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RESUMO

No presente trabalho foram analisadas 21 plantas colhidas nas provincias de Maputo ¢ Gaza
usadas por praticantes de Medicina Tradicional, para a cura e/ou tratamento de virias doengas

causadas por protozodrios e micobactérias.

As amostras das plantas foram deixadas a secar, moidas e depois submetidas a extrac¢do por
Soxhlet usando como solvente etanol a 95%, para a extrac¢do dos principios activos. Os
extractos etandlico obtidos foram submetidos a procedimentos quimicos de isolamento de
Berberina ¢ seus analogos. Os extractos cloroférmicos do procedimento de extracgdo dos
alcaléides foram submetidos a analise por cromatografia em camada fina TLC, em sistemas de

solventes de diferentes polaridades.

Nos extractos cloroférmicos de algumas plantas analisadas observou-se presenga de alcaldides
que podem ser andlogos da Berberina ou com nitrogénio quaternario, em € somente em

Zanthoxylum capense foi identificado presenga da Berberina usando Amostra — Padrio.

Os extractos etanolicos de 5 plantas em andlise, submetidas a testes de actividade biolégica,
mostraram actividade antimicrobiana contra germe Gram-positivo Staphyloccocus aureus € uma

boa acgiio contra Mycobacterium semegmatis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Reino Vegetal e Alcalbides

O reino vegetal é uma fonte imensa de novos tipos de compostos quimicos que constituem a pedra
basilar da medicina moderna cada vez mais crescente a nivel mundial. A industria farmacéutica
absorve a maior parte dessas matérias-primas, utilizando-as na preparagdo de extractos e no
isolamento de constituintes quimicamente puros e farmacologicamente activos. A investigagio de
plantas medicinais forneceu 2 Medicina Ocidental muitos medicamentos populares da antiga Medina
Chinesa, Ayurvedica, dos Indios das Américas, que foram utilizados com sucesso contra diferentes
doengas, tais como: os alcaldides da Digitalis na insuficiéncia cardiaca, a Quinina (casca da
Cinchona) contra a maléria, os opidceos (Papaver sommiferum) como analgésicos, a Pilorcarpina
(Pilorcarpus brazilensis) contra o glaucoma, a Emetina (Cephalis ipecacuanha) contra amebiase, os
alcaléides da Vinca na quimioterapia do céincer. Estes sio s6 alguns exemplos de produtos de origem
vegetal que tiveram um valor incontestivel na terapia e que servem hoje como base para a produgdo

de medicamentos.

As plantas s3o uma valiosa fonte de produtos do metabolitos primario e secundario, os quais sdo
utilizados como farmacos (com acgdio tranquilizante, analgésica, anti inflamatéria, citotdxica,
anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida, etc.), agroquimicos, flavorizantes,
aromatizantes, corantes, bioinseticidas, aditivos alimentares e outros {46]. Actualmente, a metade

dos medicamentos mais vendidos no mundo tem sua origem em produtos naturais de plantas. [43]

A flora de Mogambique possui muitas plantas aromaéticas e medicinais utilizadas por praticantes de
medicina tradicional no tratamento de vérias doengas causadas por protozodrios e micobactérias
(Tuberculose, Maldria, entre outras). Grande parte de populagdo mogambicana recorre ao uso de
medicina tradicional para cura e/ou tratamento de certas doengas. E neste contexto que no presente
trabalho propde-se realizar o estudo fitoquimico de presenca de alcaldides do grupo de Berberina em
21 plantas usadas por praticantes de medicina tradicional, no ambito de extrair os principios activos

(no extracto EtOH) e sua avaliagdo farmacolégica, em testes de actividade biologica.

Etelvino Magan Santiago
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2 OBIJECTIVOS DO TRABALHO

2.1 Objectivo geral
v Estudo fitoquimico de plantas medicinais usadas no tratamento de doengas causadas por

protozo4rios € micobactérias nas provincias de Gaza e Maputo.

2.2  Objectivos especificos
v Estudo tedrico dos alcaléides de grupo de Berberina, sua ocorréncia, propriedades, actividade

biologica e farmacolégica.

Descrigdo taxonémica, etnobotanica e fitoquimica das plantas.
Testes de actividade biolégica dos extractos das plantas.
Elaboracéio de metodo de determinagdo de Berberina e seus andlogos nas plantas em estudo.

Determinagio de Berberina nos extractos etandlicos das plantas em analise.

3 METODOLOGIA

O presente trabalho seguiu a seguinte sequéncia:

v' Pesquisa bibliografica.
v Trabalho experimental que teve seguintes etapas:
e Secagem ¢ moagem de amostras.
e Extracgdo ¢ Andlise cromatografica.
o Fraccionamento e Anélise cromatografica.
v" Discussio dos resultados.

v Elaboragdo do relatério final.

Etelvino Magan Santiago
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4 PESQUISA BIBLIOGRAFICA

4.1 Alcalbides

4.1.1 Defini¢iio dos Alcaldides

Nio existe uma defini¢o do termo “alcaléide” que seja completamente satisfatéria, mas geralmente
incluem metabélitos secundarios de azoto com natureza bésica, contendo pelo menos um 4tomo de
nitrogénio presente num anel heterociclico como amina priméria ou nitrogénio de aménio

quaterndrio. Tem-se as seguintes definigdes para alcaléides:

1. Segundo o farmacéutico Meissner (1879) sdo compostos nitrogenados com estrutura

molecular complexa, com alta actividade farmacolégica e pertencem ao reino vegetal.

2. Para o quimico Pelletier (1882) sio metabélitos secunddrios produzidos por organismos
vivos, contendo atomos de nitrogénio em moléculas com estrutura ciclica, em gue o dtomo de

nitrogénio possui nimero de oxidagio negativo.

Nomenclatura

A caracteristica comum dos alcaléides ¢ a terminagdo — ina, que reflecte o facto de estes serem
aminas. Geralmente os alcaldides sdo especificados de acordo com a familia ou plantas onde se

encontram, tipo de anel heterociclico a que pertencem. [18]

4.1.2 Propriedades gerais

Os alcaléides tém um ou mais 4tomos de nitrogénio endociclicos no estado tercidrio. Séo em geral
cristalinos, incolores, ndo voliteis, e ndo soluveis em dgua. A maioria dos alcaléides é opticamente
activo e possuem um sabor amargo. Ocorrem na natureza em forma de sais, todos s&o extremamente
fisiologicamente activos, tem efeitos téxicos, afectam o sistema nervoso central e respiratdrio.
Formam precipitados insoltveis com os 4cidos: picrico, fosfomolibdénico, fosfotungsténico, tAnico €

também com o tetraiodomercurato de potéssio (reagente de Mayer).

Etelvino Magan Santiago
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4.1.3 Classificagiio

Alcaléides verdadeiros — sdo aqueles que contém atomo de nitrogénio num anel heterociclico, e
derivam duma amina formada por descarboxilagdo de um aminoécido. Pode-se considerar diferentes
subdivisdes consoante o0 aminoacido percursor (ex. Alcaldides derivados de fenilalanina sdo morfina,
codeina).

Protoalcaléides — derivam dos aminoacidos mas ndo possuem um anel heterociclico (ex. Efedrina,

hordenina).

Pseudoalcalbides — s@io bases azotadas que parecem nio estarem relacionados com aminoécidos.
Esta categoria pertence certo nimero de compostos terpénicos ¢ ester6ides, derivados metilados de

purina (cafeina, teobromina, teofilina, etc.).

De acordo com a natureza de anel heterociclico a que pertencem podem ser classificados como
alcal6ides do grupo Pirrolidina, Piridina, Tropano, Isoquinolina, Quinolizidina, Purina, Harmala ¢
Esteroidais.

4.1.4 Aspectos de Distribuiciio

Existe uma diferenga qualitativa e quantitativa de alcal6ides nos tecidos de plantas, isto pode se

dever a diversos factores, como clima, meio ambiente e composi¢o (quimica) do solo.

O teor de cada alcaléide pode também ser influenciado pela estagio do ano. A ocorréncia (presenga
significativa) de diferentes alcal6ides, pode ser especificamente restrito a determinadas partes de
plantas, enquanto que outros compostos sio distribuidos em todas as partes das plantas, variando

simplesmente o teor nos diferentes tecidos, como folhas, caules e raizes. [10]

4.1.5 Isolamento
Detecciio preliminar

Quimicamente os alcal6ides s3o heterogéneos e numerosos. Sendo bases, os alcaléides sdo
normalmente extraidos das plantas com 4cido fraco (10 % &cido acético) em solventes alcodlicos e

depois precipitados e concentrados com aménia, ou ainda por extracgdo por solvente durante pelo
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menos 4 h. O extracto é concentrado a % do volume inicial e precipita-se o alcal6ide com gotas de
solugdo de hidréxido de aménio concentrado que € colectado por centrifugagdo, e lavado com 1% de

NH,4OH. O residuo obtido dissolve-se em EtOH ou CHCls. [18]

4.1.6 Testes de identificacdio
Reacgdes de identificagdo (pode ser caracteristicas de dtomo de N ou de outros grupos funcionais na

molécula).

Reagentes gerais

O atomo de N forma complexos com os ides de Bi, Hg, 1.:
-reagente de Mayer, KI/HgCl;

-reagente de Dragendorff (K[Bils])

Reagentes especificos

FeCl;, p-dimetilaminobenzaldeido, ninihidrina.

4.1.7 Ocorréncia e Caracteristicas de Berberina e seus andlogos

A Berberina ocorre em nove familias das plantas Berberidaceae, Annonaceae, Menispermaceae,
Rutaceae [42). Alcaléides do grupo de Berberina (Palmatina, Columbamina, Jatrorrzhizina) junto
com alcaléides Benzofenantridinicos (Sanguinarina, Nitidina, Fagaridina), apresentam um
verdadeiro interesse cientifico e pratico devido a sua vasta ocorréncia nas plantas superiores e alta
actividade antiprotozo4ria.Os alcaléides de grupo Berberina derivam do sistema isoquinolinico (anel
A e B figura 1.a). O anel isoquinolinico ¢ também a base estrutural de vérios tipos de alcaldides com
nitrogénio quaternério, incluido os grupos de benzilisoquinolinicos e benzofenantridinicos. As
férmulas estruturais de alcaléides de grupo Berberina e Benzofenantridina estdo representados na

figura 1 (b) e (c), respectivamente.
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Fig. 1 - Férmulas estruturais de alcaléides de grupo de Berberina e Benzofenantridina
a) Férmula estrutural do esqueleto de alcaléides do grupo de Berberina e posigdes no anel.
b) Estrutura parental dos alcaléides do grupo de Berberina

¢) Estrutura parental dos alcaléides do grupo de Benzofenantridina

Tabela 4.1. Substituintes e nomes dos alcaléides do grupobec

Substituintes b em R, R, Rs R.

