou-se 0.25 g do extracto metanélico. O
fraccionamento na MPLC resultou em 23 fracgdes das quais apés uma TLC
(TLC2 no Anexo 2 ) usando o sistema de solventes n-Hex / EtOAc verificou-se
que: ‘
> As fracgdes 1-3 ndo apresentaram nenhuma mancha,
» A fracgdo 4 apresentou duas manchas visiveis apenas quando
reveladas pelo revelador vanilina — acido fosférico. (R; 0.64 e 0.75)
> As frac¢des 5,6,7 foram agrupadas pois apresentaram manchas
semelhantes. Nesta TLC, verificou-se que as manchas dos
compostos principais 6om Ri 0.54; 0.64 e 0.78 eram visiveis a 254
nm e quando revelados com o revelador Vanilina - acido fosférico
apresentavam cor violeta, mudando depois para castanho claro.
As fracgdes 8, 9 e 10 foram também agrupadas por apresentarem
manchas com as mesmas caracteristicas, embora representando
uma mistura complexa. Apesar disso, estas fracgdes mostraram
uma forte presen¢a do composto principal devido a existéncia de

uma mancha bem nitida aos 254 nm, e de cor violeta intenso apds
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revelagdo com Vanilina - acido fosforico, embora esta se tenha
tornado amarela apés algum tempo.
> As fracgdes 10-23 mostraram na TLC uma complexidade de

manchas.

Apbs concentragdo das fracgdes misturadas, notou-se que realmente nao tinha

havido uma separagéo clara ou isolamento de algum composto.

Efectuou-se um segundo fraccionamento em MPLC, usando desta vez 1.0 g de

extracto bruto, nas mesmas condigdes que na coluna anterior. Desta, resultaram

33 fracgdes para as quais realizou-se uma TLC (TLC3 no Anexo 3) onde se

verificou que:

>
»

As frac¢des 1-7 ndo apresentaram nenhuma mancha.

As fracgbes 8, 9 ,10 foram agrupadas por apresentarem manchas
semelhantes, bem nitidas a 254 nm.

As fraccbes 11-16 foram agrupadas por apresentarem manchas
semelhantes visiveis a 254 nm e quando reveladas com vanilina-
acido fosférico (cor violeta que desapareceu com o tempo).

As fracgbes 17-23 foram agrupadas por apresentaram manchas
semelhantes embora com alguma complexidade, visiveis a 254 nm e
quando reveladas com vanilina-acido fosférico (cor violeta).

As fracgbes 24-29 foram agrupadas por apresentaram manchas
semelhantes muito pouco distantes do ponto de aplicagdo, com Ry
0.03, visiveis apenas gquando reveladas com vanilina-acido fosférico
(cor castanha).

As fracgdes 30-33 foram agrupadas por apresentarem manchas

semelhantes que ndo saiam do ponto de aplicagéo.
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Efectuou-se a concentragao de todas as fracgbes misturadas, tendo-se realizado
a TLC (TLC4 no Anexo 4) das mesmas. Notou-se que:
> A mistura das fracgées 8, 9, 10 apresentou desta vez trés manchas
separadas, com valores de R;0.28 ( azul violeta apés revelagdo com
o reagente em uso); 0.52; 0.75 (cor violeta apds revelagdo com
. vanilina - acido fosférico).
A mistura das fracgoes 11-16 apresentou uma complexidade de
manchas.
> As misturas das restantes fracgbes continuaram complexas.

Na tentativa de isolar o composto correspondente @ mancha principal obtida da
mistura das fracgoes 8 9 e 10, efectuou-se o fraccionamento desta por MPLC.
Nesta, encontraram-se 32 frac¢des das quais apds uma TLC (TLCS no Anexo 4)
verificou-se que:

> As fracgOes 1-20 nao apresentaram nenhuma mancha.

> A fracgdo 21 apresentou uma mancha de cor violeta quando revelada

com vanilina-acido fosférico, apresentando R; 0.75.
> As fracgbes 22-27 foram misturadas por apresentarem algumas

manchas bem separadas e nitidas.