Berberina O0—CH,; —0 OCH, OCH,
Palmatina OCH3 OCHJ 0CH3 0CH3
Jatrorrhizina OH OCH, OCH; OCH;
Columbamina 0CH3 OH CH] CH3
Coptsina O0—CH,—0 O—CH;—0
Substituintes ¢ em R, R, R, R,
Sanguinarina H O— CH,—O

Nitidina OCH; OCH;, H

Fagaridina H OCH; OH

Fagaronina H OCH, CH,

4.1.8 Actividade Bioldgica [16}

Protozodrios siio responséveis por grande niimero de doengas tropicais graves tais como a Malaria,
Amebiase, Leishmaniase, Tripanossomiase Tuberculose e Diarreia. A Berberina é um alcaldide
conhecido como um firmaco com actividade poderosa antiamebiana, antileishmanidtica e
antineoplésica e ¢ empregado na pratica médica hoje em dia. A Berberina ¢ altamente usada como

um farmaco amebicidal na Asia [20]. Evidentemente, os analogos de Berberina (Palmatina,
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Columbamina, Jatrorrhizina) e os alcal6ides benzofenantridinicos, possuindo as estruturas quase
semelhantes (Sanguinarina, Fagaronina), também apresentam um alto interesse cientifico e pratico

devido a sua alta actividade antiprotozoaria.

Foi descoberto que a Berberina ¢ seus analogos possuem efeitos farmacolégicos tais como, inibigdo
de WEHI Leucemia [57], redugio do teor de Colesterol [9], actividade anti tumor,
citostatica/citotoxica [29], actividade antiviral contra Cytomegalovirus [19], pode melhorar a
memoria espacial (doenga de Alzheimer) [59], controla a indugdo do ciclo celular em carcinoma

gastrica humana [34].

4.1.8.1 Interacgiio com bio — moléculas [16]

Alcaldides do grupo de Berberina possuem acgdo inibidora contra enzima Topoisomerase-I (Topo-I)
¢ Topoisomerase-II (Topo-II), actuando com actividade anti tumor. Formam ligagdes com
oligonucledtidos. Nomeadamente, os aspectos moleculares de interacgdo da Berberina com os 4cidos
Nucieicos (t-RNA, DNA Topoisomerase), efeitos em actividade de algumas enzimas

(Acetilcolinesterase, Oligopeptidase) séo discutidos em publicagdes [58], [44], [28], [35] e [32].

4.1.8.2 Actividade citotéxica e apoptosis [16]

A Berberina tem um potencial efeito inibidor contra actividade telomerase em células de leucemia
humana, actuando como inibidor (50% de inibi¢do) a concentracdo de 35 uM. A concentragdo de 30
— 300 uM inibe a telomerase de P. Falciparum. A alta concentragio (75 pg/mL), a Berberina tem
uma grande actividade citotéxica. Derivados de Berberina apresentam uma actividade potencial
inibidora contra caspase 3, possuindo um efeito apoptosis grande; este efeito observa-se a
concentragdo de 20 pM do ligando. Estudos comparativos de inibigdo ¢ actividade anti-leucemica,
de alguns alcaléides de grupo de Berberina demonstraram que estes tém menor actividade do que os

alcalé6ides de grupo de Benzofenantridina.
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4.1.8.2.1 Relagilo entre estrutura e actividade citotéxica

Sob ponto de vista actividade — estrutura, algumas modificagdes de substituintes apresentam efeitos
significativos, com introdugdo dum grupo alquil na posigéo C-13 do anel a citotoxicidade aumenta
com aumento de CH; na cadeia. 12-Bromo-8-hezilberberina possui maior actividade citotéxica do
que a correspondente 8-feni! e 8-butil derivados, isto sugere que o comprimento da ligago de 4tomo
de carbono em C-8 também exerce influencia na toxicidade. Brominagio em C-12 aumenta a

citotoxicidade.

O 8-oxoderivados, Tetrametoxi-8-oxoberberina quando submetidos a testes de actividade citotéxica
in vitro usando células de glandulas mamarias MDAMB-231 demonstram actividade inibidora
contra a proliferagdo de células, a concentragdo de 107 M, este efeito citotéxica ndo depende de

inteiragdo com DNA.

A Berberina ¢ a Jatrorrhzina tém potencial actividade antimutagénica contra “acridina orange”
usando Euglena gracilis como teste de modelo eucariético e alcaldides de grupo Benzofenantridina

ndo.

4.1.8.3 Actividade antimicrobial [16]

A Berberina e a Jatrorrhizina em pequenas concentragdes demonstraram grande actividade de
inibicio contra bactérias de acne Propionibacterium. A Berberina apresenta maior actividade do que
a Jatrorrhizina contra staphylococci coagulase-negativa. Teste de actividade antifungica contra
Céndida demonstrou que somente C. Tropicalis (resistente a Niasitina, o Miconazole, € a Econazole)

foi fortemente inibido por Berberina.

4.1.8.3.1 Relagdo entre estrutura e actividade antimicrobial {16]

Adigdo de grupos na posigdo C-8 aumentam actividade antimicrobial, 12-bromo derivado de 8-alquil
¢ 8-fenil Berberina apresentaram alta actividade contra microorganismos testados do que os anilogos
sem bromo. A Jatrorrhizina em baixas concentragdes possui alta actividade antifiingica com baixa

toxicidade.
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As formas tercidrias dos alcaléides, ndo exibem significante actividade e uma pequena parte de

formas quaternérias apresentam actividade contra Leptosphaeria nodrum e Puccinia recongita.

13-Hezilberberina e 13-hezilpalmatina apresentam grande actividade contra S. aureus, sendo mais

activos do que a Berberina e o Sulfato de Canamicina.

4.1.8.4 Actividade antiinflamatéria [16]

Extracto etanélico contendo Berberina possui elevado efeito antiinflamatorio. Em estudos in vitro
utilizando células humanas, a Berberina demonstrou actividade inibidora de activador de proteina,
um factor de transcri¢io fundamental em inflamag#o e carcinogenesis. A Berberina exerce um efeito
inibidor significante em transformag#io de linfocito, e sua ac¢o antiinflamatoria pode ser devido a
inibic3o de sintese de DNA do linfécito. Durante a activagiio de plagueta em resposta a danos de

tecidos, a Berberina tem efeito directo em diversos aspectos de processo de inflamagdo. {23]

4.1.8.5 Actividade antimaldrica

A Berberina in vitro possui forte efeito inibidor de sintese de dcidos nucleicos e proteinas de P.
Jalciparum, sob forma de cloreto pode bloguear as sinteses de proteinas em P. falciparum na

concentragio 50 pM. [42]

A Berberina, a Palmatina, a Jatrorrhizina e a Columbamina manifestam in vitro actividade contra
trés espécies de Plasmodium, isolados de pacientes {42]. Os valores de ICso sdo, o Cloreto de
Berberina 0,14 — 0.36 pg mL"'; a Palmatina 0,16 — 0,28 pg mL"'; a Jatrorrhizina 0,42 - 1,61 e a
Columbamina 0,72 pg mL"".

A maléria pode ser rapidamente diagnosticada de forma efectiva. A Berberina foi usada como
marcador de cromossoma Y de parasitas de malaria de forma fluorescente em sangue de pacientes
com sintomas clinicos de maléria, tomando o DNA de P. vivax e P. Falciparum fluorescentes. Este
teste temn alta sensibilidade e pode ser usado como uma avaliagdo eficaz e potencial ferramenta de

diagnéstico de maléria. [12]
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4.1.8.6 Outros efeitos [16]

A Berberina possui efeito antidiabético que esta relacionado com propriedade estimulante de
secre¢do de insulina e modulagio dos lipidos. Alguns derivados de Berberina apresentam actividade

antiarritmica. Os aspectos toxicol6gicos foram esclarecidos em comunicagéo. [33]

4.2 Descri¢io botinica, uso na Medicina Tradicional e principios activos das plantas em
estudo

Em ordem alfabética estio apresentadas nomes cientificos seguidos de nomes vernaculares entre
paréntesis ¢ familia de plantas a que pertencem, usadas por praticantes de Medicina Tradicional para
tratamento de doengas como a Maldria, Tuberculose Amebiase e Leismaniase, analisadas neste
trabalho.

4.2.1 Acridocarpus natalitius (Mabhophe)
Familia Malpighiaceae

Descrigiio taxonémica: Arbusto com tendéncia de trepar, usualmente aparecendo como um forte
trepador que pode cobrir as florestas, mas as vezes desenvolve-se em pequenas drvores de cerca de 5
m de altura; ocorre em franjas ribeirinhas, ao longo das margens das florestas abertas, ou em rochas
[39].

E usado por praticantes de Medicina Tradicional como remédio contra Amebiase.

Uso medicinal zulu: as raizes podem ser mastigadas ou postas em cima da lingua como feitigo para
parar a raiva quando for cometido um erro. As raizes sfo usadas para propésitos medicinais nio

especificados [26].

Outros usos medicinais: as raizes em p6 sdo usadas como purgativo ¢ também em pomadas pelos

Tsongas ¢ Shanganas. Certas partes inespecificas da planta, sio usadas em vérias partes de Africa

como feitigo protectivo contra guerra e também para o amor. [26]
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4.2.2 Annona senegalensis (Rhompifa)

Familia Annonaceae

Descrigiio taxonémica: Arbusto ou pequena arvore com 3 a 4 m de altura, podendo atingir os 8 m
em condi¢des ambientais favoraveis; cresce em solos arenosos, ocorrendo ao longo de ribeiras ou em

bosques, rochas em afloramento e em florestas pantanosas.
E usado por praticantes de Medicina Tradicional como remédio contra Amebiase.

Uso medicinal zulu: as raizes sdo usadas para tratar loucura, para defender enfermidades e para

induzir esquecimento em criangas pequenas. [26]

Outros usos medicinais: os “ vhavenda” usam as raizes para mordidas de cobras, doengas venéreas,
diarreia, disenteria, sangue nas fezes, dores de cabega e como protecgio contra feiticaria. Em
Tanzhnia, a decocglio de raizes e folhas ¢ tomada para dores abdominais durante a contracgo
muscular; pastas de raizes s3o aplicadas nas mordidas de cobras, abcessos e outras feridas. As raizes
sdo tomadas em decocgdes para tratamento de gonorreia. As raizes e os frutos sdo usados para

esterilidade e doengas venéreas e as folhas para gonorreia e disenteria.

Extractos purificados contendo 60% de taninos em forma de pé, s3o usados em preparagdes patentes
para hemorréides e pernas inchadas, enquanto que extractos da planta contendo 60% de taninos, sio

usados em preparagdes patenteadas contra a maléria.

Constituintes quimicos: a presenca de glicésidos conhecidos por anonceina, resina cianogenética,
0.02% de annonaina e 0.14% de outros alcaléides, € reportada na planta. Alcaléides, saponinas e

taninos sdo indicados na casca dos troncos e 18 amino4cidos foram isolados. [26]

4.2.3 Artabbrotrys brachypetalus (Ntita)

Familia Annonaceae

Descrigiio taxonémica: Trepadeira local comum; arbusto ou pequena arvore expansiva; ocorre em
locais quentes, secos, areas de baixa altitude ao longo de regides ribeiras; ¢ 0 mais comum trepador
através de distintas hastes florais ou pediinculos que se amarram em volta dos ramos de drvores

vizinhas.

E usado por praticantes de Medicina Tradicional para tratamento de Tuberculose.
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Usos: o fruto é comestivel e em Mogambique ¢ usado para fazer remédio desintoxicante. [26]

4.2.4 Bridelia cathartica (Munwangali)

Familia Euphorbiaceae

Descrigiio taxonémica: Arbusto desordenado ou drvore multicaulado que ocorre nas margens das

florestas arenosas ¢ nas extremidades das matas ribeirinhas.
E usado por praticantes de Medicina Tradicional contra Amebiase, Maléria e Tuberculose.

Uso medicinal zulu: ¢ usado na medicina do encanto amoroso ¢ para pacientes que se pensa que

tenham sido seduzidos.

Outros usos medicinais: as raizes sio usadas tradicionalmente como feitigo para prevenir bruxarias
e s30 tomadas em vérias preparagdes para dores de cabega, menorragia e esterilidade masculina no
Zimbabwe. O fumo da queima das raizes é inalado para epilepsia. No Este de Africa, a decocgdo de

raizes é tomada para dores de estdmago. [26]

Constituintes quimicos: 4cido hidrocianico e a potencial toxina salicilicato sdo conhecidas no

género. [26]

4.2.5 Cassia abreviata (Numanhama)

Familia Caesalpinioideae

Descrigiio Taxonémica: Arbusto ou pequena drvore de tamanho médio 3 a 10 m de altura, ocorre

em baixa e média altitude, em matas abertas ou em matas capinzais o longo de ribeiras, em colinas

e frequentemente associada a montanhas de térmites. [39]

E usado por praticantes de Medicina Tradicional no tratamento de Amebiase ¢ Tuberculose.

Usos medicinais: As sementes sfio usadas como ténicos, as raizes sdo usados para curar casos
severos de dores abdominais e como remédio para dores de dentes e o fumo da queima das varas €

inalado para curar dores de cabega. [26]

As folhas e vagens sio tradicionalmente usadas como purgativo em vérias partes de Africa, para

complicagdes estomacais no Este de Africa e para diarreia no Botswana.
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Uso medicinal zulu: a infus3o do leite das raizes é tomada para influenza e o p6 das raizes

misturado com gordura, € usado se a fleuma € obstrutiva.

Constituintes quimicos: o oximetil-antraquinona, ¢ encontrado nas folhas ¢ vagens e a planta,

aparentemente contém taninos. Senosidos, foram isolados da planta no Irdo. {26]

4.2.6 Combretum molle (Xikukutse)

Familia Combretaceae

Descrigiio Taxonémica: Pequena 4rvore expansiva ou de tamanho médio, acima de 10 m de altura,

ocorre em altitude, desde o nivel do mar até 1500 m, em matas abertas. [26]

Praticantes de Medicina Tradicional usam no tratamento da Maldria, Tuberculose, Desinteria

Amebiase.

Usos medicinais: Na medicina africana, as folhas tanto frescas como secas ou humedecidas
providenciam curativo para feridas, as folhas e as raizes juntas, acredita-se que séo antidoto para
mordedura de cobras enquanto que a raiz s6, ¢ usada para tratar constipagdo e abortos. Para uma
crianga febril é banhada com a decocgdo de folhas secas para reduzir sua temperatura, enquanto que
a infus3o da casca interior é tomada oralmente ou como enema para curar complicagdes estomacais

[39].

As raizes sd0 usadas para dores abdominais, diarreia, infertilidade, etc. no Zimbabwe. Em Tanzénia,
a infusdo de raizes é tomada para diarreia. Extractos de vérias partes da planta mostraram actividade

anti-tumoral contra sarcoma 180.

Uso medicinal zalu: as folhas frescas ou secas s3o usadas como curativo para feridas. As folhas e
raizes sdo usadas juntas contra mordidas de cobras como antidoto ¢ a raiz s6, ¢ usada para tratar
abortos e constipagdo. A infusdo da casca interna ¢ administrada oralmente como enema para vérias

complicagdes estomacais.

Constituintes quimicos: triterpenéides, 4cido malico e seus glicésidos, xilésido e arabinose, foram
isolados das folhas. A combinagdo de triterpendides pentaciclicos e cicloartano foram isoladas dos
frutos. [26]
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4.2.7 Elephantorrhiza elephantina (Xivurai)

Familia Fabaceae

Descrigio taxonémica: Arbusto s vezes com menos de 30 cm, ou drvore pequena acima de 6 m de

altura; ocorre em declives de regides rochosas. [39]
E usada na Medicina Tradicional no tratamento de Tuberculose, Maléria e Amebiase.

Usos: é remédio tradicional para uma vasta gama de doengas, incluindo diarreia ¢ disenteria,
desordens estomacais, hemorrdides e ulceras; € também usada como emética. E popular no

tratamento de doengas da pele e acne.

Constituintes quimicos: A cor vermelha brilhante dos rizomas indica a presenga de taninos ou
outros compostos fen6licos. O género Entada contém 4cidos antagénicos, triterpendides
pentaciclicos e é possivel que estes ou terpenoides e suas saponinas estejam presentes no genero

Elephantorrhiza. [41}

4.2.8 Garcinia livingstonei (Himbe)

Familia Clusiaceae

Descriclio taxonémica: Arvore pequena ou média com 2 a 10 m de altura; tem um hébito distintivo
que ¢ de se tomar duro com ramos rigidos que nascem de ingulos agudos; ocorre em regides de
baixa altitude, em franjas ribeiras, em matas fechadas bem como pode ser encontrado crescendo por

debaixo do abrigo de grandes rvores. [39]
E usada na Medicina Tradicional para tratamento de Amebiase ¢ Tuberculose.

Usos medicinal zulu: as raizes em p6 s#o usadas como afrodisiaco e os ramos sfo tradicionalmente

colocados nos timulos.

Outros usos medicinais: decocgdo de raizes € tomada para dores abdominais durante a gravidez na
Somélia e Este de Africa. Os frutos e os ramos s3o usados para tosse, febre e doengas parasitérias em

Africa. [26]

Extractos de folhas e fiores foram testados e mostraram propriedades antibiéticas. [39]
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Constituintes quimicos: Cinco xantonas prenilatadas foram isoladas da casca da raiz. Dois destes
compostos s3o contra o agente fungico Cladosporium cucumerinum ¢ a terceira mostra ac¢o

inibitdria contra a linha de c¢élulas do carcinoma do colo humano. {26]

4.2.9 Hypoxis hemerocallidea (Xirangabwana)
Familia Hypoxidaceae

Descri¢io taxonémica: As espécies de Hypoxis, s3o tubérculos pereniais com fothas longas em
forma de coreia chapada e flores amareladas em forma de estrela chapada. As espécies podem ser
distinguidas pelo tamanho, configurag3o e orientagdo das folhas, bem como o tamanho e
configuracfo das flores. [55])

E usada na Medicina Tradicional para tratamento de Amebiase.

Usos: a infusdo dos bolbos € usada como emética para tratar doengas, desordens vesiculares e
deméncia (loucura). Decocgdes sdo dadas a criangas fracas como ténico e o suco ¢ reportado como
aplicado para queimaduras. Os estames e as folhas s3o misturadas com outros ingredientes para
tratar problemas da préstata. Usos tradicionais sdo também incluidos no tratamento de tumores
testiculares, hipertrofia prostitica e infecgdes urinérias.

Constituintes quimicos: A actividade da droga contra adenoma da prostata, é subscrita a glicésidos
fitoesterol - P-sitoesterol. E interessante notar que o éleo da abébora que contém alto nivel de
fitoesterol, é comercializado na Europa para tratar hipertrofia benigna da prostata. A actividade anti-
cincro, anti-HIV e antiinflamatoria, € descrita para rooperol (o aglicone de hypoxosido, que € o 4,

4’- diglicésido) e os compostos mostraram resultados promissores em anlises clinicas. [55]

4.2.10 Sclerocarya birrea (Nkanhu)

Familia Annacardiaceae

Descrigiio taxonémica: Arvore de tamanho médio, acima de 10 m de altura, podendo atingir os 15
m se as condi¢des forem favordveis; ocorre em regides de baixa & média altitude, em matas abertas

ou bosques. {39]

E usada na Medicina Tradicional para tratamento de Tuberculose Amebiase e Maldria.
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Usos: a casca ¢ usada no tratamento da diarreia, disenteria e problemas do estémago. E acreditado
seu valor no combate a febre e no tratamento da maléria. E também usada como ténico geral.
Mastigar folhas jovens e engolir o suco, ajuda em casos de problemas de indigestdo. Em algumas

partes de Africa, é usada no tratamento de diabetes. [54]

Constituintes quimicos: A casca contém procianidinas ¢ a planta é tida como tendo galotaninas,
flavondides e catequinas, mas s3o poucos os detalhes disponiveis. As procianidinas ndo foram
encontradas no género Sclerocarya mas é incluido meramente na lista dagueles que possuem

procianidinas tipicas. [56]

4.2.11 Senna petersiana (Nembe-Nembe)

Familias Fabaceae

Descrigiio Taxondémica: Arbusto ou pequena arvore de tamanho médio com cerca de 12 m de

altura, ocorre frequentemente ao longo de ribeiras ¢ nos extremos de franjas ribeirinhas.

Usos medicinais: Muitas partes da drvore s3o usadas na medicina africana como purgativo para

tratar febres, gonorreia e infecgdo da pele. [39]

Decocgdo de folhas e frutos sdo usadas como antihelmintico pelos Swazis. As folhas sfo usadas
como purgativo, para dores de cabega e maldria em vdrias partes de Africa Austral e Tropical. A
infuso de raizes é usada para dores de estdmago. Em Madagéscar, as raizes, folhas e caules séo

usados para problemas diuréticos e para maldria.

As propriedades medicinais da planta incluem cicatrizante, abortifaciente, diurética, laxativo e

ténico. Fraca actividade contra maléria foi observada.

Constituintes qufmicos: apigeninas, fisciona, emodol e xantona cassiolina, foram isolados da
planta. Virias antraquinonas foram isoladas das raizes, folhas e sementes. Compostos encontrados
nas folhas, incluem glucésidos, flavondides e pigmentos de atraguinona, biantraquinona ¢ emaodina.

[26]
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4.2.12 Spirostachys africana (Mubhandwa)

Familia Euphorbiaceae

Descrigio taxonémica: Arvore de tamanho médio com topo circular, usualmente com cerca de 10

m de altura podendo ocasionalmente atingir os 15 m; ocorre em matas de

Fruto: cépsula trilobada, ocasionalmente bilobada, com cerca de 10 mm de diametro; castanho
amarelado que se abre quando maduro. Seu latex abundante é muito venenoso e causa irritagdo

extrema para peles sensiveis e dor severa ou mesmo danificagio da vista. [39]
E usada na Medicina Tradicional para tratamento de Amebiase.