A mistura das fracgdes 22-27 foi submetida a Cromatografia em Camada Fina
Preparativa, usando como sistema de eluigao a mistura n-Hexano/ EtOAc (8:2).
Depois de demarcar as zonas separadas, estas foram raspadas, extraidas com
diclorometano, filtradas e concentradas. Assim, duas fracgbes apresentaram
uma mancha Unica em TLC, cujos Rf sdo: 0.75 (cor violeta quando revelada

usando vanilina — acido fosférico) e 0.64 ( cor amarela), respectivamente. Para
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verificar a sua pureza, foram submetidas & Cromatografia em Camada Fina (
TLCS, Figura 5), nas mesmas condi¢des que a TLC anterior.

As restantes fracgbes apresentaram cada uma, duas manchas bem separadas,
todas contendo a mancha azul violeta, com Rf 0.28.

lll o ) 3
Bl o 28

Fig. 5 Cromatograma dos compostos obtidos por Cromatografia em Camada Fina
Preparativa (TLC6)

Como forma de aumentar a quantidade dos produtos de interesse, e devido ao
défice do solvente Acetato de Etilo, efectuou-se o fraccionamento de 1 g do
extracto metanélico na MPLC, usando desta vez o sistema de solventes n-
Hexano / Metanol. Notou-se que este sistema ndo se mostrou eficaz para as
diferentes proporgdes usadas pois 0s respectivos cromatogramas ndo
mostraram separagao suficiente nem isolamento de algum composto.
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9. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Da analise por TLC os extractos obtidos a partir das duas técnicas de extracgéo
( maceragao e Soxhlet), notou-se que:;

i) A composi¢ao quimica dos extractos obtidos por maceragéo e por
Soxhlet & a mesma, qualquer que seja o solvente usado, (Eter de
Petréleo e Metanol).

O extracto do éter de petrdleo apresentou praticamente a mesma
composicao que o obtido por extraccdo wusando a mistura n-Hex
/EtOAc. Os respectivos cromatogramas mostraram uma mancha de
cor castanha (quando revelada usando o reagente Vanilina - acido
fosférico) correspondente a um composto muito apolar cujo Rié 0.92.
No entanto, o extracto de metanol ndo apresentou a referida mancha.
O extracto do metanol apresentou na revelagdo a 366 nm, uma
mancha azul fluorescente muito préxima do ponto de aplicagédo com Ry
0.05, e uma amarela encoberta por uma violeta com R; 0.64. A
mancha amarela ndo apareceu nos extractos brutos do éter de
petréleo e da mistura n-Hex /EtOAc (1:1).

Os resultados exberimentais mostram uma forte possibilidade da
existéncia de diterpenos nas raizes da planta em estudo,
principalmente para as manchas de cor violeta cujos Ry estdo entre
0.5-0.9. Referéncias bibliograficas {24]) mostram que foram detectados
numa planta medicinal, diterpenos para os quais apos revelagao com
0 reagente Vanilina - acido sulfurico, (que tem o mesmo efeito que ¢
revelador Vanilina - acido fosférico ) houve aparecimento de manchas

com cor violeta, com valores de Rs a variar no intervalo acima referido.

Da relagdo estrutura / actividade antimicrobiana feita para as plantas

das espécies Sideritis e Salvia [3 e 14], pode-se notar que em-ambos
os casos a existéncia de elevada actividade antimicrobiana é
condicionada pela existéncia de dois grupos hidroxilo livres, ligados
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cada um a dois Carbonos vizinhos. De igual forma, nota-se que para o
estudo feito em ambas as espécies, a presenga de mais um grupo
hidroxilo proximo dos dois primeiros, baixa ou anula a actividade.

vi) A oxidagao de um ou de ambos os grupos hidroxilo das posi¢des
principais (C11 e C+2 nos diterpenos da Salvia; C12 e C47 nos diterpenos
da Sideritis) aumenta significativamente a actividade antimicrobiana.
Isto pode notar-se nos compostos XXIV dos diterpenos da Salvia, nos
quais os dois grupos OH de Cy; e Cy; foram oxidados a fungéo ceto, e
no composto XIV da Sideritis no qual apenas um grupo OH do Cy; foi

oxidado.

XXIv Xiv

Avaliando a existéncia ou nao de actividade antimicrobiana contra bactérias
gram-positivas nos diterpenos das plantas das espécies Salvia e Sideritis, pode-
se prever a existéncia dessa actividade nos diterpenos da Spirostachys Africana,

por comparagao das suas estruturas.

Assim:

Pode-se presumir que os diterpenos XXV e XXVIIl da Spirostachys Africana
possuam alguma actividade antimicrobiana, ja que o primeiro possui um grupo
ceto e outro hidroxilo ligados cada um a dois Carbonos vizinhos. A sua estrutura
pode ser comparada a do diterpeno XXIX das espécies Sideritis, no qual um dos
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grupos hidroxilo das posigdes principais foi substituido por um grupo ceto. O
diterpeno XXVIIl da S.A. possui os dois grupos hidroxilo substituidos por dois
grupos ceto, 0 que pode ser comparado a estrutura do diterpeno XXIV das

espécies Salvia.

XXVIII
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10. CONCI,US@ES E RECOMENDAGOES

10.1 Conclusodes

De acordo com os resultados experimentais pode-se concluir que:

)

A técnica de extracgdo em Soxhlet origina maiores quantidades de
extracto bruto em relagdo a macerag¢ao, dai que este ultimo nao foi
submetido ao fraccionamento por MPLC.

A extracgdo das raizes da Spirostachys Africana usando os solventes
éter de petréleo ou a mistura n-Hexano / EtOAc (1:1) leva a obtengao
de extractos com a mesma composicdo. A mancha castanha com Rf
0.92 que aparece foi eliminada pelo éter de petréleo, dai que ela nédo
aparece no extracto metandlico. Desta maneira, pode-se presumir que
as duas fracgbes cqntenham diterpenos, ja que o éter de petroleo &
um solvente que extrai lipidos e terpendides [5] e a extracgdo com a
mistura n-Hex /EtOAc foi feita directamente nas raizes secas.

Existe uma forte probabilidade da ;;resenga de diterpenos nas raizes
da Spirostachys africana, o que pode ser sustentado pelas
caracteristicas cromatograficas dos compostos observados (cor violeta
e R¢no intervalo de 0.5-0.9), em particular do composto isclado com Ry
0.75, embora a sua identificagdo sé possa ser comprovada usando
outras técnicas de analise tais como a Espectroscopia.

A comprovagéo da existéncia de principios activos nas raizes da S. A
seria bastante relevante, dado que estas podem ser colhidas
praticamente isentas de latex que, como se referiu anteriormente, é
toxico e irritante. Isto diminuiria de certa maneira a possibilidade de
ocorréncia de efeitos colaterais durante o tratamento dos pacientes.
No que concerne a relagdo estrutura / actividade antimicrobiana, a
existéncia desta actividade na planta Spirostachys Africana pode ser

associada a presenca dos diterpenos na sua composigao fitoquimica.
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10.2 Recomendagdes

Como forma de melhorar o estudo fitoquimico de plantas medicinais que, como
se sabe constituem um grande potencial terapéutico em Mogambique,
recomenda-se que se melhorem as condi¢des de trabalho no Laboratério de
Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UEM e que se envidem
esforcos no sentido de se englobar ensaios biolégicos nestas pesquisas, de

modo a confirmar a existéncia ou nao de principios activos.

Recomenda-se também que se encontrem formas de reparagao dos aparelhos
para separa¢io e identificagdo espectroscopica de compostos tais como RMN e
HPLC, de forma a dar mais credibilidade aos trabalhos de elevado valor

cientifico, tal como é o caso dos Trabalhos de Licenciatura.
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ANEXOS

Anexo 1. Cromatograma dos extractos brutos do Eter de Petréleo, Metanol e da mistura
n-Hex / EtOAc obtidos por Maceragdo e Soxhlet ( TLC1)
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Anexo 2 Cromatogramas das fracg3es do extracto metanélico obtidas no ensaio

preliminar (TLC2)
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Anexo 3. Cromatograma das fracgdes do extracto metandlico obtidas no segundo
fraccionamento usando a MPLC ( TLC3)
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Anexo 4. Cromatograma das fracgdes agrupadas do segundo fraccionamento (TLC4).
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Anexo 4 Cromatograma das fracgdes obtidas do hltimo fraccionamento usando a MPLC

(TLCS)

TLCS n-Hex fEtOAc 8:2