Usos: A gota da seiva fresca, ¢ aplicada para a cura de dores fortes de dentes; causa breve paragem
da dor que depois pode vir a sentir-se. O citotoxico éstere forbol, presumivelmente destréi os nervos
expostos nos dentes mal posicionados. Pedagos do tronco sio colocados nos guarda-roupas como
repelentes de insectos. Em Namibia e Zimbabwe, ¢ usado como droga para peixes. Por outro lado,
infusdo simples da casca e da raiz é usado como purgativo; todas partes da planta € toxicas e casos

fatais ocorrem pelo seu uso; a seiva é extremamente irritante para a pele. {53]

Composicio quimica: a seiva do tronco contém uma mistura complexa de diterpenos como a
estaquenona, estaquenol e outros compostos como metabblitos 4cidos e difenéis. Ainda ndo estd

clara quais destes compostos € principalmente responsavel pela toxicidade da planta. [55]

4.2.13 Strychnos decussata (Xinkwakwani)

Familia Loganiaceae

Descriciio Taxonémica: Pequena arvore delgado com cerca de 3 a 12 m de altura muitas vezes com
ramos densamente folhadas e inclinados, o cone em bosques de baixa altitudes ao longo de curso de

agua rochosos, bem como uma montanha de térmites em matas a beira da costa.
E usada na Medicina Tradicional no tratamento de Amebiase e Tuberculose.

Uso: A casca e os frutos sdo venenosos especialmente quando verdes, mas a casca da raiz raspada e
triturada, é favordvel como rapé e a infusdio preparada a partir dela fornece remédio contra desordens

estomacais. [39]

Composi¢io quimica: As espécies de Strychnos s3o famosas por apresentarem a striquinina
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e outros alcaléides. S. Henningsii contem numerosos alcal6ides estruturalmente relatados a

striquinina. O exemplo € a henningsiina. [54]

4.2.14 Strychnos henningsii (Manono)

Familia Strychnaceae

Descrigio taxonémica: A planta varia em tamanho desde arbusto grande a rvore alta com mais de

15 m de altura.
E usada na Medicina Tradicional no tratamento de Tuberculose.

Usos: a casca € usada para o tratamento de nuseas e queixas estomacais ¢ foi tomada como ténica
de mordidas. E tida como remédio célico e purgativo e possivelmente com valor na febre reumética
e dismenorreia. Os frutos verdes e a casca da raiz das espécies de Strychnos sdo usados como

remédio contra mordeduras de cobras por toda regifio Austral de A frica.

Composi¢dio quimica: striquinina e outros alcaléides. A4 S. henningsii, produz numerosos alcaléides

estruturalmente relatados & strychnina. O exemplo € a henningsiina. [56]

4.2.15 Tabernaemontana elegans (Nkahlu)

Familia Apocynaceae

Descrigio taxonémica: Arbusto ou pequena drvore efémera ou semi-efémera, com um (Gnico tronco
vertical; ocorre em bosques e florestas costais, muitas vezes ao longo de regides ribeiras ou lugares
rochosos. A casca € grossa e semelhante a cortiga; fissurada longitudinalmente. Seiva ou latex

branca. [54]
E usada na Medicina Tradicional no tratamento de Amebiase e Tuberculose.
Uso medicinal zulu: as raizes s3o usadas para complica¢des do peito.

Outros usos: o litex é usado como estiptico e as raizes s3o usadas para complicagdes pulmonares

pelos Tsongas.
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Propriedades biolégicas: todos os extractos da planta s&o fortemente activos contra bactérias gram-
posetivas ¢ moderadamente activas contra gram-negativas, mas mostraram pequena actividade

antiespumante e antifungal. [26]

4.2.16 Terminalia sericea (Conola)

Familia Combretaceae

Descri¢do taxonémica: E uma arvore pequena ou de tamanho médio e bem moldada, usualmente

com 4 a 6 m de altura, mas ocasionalmente atinge os 10 m; ocorre em matas abertas, frequentemente

em solos arenosos e muitas vezes nas margens das valas.
E bastante usada na Medicina Tradicional no tratamento de Amebiase.

Usos medicinal: O cha feito 4 base de raizes € usado tradicionalmente para tratar desordens do
estdmago e diarreia. O Cha4 feito por infusfo é usado como logdo para a vista e para tratar

pneumonia. A casca ¢ tomada para tratar pneumonia e les3es. [39]

Composigiio quimica: Vasta gama de triterpendides pentaciclicos, foram isolados de espécies de
Terminalia, dos quais o 4cido sérico e o éster conhecido por sericoside, s80 os compostos comuns
nas raizes e também taninos. Os frutos de Terminalia chebula por exemplo, ddo um recurso

comercial de taninos. [56]

4.2.17 Tiliacora funifera (Xiwizila)

Familia Menispermaceae
Nio foi encontrado nenhum dado na literatura.

E usada na Medicina Tradicional no tratamento de Amebiase e Tuberculose.

4.2.18 Vernonia colorata (Nhatelo)

Familia Asteraceae
Descrigiio taxondmica: Arbusto muito ramificado ou arvore com ramos quebradigos; ocorre em

bosques, muitas vezes nas zonas ribeirinhas. [54]
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E usada na Medicina Tradicional no tratamento de Amebiase e Tuberculose.
Uso medicinal zulu: As raizes s3o usadas como ténico para curar furinculos.

Qutros usos: A raiz, a casca do caule e as folhas sdo usadas medicinalmente. Decocgdes das folhas
sdo usadas para febre e como expectorante e laxativos no Oeste de Africa. A casca das raizes e
caules ¢ usada para febre ¢ diarreia, as raizes sem casca sfo tomadas como ténicos. Partes ndo
especificadas, sdo usadas como ténicos e estimulantes em Angola. As folhas de Vernonia colorata,
sdo reportadas como sendo tomadas em decocgdes ou mastigadas para tosse no Botswana, enquanto

a infusdio de raizes é tomada para doengas venéreas, especialmente nos casos com descarga de pus.

Os extractos das fothas s3o reportados como tendo actividade antiamoébica, antihelmintica e

parassimpatolitica mas ndo antiinflamatéria. [26]

Constituintes Quimicos: A vernonina foi isolada das raizes. O glicésido cardiaco foi isolado dos
caules, folhas e raizes da planta na Nigéria. Duas lactonas sesquiterpénicas com acgfio citotéxica in

vitro foram também isoladas.

Outros compostos encontrados nas folhas, incluem os aminoécidos alanina, fenilalanina, glicina,
leucina, prolina, serina, treonina, tirosina, valina e vernolina. Compostos com propriedades
antiinflamatéria encontrados nas flores e na casca incluem vernolida e, lactonas sesquiterpénicas e
glicosidos. [26]

4.2.19 Ximenia americana (Nthunduluka)

Familia Olacaceae

Descrigfio taxonémica: Arbusto muito ramificado ou pequena drvore com aparéncia azul-
esverdeada; Sexos separados em diferentes plantas; Pode ocorrer a hemi-parasitose nas raizes dos

arbustos muitas vezes em 4dreas quentes e de baixa altitude. As ramificagdes sdo espinescentes.
Uso medicinal zulu: os zulus usam a casca na medicina tradicional.

Usos: O fruto € comestivel com sabor azedo amargo. As sementes produzem éleo usado como

amaciador da pele e para propdsitos cosméticos. A casca € usada medicinalmente. {54]

O 6leo das sementes ¢ usado tradicionalmente para amaciar o cabedal e para prop6sitos cosméticos

no Transvaal.
20
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No Zimbabwe, as raizes ou decocgdo de frutos esmagados s3o administrados para partos de vacas
com diarreia sangrenta. A casca de frutos esmagados, ¢ usada para feridas e para repelir pulgas nos
animais domésticos, em partes ndo especificadas de Africa, ¢ as rafzes sdo usadas para febre e
diarreia na Tanzénia. As raizes sdo usadas para combater a febre e doengas venéreas no Oeste de

Africa e como ingrediente no remédio de insénia na Nigéria.

A casca é usada com raizes para Glceras e a decocgdio de rebentos, € usada para lavar a boca em
problemas de dentes e como logdo para a vista enquanto o 6leo € colocado no buraco do dente antes
da extrac¢do. As raizes sdo reportadas como usadas para esquistosomiase e também para dores

internas e externas no Botswana. [26]

Partes niio especificadas s3o reportadas como usadas para esquistosomiase na Guiné-Bissau, como
anti-helmintico no Este de Africa, para dores de dentes, conjuntivite e reumatismo no Senegal, para
sangue nas fezes e menoragia em “Venda” e como astringente € purgativo na Argentina. As raizes
pulverizadas sio usadas no sab3o para sarna em Angola, onde as folhas séo reportadas como usadas
para cistalgia em “Hens” e partes ndio especificas em pequenas pistulas, escorbuto, céries dentirias,
ouvidos, nariz, complicagSes na garganta e anemia. Efeitos moluscidais significantes foram
reportados de extractos. Extractos de folhas foram mostrados como sendo fracamente activos. Os

extractos possuem actividade hipotensiva e antiviral mas testes antibacterianos foram negativos. (26}

Constituintes guimicos: as folhas e frutos s3o reportados como tendo 4cido hidrocidnico. A casca
do Sudao contém 16.9% de taninos. As sementes contém 63.9% de dleo fixado. [26]

4.2.20 Zanthoxylum capense (Manungwani)

Familia Rutaceae

Descrigiio taxonémica: Usualmente, ¢ uma pequena arvore muito ramificada com cercade 427 m
de altura, podendo ocasionalmente atingir os 10 m; ocorre em variados habitats desde matas secas ou
bosques, bem como lugares rochosos de alta altitude, mesmo em estreito do mar. O fruto € acridico

com sabor forte de lim3o, deixando uma sensag3o de queimadura na boca. [39]
E usada na Medicina Tradicional no tratamento de Amebiase e Tuberculose.

Usos: o fruto ¢ usado para aliviar célicas, especialmente flatuléncias e para tratar paralisia.

Desordens géstricas e intestinais bem como parasitoses intestinais s3o tratadas com infus3o das
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folhas. A casca que deve ser tomada como ténica ou mastigada para aliviar dores de dentes, €
também usada comummente como remédio contra mordidas de cobras, quer seja tomada oralmente
bem como aplicada localmente na ferida. A decocgio e a infusdo de folhas, é efectiva contra
constipagdo e foi usado como tratamento popular durante a epidemia da influenza em 1918. O tronco

¢ de baixo valor. [39]

Constituintes quimicos: No h4 estudo detalhado da Zanthoxylum capense e a planta € conhecida
pobremente em termos quimicos. De qualquer modo, grande nimero de espécies de Zanthoxylum

fora estudado e contém Sanguinarina, um alcaléide benzofenatridinico, e outros alcaldides. {55]

4.2.21 Ziziphus mucronata (Mphafa)

Familia Rhamnaceae

Descrigido taxondmica: drvore pequena de tamanho médio, acima de 9 m de altura, ocasionalmente
muito alta, ocorre em vasta gama de habitats, em matas abertas e/ou em solos aluviais, ao longo de
ribeirinhas, e frequentemente em montanhas de térmites; é tida como indicadora de presenga de égua

subterriinea. A polpa é um pouco seca e comestivel (Margo a Abril). [39]

Uso medicinal: Tem numerosos usos magicos medicinais. Usa-se como remédio para dores.
Inchagos e outras infecgdes da pele s3o tratadas com a pasta de folhas e esta, juntamente com uma
decocgio das raizes é um tratamento aceite para tumores e tuberculares entre alguns africanos.
Sofredores de disenteria ¢ lumbago mastigam as raizes ou tomam infusdes feitas a partir de raizes,
enquanto que os Zulus usam fothas trituradas e casca para acalmar problemas de térax e tomam a

infusdo feita a partir da casca, para curar a tosse. {39]

Constituintes quimicos: uma vasta gama de alcal6ides, muitas vezes rejeitadas como alcaldides
peptidicos é conhecida de espécies de Ziziphus. Cerca de 12 alcal6ides com a estrutura relatada,
desta classe, foram isolados das raizes, casca dos ramos e das folhas de Ziziphus mucronata; a

mucronina D é exemplo tipico. [56]

Tabela 4.2. Planta e grupos de compostos quimicos presente

Nome Cientifico Classe quimica de principio activo Referéncia
bibliogréfica

Terp. Est | C.Fen QOutros compostos
Zanthoxylum capense - + - - 1, 4,26,54
Verndnia colorata + + - Aminodcidos 26,45
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Tabernaemontana elegans

31,50

Hypox hemerocallidea

Hypoxyside

20,25,26,56

Terminalia sericea

Stilbenéides

5,13,26,41,56

Ximenia americana

Antraquinonas, HCN

20,38

Bridélia cathartica

827

Acridocarpus natalitius

Strychnos henningsii

17,54

Tiliacora funifera

Elephantorryza

26, 52

Annona senegalensis

Cetonas e acidos g.ordos

36,52

Sclerocarya birrea

Vitaminas C, E, P, dcidos
gordos, metais

22,26, 56,23

Anrtabotrys brachypetalus

Garcinia livingstonei

647

Sprostachys africana

Exoecarin

24,27

Cassia abreviata

Senna petersiana

Ziziphus mucronaia

Sesamina

1, 26, 54, 56

Strychnos decussata

24, 26

Combretum molle

Stilbenos, fenantreno,
combretas, taninas

20

Na tabela Alc = Alcalbides, Terp = Terpendides, Est = esterdides e C.Fen = Compostos Fenélicos
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§ PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiais e Métodos
Consideracgdes Iniciais

Neste capitulo sdio apresentados os equipamentos e as metodologias utilizadas para a realizagdo dos

ensaios experimentais neste trabalho de licenciatura,

As andlises foram realizadas no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais, Faculdade de
Ciéncias, Departamento de Quimica da Universidade Eduardo Mondlane. As amostras das plantas
foram colhidas nas provincias de Gaza e Maputo e identificadas segundo a nomenclatura cientifica
vernacular (tabela 5.1), no Departamento de Ciéncias Biolégicas, da Universidade Eduardo
Mondlane, pelo estudante finalista Cremildo Maueia, supervisionado por dr® Filomena Barbosa,
docente e chefe da Secgio de Botdnica. Mais detalhes podem ser encontrado no trabalho final do
curso do estudante citado.

Tabela 5.1. Nomes cientificos, familias a que pertencem e parte das plantas analisadas.

Nome Cientifico

Nome Vemacular

Familia

Parte da amostra analisada

Zanthoxylum capense

Manungwani

Rutaceae

Raizes

Vernénia colorata

Nhathelo

Asteraceae

Raizes

Tabernaemontana elegans

Nkahiu

Apocynaceae

Raizes

Hypox hemerocallidea

Xirangabwana

Hypoxidaceae

Tubérculos

Terminalia sericea

Conola

Combretaceae

Raizes

Ximenia americana

Nthunduluka

Olacaceae

Raizes

Bridélia cathartica

Munwangali

Euphorbiceae

Raizes

Acridocarpus natalitius

Mabhophe

Malpighiaceae

Raizes

Strychnos henningsii

Manono

Loganiaceae

Raizes

Tiliacora funifera

Xiwizila

Menispermaceae

Raizes

Elephantorryza elephantina

Xivurai

Fabaceae

Rajzes

Annona senegalensis

Rhompifa

Annonaceae

Raizes

Sclerocarya birrea

Nkanhu

Anarcadiaceae

Raizes

Artabotrys brachypetalus

Ntita

Annonaceae

Raizes

Garcinia livingstonei

Himbe

Clusiaceae

Raizes

Sprostachys africana

Mubhandwa

Euphorbiaceae

Troncos

Cassia abreviata

Numanhama

Caesalpinioideae

Raizes

Senna petersiana

Nembe-Nembe

Caesalpinioideae

Raizes

Ziziphus mucronata

Mphafa

Rhamnaceae

Raizes

Strychnos decussata

Xinkwakwani

Loganiaceae

Raizes

Combretum molle

Nikukutse

Combrotaceae
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5.2 Tratamento das Amostras

52.1 Secagem e moagem das amostras

As amostras (raizes e caules) foram fragmentadas em pequenos pedagos, deixadas a secar primeiro a
ternperatura ambiente e posteriormente na estufa a 50 °C, e depois pesada até se obter uma massa
constante (para garantir a auséncia da humidade que pode influenciar na moagem). A moagem do
material vegetal foi feita no IIAM (Instituto Investigacdo Agraria de Mogambigue) com moinho de
marca RetschMiihle (fig. | anexo III). Depois de moidas as amostras, uma parte foi submetida a
extracgdo € a parte restante (foi tarada) conservou-se em garrafas esmeriladas previamente bem
lavadas e submetidas a secagerh na estufa a temperatura de 100 °C. Para o procedimento de
extracgdo mediu-se a massa, de acordo com o tamanho do cartucho e do Soxhlet para cada

experiéncia.

§.2.2 Extracgiio

Meétodo de extracgdo s6lido — liquido usado para a realizagdo deste trabalho, foi a extrac¢@io por
Soxhlet, como pode ser visto na fig. 2 do anexo Il. O solvente usado foi o EtOH (polar) a 95%, e a
quantidade da amostra usada dependia da capacidade do cartucho e do volume do Soxhlet, durando a
extracgdo 24 h ou até a descoloragfo da solug@o no Soxhlet. [10]

Aparelho de Soxhlet — Funcionamento

O vapor de solvente de extracgio geralmente por refluxo de vapor extraido, contido no baldo de
destilagdo passa através de tubo vertical colocado no condensador. O liguido condensa e goteja no
s6lido (no cartucho poroso contendo a amostra), onde a solugio de extracto passa através dos poros
do cartucho (tubo poroso) que eventualmente enche o centro de Soxhlet. O tubo de Simpson também
enche com o extracto da solugdo e quando o liquido atinge o topo do tubo, a ac¢lo de sifdo comega e
o extracto é devolvido ao baldio de destilagiio. O ciclo é automético e repete-se por varias vezes, e
desta maneira os principios activos s3o concentrados no balfio. A amostra em pé foi pesada e
colocada no cartucho (tubo poroso) ¢ este introduzido no Soxhlet.
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Vantagem — a extracgdo por Soxhlet € uma técnica que requer menos quantidade de sotvente e por

outro lado é um processo continuo que pode ser interrompido.

Desvantagem — é muito lento, maior tempo de analise que implica grande perda de dgua e maior
consumo de corrente eléctrica. A substincia a ser extraida é aquecida durante muito tempo, correndo

o risco de sofrer transformagdes como oxidagio, hidrélise, entre outros. [2]

5.2.3 Concentragiio

Extracto etanélico (com principios activos) obtido, foi concentrado no rota-vapor da marca Bichi R-
210/215 (vide fig. 3 anexo IIT) acoplado com bomba de vécuo, € a temperatura de banho — Maria de
95 °C e rotag#o do baldo a 100, e depois submetidos a procedimentos quimicos de isolamento de
Berberina e alcaléides com nitrogénio quaternario. Os dados relativos ao processo de extracgdo e

concentragio dos extractos est3o apresentados na tabela.

Tabela 5.2. Nome cientifico com dados da extracgdo e concentragdo do extracto bruto.

Nome cientifico Massa da amostra Volume do Volume do extracto EtOH (mL)
(2) EtOH (mL) [ Nio concentrado | Concentrado
Zanthoxylum capense 150.820 200 150 250

Verndnia colorata 60.000 280 160 30.0
Tabernaemontana elegans 56.000 260 120 15.0

Hypox hemerocallidea 70.000 130 125 200

Terminalia sericea 21,591 150 128 18.0
Ximenia americana 58,387 200 150 250

Bridélia cathartica 66,891 250 200 20.0
Acridocarpus natalitius 27,157 140 15.0
Strychnos henningsii 32,697 160 80 9.0

Tiliacora funifera 78.780 220 130 . 14.0
Elephantorryza 82.401 100 255
Annona senegalensis 25.103 104 4.0
Sclerocarya birrea 37378 60 20.0
Artabotrys brachypetalus 27.786 34 13.0
Garcinia livingstonei 35.200 28.0
Sprostachys africana 41.715 18.0
Cassia abreviata 22.534 5.0
Senna petersiana 39.741 21.0
Ziziphus mucronata 39.019 15.2
Strychnos decussata 33.541 9.0
Combretum molle 14.833 55
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53 Métodos Cromatogrificos

A cromatografia ¢ um processo usado para separar ¢ identificar os componentes de uma mistura e
baseia-se nas diferentes velocidades de arrastamento dos solutos por um determinado solvente, num
meio especifico (Fase Estaciondria). Neste trabatho duas técnicas cromatogréficas foram usadas,
nomeadamente, Cromatografia em camada fina (TLC) e Cromatografia Liquida a Média Pressdo
(MPLC).

5.3.1 Cromatografia em camada fina TLC [2]

A Cromatografia em Camada Fina é um tipo de Cromatografia de adsor¢do, na qual os componentes
de uma mistura sdo adsorvidos & superficie do sélido (por interacgfo dipolo-dipolo), a diferentes
velocidades, 3 medida que a fase mével se desloca ao longo da fase estaciondria. O factor que
condiciona a separagio ¢ a diferenga de afinidades que as substdncias a separar tém, entre a fase

estaciondria € a mével (eluente), requerendo neste caso que os compostos da mistura sejam polares.

Como fase estaciondria foi usada a silica gel num suporte de vidro e/ou pldstico, e fase mével uma

mistura de solventes.

Vantagens — uso de pequenas quantidades de solvente, E uma técnica de baixo custo e com

reprodutibilidade dos resultados, aplica-se a quase todas classes de compostos.

Desvantagens — dificuldade de pulverizagio uniforme da amostra contida na camada adsorvente nas

placas de suporte, a quantificagio implica um enorme custo financeiro.

5.3.2 Aplicacio da amostra

As amostras foram aplicadas sem perfurar a camada adsorvente da placa de TLC, usando-se
capilares de vidro na linha de start 4 10 mm da extremidade inferior, mantendo uma separago

minima de 5 mm entre os pontos de aplicagfo.
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5.3.3 Desenvolvimento das placas e cilculo de valores R,

A eluigio realizou-se no sentido ascendente em tinas de tamanho adequado, previamente saturadas

durante cerca de 30 min, com sistema de solvente recomendado.

O R, foi calculado pela formula Rf:‘:':;; onde x ¢ a distancia do componente em relagio a origem e

a ¢é distancia (8 cm) da frente de solvente em relagfo a origem.

5.3.4 Condigdes cromatograficas

Para a cromatografia em camada fina TLC foram utilizadas placas comerciais de vidro (de espessura
0.25 mm) e de plastico (de espessura 0.2 mm) com camada adsorvente silica gel 60 Fzs4, onde para
as fracgdes obtidas por MPLC foram usadas placas de vidro (20 cm x 20 cm), que foram cortadas ao
meio e para as frac¢des obtidas por procedimento de isolamento da Berberina foram usadas placas

de vidro e plastico (10 cm x 5 cm).

5.3.5 Sistema de detecgdio [51]

Para a detecgfio das manchas dos compostos em andlise, duas técnicas foram usadas, de

caracteristica fisica e quimica descritas abaixo.

Lampadas UV-Vis: as manchas foram visualizadas no aparelho Camag (veja-se fig. 6, anexo 11l a
comprimento de onda de 366 nm e virificou-se fluorescéncia de diferentes cores, azul, azul verde,
violeta fluorescente 2 fluorescéncia amarela de diversas tonalidades. Esta fluorescéncia esta
relacionada com a existéncia de ligagdes duplas conjugadas (croméforos) na molécula dos

COMPpOStos.

Revelagdo: para a revelagiio das placas desenvolvidas usou-se DRG (especifico para determinagio
dos alcal6ides com nitrogénio quaternario), aplicando-se este com um frasco de spray em toda a
placa e activando-se por aquecimento sobre uma placa eléctrica a uma temperatura de 100 °C,atéa

secagem completa. As cores das manchas dos alcaléides s3o resultantes da formagdo de complexos

de formula (RsN") [Bil,], corados a luz visivel com o DRG, que podem variar de castanho  castanho

laranja, dependendo da concentragio destes compostos (alcaléides). [18]
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5§3.6 Cromatografia Liquida de Média Pressdo MPLC [2]

E uma técnica usada para a separagdo de misturas, onde a adsorg3o ocorre no interior de uma coluna
contendo o adsorvente empacotado e uma mistura a separar. Os componentes da mistura s8o

separados de acordo com o grau de polaridade.

5.4 Tratamento quimico das amostras

Para alcangar os objectivos propostos neste trabatho, foram realizados alguns ensaios preliminares,
estudos (analises) de diferentes procedimentos quimicos de isolamento e identificagio de Berberina
e seus andlogos, usando a amostra de Zanthoxylum capense, como se pode ver nos fluxogramas 1 e
2, do anexo 11. Deste conjunto de experiéncias, um método foi adoptado devido a sua simplicidade, e
por outro lado facilidade de se poder analisar o nimero grande das amostras, como se descreve a

seguir.

5.4.1 Procedimento de isoclamento de Berberina [14]
Extracto Etandlico concentrado

Acidificagiio com HCI 2N (pH ~ 2) e agitagfio com Eter dietilico
Solugiio Acida

Alcalinizac3o com NH4OH a 25% (pH 9 ~ 10)

Extracg@io com CHCI;
I

] | |

Fase Aquosa Fase Cloroférmica

Este método ¢ baseado na propriedade de Berberina e seus analogos (alcal6ides com nitrogénio
quaternério) terem um comportamento distinto em diferentes condigdes de pH, como se pode ver na

equagio de reacgdio abaixo. Com acidificagdo da solugiio, Berberina passa para forma de sal (forma
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I1) que ¢ soliivel em H-O, e agitagdo com Eter dietilico vai solubilizar os outros compostos (n#o

“soluveis em H,0).

Tornando a solugfo fortemente alcalina (pH 9 ~ 10), a forma de sa! € convertida em forma de base

livre (forma I), que € solivel em CHCI; (fase orgénica).

. + -_— -
RNTOH™ + HCl — > R,N'Cl + NH,OH R,N OH

-H,0 - NH,CI

forma | forma Il formal

5.5 Tratamento quimico dos extractos etanélicos concentrados das amostras

5.5.1 Zanthoxylum capense

15 mL de extracto etandlico concentrado teve o seguinte procedimento:
- Foi acidificado com 6 mL de HCI 2N e houve aparecimento de turva¢io da solugdo que;

. Com adigdio de 15 mL de Eter dictilico € agitagdo enérgica, a turvaglio desapareceu ¢ a solugfo

ficou de cor castanho claro;
- Alcalinizou-se com 2 mL de NH4OH a 25 %, ¢ a solugdo ficou de cor castanha escuro que;

- Foi agitado energeticamente com 20 mL de CHCI; e deixado em repouso houve separagfio de duas
camadas, cloroférmica e aquosa, que posteriormente foram separadas e usadas para a anélise por

TLC.

5.5.2 Vernonia colorata

5 mL de extracto etanélico concentrado teve o seguinte procedimento:
- Foi acidificado com 3 mL de HCI 2N formou-se uma turvagfo que desapareceu com agita¢o;

- Adicionou-se 10 ml de Eter dietilico ¢ agitou-se a solugdo ficou de cor castanha escuro ¢;
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- Foi alcalinizada com 20 gotas de NH,OH e houve separagdo de duas camadas, castanha-escura em

baixo e castanho claro em cima;

- Com adigio de 10 mL de CHCI; e agitagio permanecem as duas camadas, cloroformica e aquosa

que foram separadas e usadas para anélise por TLC.

5.5.3 Tabernaemontana elegans

10 mL de extracto etanélico concentrado teve o seguinte procedimento:

-Acidificagio com 5 mL de HC] 2N e observou-se uma turvagdo que desapareceu com a agitacio;
- Adicionou-se 5 mL de Eter dietilico e ndo se observou mudanga da solugéo;

- Alcalinizou-se a solugio com 2 mL NH4OH e a solugdo ficou escura;

- Com a adig@o de 15 mL de CHCl; e agitagfio ndo se observou separa¢do de camadas, para se
conseguir separar as camadas adicionou-se 5 mL de H;0, e recolheu-se a fracgdo, cloroférmica e

aquosa que foram usadas para TLC.

5.5.4 Hypox hemerocallidea

10 mL de extracto etanélico concentrado (escuro) teve o seguinte procedimento:

- Acidificou-se com 4 mL de HC] 2N e n3o se observou;

- Agitagdo com 15 mL de Eter dietilico ndo se observou nenhuma mudanga visivel;

- Alcalinizou-se a solu¢do com 5 mL de NH,OH e a solugiio permaneceu se alteragio;

- Por fim adicionou-se 10 mL de CHCI;, agitou-se mas nio houve separagio de fasés. Adicionou-se
5 mL de H,O para facilitar a separagio das camadas cloroférmica e aquosa, que foram submetidas a

TLC.

31
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5.5.8 Terminalia sericea

10 mL de extracto etanélico concentrado (castanha escuro) teve o seguinte procedimento:

- Acidificou-se com 1 mL de HC1 2N e houve formagio de uma turvagiio que desapareceu com
agitacgdo;

- Com adigdo de 15 mL Eter dietilico houve formagdo de particulas suspensas de cor castanha;
- Alcalinizou-se a solugdo com 5 mL de NH,OH e esta ficou de cor amarelo acastanhado ¢;

- Por fim com adigfo de 30 mL de CHCI; e agitagdo enérgica houve separagfio de duas camadas que

foi deixada em repouso, ¢ recolheu-se a fracgio cloroférmica da aquosa que foram usadas para TLC.

5.5.6 Ximenia americana

15 mL de extracto etandlico concentrado teve o seguinte procedimento:

- Com acidificagdo de 3 mL de HC1 houve formagio de turvagio que com agitagdo a solugdo

adquiriu cor castanho avermelhada que;

- Quando agitado com 30 mL de Eter dietilico e alcalinizada com 10 mL de NH4OH, a solugdo

tornou-se escura;

- Com adigdo de 30 mL de CHCI; formou-se 2 camadas, cloroférmicas e aquosas com precipitado de
cor roxo, que posteriormente foram separadas para a andlise cromatogréfica por TLC e o residuo

conservado.

5.5.7 Bridelia cathartica

10 mL de extracto etandlico concentrado teve o seguinte procedimento:
- Adicionou-se 2 mL de HCI 2N e houve formagfio de turvagio e a solugdo ficou castanho-escuro;

- Agitou-se com 10 mL de Eter dietilico e a solugfio ficou com duas camadas clara em cima e escuro

em baixo;

- Com alcalinizagdo da solugio com 2 mL de NH4OH a solugdo ficou sem alteragéo;
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- Com a adigio de |5 mL de CHCI;, e agitaglio a separagio das camadas permaneceu e recolheu-se a

camada cloroférmica da aquosa que foram usados para TLC.

5.5.8 Acridocarpus natalitius

15 mL de extracto etanélico concentrado teve o seguinte procedimento:

- Foi acidificado com 10 mL de HCI 2N houve formag#o de turvagéo da solugio;

- Agitou-se a solugo com 10 mL de Eter dietilico e houve separacio de duas camadas que;
- Foi alcalinizado com 2 mL de NH4,OH e permaneceu constante a solugio;

- Finalmente com adig3o e agitagdo de 20 mL de CHCl;, a separagdo de camadas continuou e

separou-se a camadsa cloroférmica da aquosa que foram usados para TLC.

5.5.9 Strychnos henningsii

4 mL do extracto etandlico concentrado teve o seguinte procedimento:

- Com a adigdo de 1,5 mL de HCI 2N observou-se aparecimento de turvagdo de cor amarela que com

agitacdo ficou uma solugdo de cor castanha que;

- Foi adicionado 4 mL de Eter dietilico e a solug#o dividiu-se em duas camadas, nomeadamente,

escura em baixo e castanha clara em cima;

- Alcalinizou-se a solugdo de duas camadas com 0,10 mL de NH4OH, e a solug4o adquiriu uma cor

vermelha, que com agitacdo passou a ter duas camadas, escura em baixo ¢ clara em cima;

- De seguida adicionou-se 10 mL de CHCl,, agitou-se a solugdo resultante e deixou-se em repouso
no funil de extracgdo, ate se observar separagio de duas camadas e depois separou-s¢ a camada

aquosa (escura) da cloroférmica (castanha clara), que foram usadas para TLC.
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5.5.10 Tiliacora funifera

3 mL de extracto etan6lico concentrado teve o seguinte procedimento:
- Foi acidificado com 20 gotas de HCI 2N, e observou-se aparecimento de turvagéo;
- Com a adi¢fio de mL de Eter dietilico e agitagdo formou-se uma solug3o de cor castanha que;

- Foi alcalinizada com 11 gotas de NH4OH, observou-se turvagio da solugdo que desapareceu com

agitacdo enérgica;

- Adicionou-se 20 mL de CHCI; agitou-se energeticamente no funil de extracgdo e deixou-se em
repouso até aparecimento de duas camadas, para separar a fase cloroférmica (castanha claro em

baixo) da aquosa (escuro em cima), que foram submetidos a TLC.

5.5.11 Elephantorriza elephantina

5 mL de extracto etandlico concentrado teve o seguinte procedimento:
- Acidificou-se a solugfio com 1,5 mL de HCI 2N houve formag@o de turvagdo de cor branca que;

. Adicionou-se 4 mL de Eter dietilico e agitou-se, a solugio ficou escura e no fundo do copo havia

uma massa pastosa (resina);
- Com adicdo de 3,5 mL de NH,OH para alcalinizar a solugdo a cor permanece constante;

- Adicionou-se 30 mL de CHCl; e agitou-se energeticamente, houve separagdo de duas camadas, que
foi deixada em repouso e em seguida separou-se a camada cloroférmica (clara, em baixo) da aquosa

(escura, em cima) que foram usados para TLC.

5.5.12 Annona senegalensis

4 mL de extracto etanélico concentrado viscoso e escuro teve o seguinte procedimento;

- Adicionou-se 1 mL de HCI 2N e verificou-se turvagédo de solugéio que;
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- Com agitagdo de 5 mL de Eter dietilico, houve separagio de duas camadas, escuro em baixo ¢

castanho claro em cima;

- Com adigio de 0,6 mL. de NH4OH para alcalinizar a solugfio, formou-se algumas particulas sélidas

de cor castanho-escuro;

- Finalmente adicionou-se 10 mL de CHCl3, agitou-se a solug#o, deixou-se em repouso € separou-se

a camada cloroférmica da aquosa, para analise por TLC.

5.5.13 Sclerocarya birrea

6 mL de solugdo etanélica concentrada ( cor roxa) teve o seguinte procedimento:

- Foi acidificado com 2 mL (24 gotas) de HCI 2N e houve formagio de turvacfo, que com agitagio a

cor da solugio passa a vermetho acastanhado que;

- Adicionou-se a esta 4 mL de Eter dietilico e agitou-se energeticamente e houve separagdo de duas

camadas, nomeadamente clara em cima e vermelho escuro em baixo;
- Depois de alcalinizada com 0,7 mL NH4OH e agitacdo a cor da solugdo torna-se roxa;

- Com adig#o de 15 mL de CHCI; e agitagdo enérgica a solugo se separa em duas camadas, a
cloroférmica e aquosa que posteriormente foi separada e usada para TLC.

5.5.14 Artabotrys brachypetalus

7 mL de extracto etanélico concentrado (de cor castanha) teve o seguinte procedimento:

- Com a adigdo de 1 mL de HC1 2N formou-se uma turvagio da solug#o que desapareceu com
agitagdo;

- Adicionou-se 2 mL de Eter dietilico e agitou-se energeticamente e a cor da solug#io ndo se alterou;

- Com a alcalinizag¢3o da solugdo com 1 mL de NH4OH ndo se observou nenhuma alteragio visivel;
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- Adicionou-se 10 mL de CHCI;, agitou-se energeticamente, deixou-se em repouso e houve
separagdo de duas camadas, clara em baixo (fase cloroférmica) e castanha em cima (fase aquosa)

que foram recolhidas para a analise cromatografica por TLC.

5.5.15 Garcinia livingstonei

25 mL de extracto etandlico concentrado ( castanha avermelhado) teve o seguinte procedimento:

- Foi acidificado com 1,6 mL de HCI 2N e apareceu uma turvagio de cor amarela que;

- Com agitagfo de 10 mL de Eter dietilico a solugdo ficou de cor amarelado acastanhado

- Adicionou-se 3 mL de NH,OH para alcalinizar a solugdo € a cor da solugdo permaneceu constante;

- Quando se adicionou 20 mL de CHCl; ¢ agitou-se energeticamente, depois de repouso houve
separagdo de duas camadas, amarela em baixo (cloroférmica) e castanha em cima (aquosa), que

foram recolhidas para a anélise cromatografica por TLC.

5.5.16 Spirotachys africana

10 mL do extracto etanélico concentrado (cor castanha) teve o seguinte procedimento:
- Acidificou-se com 5,6 mL de HCI 2N e houve turvagio da solugdo de cor castanha amarela;

- Com a adi¢dio de 6 mL de Eter dietilico ¢ agitagdo a cor da solugfo passa para castanho

avermelhado, com formagfo de duas camadas, castanha escuro em baixo e clara em cima que;
- Foi alcalinizada com 2 mL de NH4OH e agitado, a soluggo fica de cor castanho-escuro ¢;

- Finalmente foi adicionado 20 mL de CHCI; e agitado energeticamente, a solu¢do permanece de cor
castanha e a superficie de separaciio das camadas cloroférmica e aquosa pouco visivel, que

posteriormente foram separadas para anélise por TLC.
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5.5.17 Cassia abreviata

5 mL de extracto etandlico concentrado (cor castanho avermelhado) teve o seguinte procedimento:
- Acidificou-se a solugdo com 1 mL de HCl a 2N houve aparecimento de turvagio,

- Agitou-se a solugdo com 2 mL de Eter dietilico e a solugfio adquiriu uma cor roxa;

- Alcalinizou-se com | mL de NH4OH e a solugiio permaneceu com a mesma cor até que;

- Com adigdo de 15 mL de CHCI; e agita¢do, depois repouso houve separaggio de duas camadas,
cloroférmica (castanha claro em baixo) ¢ aquosa (castanha escuro em cima) que foram usadas para

anélise por TLC.

5.5.18 Senna petersiana

20 mL do extracto etandlico concentrado teve o seguinte procedimento:

- Adicionou-se 7 mL de HCI a 2N para acidificar a solugfio ¢ esta ficou turva de cor amarelado que;
- De seguida foi adicionada 10 mL de Eter dietilico e agitado a Isoluc;é.o ficou de cor escura;

- Com alcalinizagdo de solugdo com 3 mL de NH,OH a solugdio permaneceu escura;

- Com adigdo de 30 mL de CHCI; e agitagio energética a solugdo resultante foi muito densa, que ndo
se conseguiu ver a separacdo de camadas. Deixou-se em repouso durante uma noite mas a separagio
de camadas ndo foi visivel. Adicionou-se mais 10 mL de CHCI; e separou-se a camada cloroférmica

da aquosa, que foram usadas para TLC.

5.5.19 Ziziphus mucronata

12 mL do extracto etandlico concentrado (escuro) teve o seguinte procedimento:
- Adicionou-se 6 mL da HCl a 2N para acidificar a solu¢do e houve turvaglo de solugdo que;

- Agitagdo de 6 mL de Eter dietilico a solugio permanece de mesma cor castanha escuro;
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- Alcalinizou-se a solugio com 1,5 mL de NH4OH e agitou-se, a solugdo ficou de cor castanha

amarela que em seguida;

- Foi adicionado 30 mL de CHC)s, agitado e deixado em repouso até se observar separaco de duas

camadas, cloroférmica (claro em baixo) e aquosa (castanha em cima) que foram usadas para a TLC.

5.5.20 Strchnos decussata

3 mL de extracto etan6lico concentrado (castanho escuro) teve o seguinte procedimento:

- Foi acidificado com 22 gotas de HCI 2N e houve uma turvagio que desapareceu com agitagio da
solugdo;

- Adicionou-se 4 mL de Eter dietilico e agitou-se, a solugfio ficou de cor castanha avermelhada;

- Com a adigfio de 14 gotas de NH,OH para alcalinizar a solug3o, e agitagdo a solugdo ndo mudou de

cor;

- Por fim foi adicionado 10 mL de CHCI; agitou-se a solu¢do e deixou-se em repouso onde se

separou a camada cloroférmica da aquosa que foi usada para a anlise por TLC.

§.5.21 Combretum molle

2 mL do extracto etandlico concentrado ( cor castanho escuro) teve o seguinte procedimento:
- Foi adicionado 1 mL e HCI 2N, para acidificar a solugfo, ¢ houve formagdo de turvagdo que;

- Com adigfio de 2 mL de Eter dietilico e agitagfo, a turvago desapareceu e a solugdo ficou de cor

castanha e;
- Alcalinizando a solugdo com 1 mL de NH,OH solugdo ficou de cor castanho-escuro onde;

- Com adi¢o de 15 mL de CHCI; seguido de agitagdo e repouso houve separago de duas camadas,
cloroférmica (claro em baixo) e aquosa (castanha em cima), que foram recothidas para anélise por

TLC.
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5.6 Preparaciio do reagente de DRG (K[Bil4])

8,0 g de Bi(NO;3);. SH:0 dissolveu-se em 20 mL de HNO; (1,18 g/cm’) e27,2 gde Kl em 50 mL de
H,0. Misturaram-se as solugdes resultantes e deixou-se em repouso. Depois da cristalizagio de
KNO; decantou-se e adicionou-se 100 mL de H,O destilada e agitou-se a solugdo resultante que

ficou de cor castanha avermelhada.

5.7 Preparagiio da Amostra — Padrilo de Berberina

0.0526 g de cristais amarelo de Cloreto de Berberina (Fluka: (C30HsCIONO,.2H;0) [5956-60-5] Mr
= 407,86 g/mol, pureza assay > 90 % (AT), m.p 204-206 dec.), foi dissolvido em 50 mL de H,O
destitada (sotugio amarela pH 6) e alcalinizada com 30 gotas de NH4OH a 25 % até pH 10 (solugdo
de cor alaranjada). De seguida procedeu-se a extracgio com CHCI; separando-se a fracgdo aquosa
(cor amarela acastanhado) da fracg3o cloroférmica (30 mi de solugo castanha), contendo Berberina

em forma de base livre, que foi usado como padrdo de referéncia nas anélises cromatogréficas.

58 Cromatografia em camada fina dos extractos cloroférmicos das amostras das plantas

Os extractos cloroférmicos das amostras das plantas, submetidas ao procedimento quimico de
isolamento de Berberina, foram aplicados, junto com a Amostra-Padrio numa placa de Silica gel (de
dimensdo 20 ¢m x 10 cm), com suporte de vidro. Como eluente foi usado o sistema de solvente n-
BuOH-EtilAcetato-AcOH-H;0 (30:50:10:10).

5.9 Preparacgiio do extracto cloroférmico de Zanthoxylum capense para MPLC

77,000 g de material vegetal (cor amarela acastanhado) foi submetido a maceragfio durante 3 dias e

posteriormente aplicado 4 extracg3o por Soxhlet que durou 24 h. Depois de dois a trés ciclos

completos de extracgo observou-se coloragdo da solugdo que variou de amareto — pélido 4 amarela

¢ finalmente incolor, enquanto que no balio de destilagio a soluggio variou de amarelo pélido a

castanho — escuro. O extracto etandlico (150 mL) obtido foi concentrado na rota — vapor a

Etelvino Magan Santiago




Trabalho de Licenciatura

temperatura 80-90 °C até 25 mL de extracto etandlico bruto (com principios activos). De seguida foi

submetido a tratamento quimico descrito no fluxograma, a seguir:

20 mL de extracto concentrado
Acidificagdo com HCI concentrado até pH 2-3
Solugdo 4cida com
- Compostos de nitrogénio quaternario em forma de sais
- Compostos neutros e icidos
Extracgdio com 45 mL CgHg
' |
Fracg#do benzénica (60 mL) Frac¢#io aquosa (20.5 mL) contendo compostos de
- Compostos neutros € acidos nitrogénio quaternario em forma de sais

Alcanizagdo com NH4OH (80 mL) até pH 9
v
Solugio basica com bases livre regeneradas

Extrac¢fio com 20 mL CHCI; (2 vezes)

! ‘

Fracg#o CHCl; (75 mL) Frac¢io Aquosa (20 mL)

l Evaporagdo a temperatura ambiente

Residuo viscoso (2.12 g)

5.9.1 Preparagiio da coluna

O residuo de massa 2,12 g foi misturado e triturado (homogeneizado) no almofariz com 5,00 g de
Silica gel, até se obter um pé de cor castanho. De seguida encheu-se a coluna (altura de silica gel

igual a 7 cm e altura da amostra 3 cm).

5.9.2 Eluigio

Para a separagdo dos compostos em andlise usou-se as seguintes fases:

v" Fase estacionaria usou-se sifica gef 60;
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v Fase mével (eluente) usou-se solugdo de CHCI; (75 mL), seguido de mistura

CHCl; —~ MeOH (5,10,15 e 20%) (75 mL cada) e finalmente MeOH (75 mL), de menos apolar para

mais polar, como se indica na tabela no sentido de solugdode 1a 7.

Tabela 5.3. Sistema de solventes (% v/v) usado na Cromatografia Liquida de Média Pressdo

Solugdes de 75 mL % de CHCl; % de MeOH
I 100 0
50 5
20 10
15 15
i0 20
5 50
0 100

5.9.3 Fraccionamento do extracto cloroférmico de Zanthoxylum capense e andlise das
fracgdes obtidas por MPLC

24 Fracgdes (1) foram obtidas, e submetidas a anélise por TLC em placas de Silica gel 60 Fass que da
andlise cromatografica resultaram em 6 fracgdes (1I) (1-3, 4-5, 6-9, 10-14, 15-17 ¢ 18-24) que
posteriormente foram agrupadas em 4 fracgdes (HI) (1-3, 4-5, 6-9 e 10-24), de acordo com as
mesmas caracteristicas cromatogréficas. O aparelho de MPLC e as fracgdes obtidas pelo

fraccionamento podem ser vistos no anexo Il fig. 4 e 5.

5.10 Testes de actividade biolégica

Consistiu em avaliagdo da actividade antimicrobiana contra germe Gram-positivo Staphyloccocus
aureus, contra a estirpe Escherichia coli, Gram-negativo, actividade antituberculosa contra

Mycobacterium semegmatis e actividade antifingica contra Cdndida albicans.
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5.10.1 Lavagem do material

O material usado para preparar e conservar as amostras s6lidas, foi cuidadosamente lavado com 4gua
destilada e secadas na estufa a temperatura de 90 — 100 °C. Depois voltou-se a lavar duas vezes com
acetona e secagem na estufa a temperatura de 60 °C durante 30 minutos. Este procedimento foi feito

para evitar a contaminagdo das amostras.

5.10.2 Preparaciio da amostra sélida

Os extractos etandlicos concentrados (bruto) das plantas em andlise (1 — 2 mL) foram submetidos a
evaporacdo do solvente no nicho a temperatura ambiente, até s¢ obter uma massa sélida ou resinosa
(oleosa). A amostra s6lida obtida foi raspada com espétula, pesada (variando a massa no intervalo de
0.2 - 3.0 g) e conservada em frascos na geleira. Depois de preparadas as amostras s6lidas os testes
de actividade biolégica foram realizados na Universidade de Lisboa. Os pormenores do teste podem

ser visto nio anexo V.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Pesquisa Bibliogrifica

Acridocarpus natalitius, Annona senegalensis, Hypoxis hemerocallidea, Spirostachys africana e
Terminalia sericea sd3o usadas por praticantes de Medicina Tradicional como remédio contra

Amebiase.

Artabbrotrys brachypetalus, Strychnos henningsii s3o usadas por praticantes de Medicina
Tradicional para tratamento de Tuberculose.

Bridelia cathartica, Elephantorriza elephantina e Sclerocarya birrea s&o usadas por praticantes de
Medicina Tradicional contra Amebiase, Mal4ria e Tuberculose.

Cassia abreviata, Garcinia livingstonei, Strychnos decussata, Tiliacora funifera, Tabernaemontana
elegans, Vernonia colorata e Zanthoxylum capense sio usadas por praticantes de Medicina
Tradicional no tratamento de Amebiase e Tuberculose.

Combretum molle é usada por praticantes de Medicina Tradicional no tratamento da Malaria,
Tuberculose, Desinteria Amebiase.

Parte Experimental

Foi identificado presenga de alcaléides em 14 plantas estudadas. Presenga da Berberina foi

confirmada no extracto de Z. capense.

Na tabela abaixo estdio apresentados os dados bibliogréaficos (tedricos) de TLC dos alcaléides do
grupo de Berberina.

Tabela 6.1. Alcaléides com dados tedricos de Rf, cor das manchas e sistemas de solventes.

Cor das Manchas

Alcalbide R, UV a 366 nm DRG luz Visivel

CHCl; ~MeOH (3:1) [14]

Berberina 0.46 Amarela limio Castanho

Tolueno — EtilAcetato — DietilAmina (70:20:10) [51]

Berberina 0.60 Amarelo limfo

Sanguinarina 0.94 Amarelo laranja

Hydrastina 0.71 - 0.90 Branco fluorescente

n- PrOH —HCOOH - H,0 (90:1:9) [51]
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Hydrastina 0.03 ¢ 0.9 Branco fluorescente Castanho ou castanho

Coptsina 0.15 Amarelo carregado amarelo 2

Jatrorrhzina/Palmatina 0.15 Amarelo carregado

Berberina 0.21 Amarelo limdo Castarho vermetho

Coptisina 0.15 Amarelo laranja

Sanguinarina 0.30-0.40 Amarelo laranja

n- BuOH - EtilAcetato ~ HCOOH - H,© (30:50:10:10) [51]

Berbamina 0.05-0.10 Fluorescéncia azul

Oxyacantina 0.10 Fluorescéncia azul Castanho ou Castanha

Palmatina 0.38 Verde fluorescente
Amarelo & Vermelho

Columbamina 0.40 Verde amarelado

Jatrorrhizina 0.44 Verde acastanhado

Berberina 0.46 Amarela esverdeado

Ciclohexano - Et,NH {90:10) [15]

Hydrastina 0.09 Branco fluorescente

Berberina 0.30 Amarels esverdeado

6.1 Andlise cromatogrifica (TLC) dos extractos EtOH concentrados, clorof6rmicos e
aquosos obtidos pelo procedimento de isolamento de Berberina.

6.1.1 Zanthoxylum capense

Cromatograma C.1 no extracto ¢loroférmico, hd uma mancha pouco visivel que a 366 nm tem

fluorescéncia da Berberina e o seu R/ € igual ao R,tedrico 0,46.

Cromatograma C.4 a direita no extracto cloroférmico, h4 uma mancha pouco visivel com Ry0,60
que é o valor para a Berberina neste sistema. Também se verificou presenca de algumas manchas
que podem ser andlogos de Berberina no cromatograma C.2, que nio esta disponivel aqui,

nomeadamente, Berbamina, Palmatina e Jatrorrhizina.

6.1.2 Vernonia colorata
A 366 nm observou-se faixas de cor escuras, que depois de tratado com DRG permaneceram as

mesmas, faixas mal resolvidas de cor castanho.
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6.1.3 Tabernaemontana elegans

Nos cromatogramas ndo existem manchas bem definidas aparecendo faixas longas de cor castanho

avermelhadas.

6.1.4 Hypox hemerocallidea

Nilo se observou nada nos cromatogramas, tanto a UV 366 nm como com DRG a luz visivel.

6.1.5 Terminalia sericea
Nos cromatogramas ndo se observou manchas resolvidas, aparecendo somente sob forma de faixas

de cor castanha pouco visivel.

6.1.6 Ximenia americana

Nos cromatogramés depois de revelados com DRG niio se observou manchas aprecidveis, somente
no cromatograma C.1 no extracto concentrado hd mancha castanha amarelado R,0.39-0.83 e no
cromatograma C.2 mancha de cor castanha amarela R,0.71 —0.93.

6.1.7 Bridélia cathartica
Segundo a anélise dos cromatogramas ndo se vé nenhuma mancha apreciével nas placas depois de

revelagio com DRG.

6.1.8 Acridocarpus natalitius
Nos cromatogramas nio se vé manchas apreciaveis e com Ryigual ou préximo ao de berberina e seus

andlogos.

6.1.9 Strychnos henningsii

A 366 nm observou-se manchas mal resolvidas.

Cromatograma C.1: extracto concentrado com DRG apareceu uma faixa de cor castanha escuro a

amarelo com R/0.00 - 0.35.
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Extracto cloroférmico uma tinica mancha de cor castanha com R,0.00 — 0.54. No extracto aquoso
com DRG observou-se manchas com Rf 0.13 castanha esverdeadas, 0.20 castanho fraco, 0.28
castanho esverdeado e 0.35 castanha. Cromatograma C.2: com DRG no extracto concentrado
verificou-se uma faixa castanha escuro com R/0.00 — 0.25, extracto cloroférmico mancha mal
resolvida de cor castanho a avermelhado até R;0.29 e extracto aquoso com manchaa 0.19 e 0.26

ambas de cor castanha.

Cromatograma C.4: com DRG extracto concentrado observou-se uma faixa castanha amarelada até
R/0.46, extracto cloroférmico todas manchas de cor castanho amarelado com R,0.22,0.28, 0.39,
0.50 e 0.80. No extracto aquoso observou-se mancha de cor castanha amarelada com R,0.80.

6.1.10 Tiliacora funifera

A 366 nm sb se observou faixas de fluorescéncia amarela. Cromatograma C.1: com DRG no
extracto concentrado viu-se uma mancha com R;0.00 - 0.13 ¢ 0.71 ambas de cor castanho
avermelhado. No extracto cloroférmico s6 apareceu uma mancha com R;0.60 de cor castanho
avermelhado. Extracto aquoso h4 manchas mal resolvidas todas de cor castanha avermelhada com R,

0.00 - 0.21, 0.33.

Cromatograma C.4 ndo se verificou nenhuma mancha.

6.1.11 Elephantorriza elephantina

A 366 nm no cromatograma C.1 e C.2 observou-se manchas mal resolvidas de fluorescéncia
amarela, mais visiveis nos extractos concentrado e cloroférmico que no aquoso. Com DRG o
extracto cloroférmico de cromatograma C.2 é o Unico que apresenta mancha com R,0.15 de cor
castanha muito fraca. Também se observou duas manchas no extracto cloroférmico do

cromatograma 14.4, de cor castanha pouco visivel com R,0.28 e 0.35.

6.1.12 Annona senegalensis

A 366 nm todos os extractos concentrados e cloroférmicos apresentaram faixas com fluorescéncia

amarela e o extracto concentrado de cromatograma C.4 apresentou ainda uma fluorescéncia azul de

intensidade fraca e mal resolvida.
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Cromatograma C.1: ndo se verificou nenhuma mancha de depois de tratado com DRG.

Cromatograma C.2: com DRG tanto no extracto concentrado como no cloroférmico observou-se
manchas comuns, de cor castanha com R;0.33, 0.41, ¢ 0.45. no extracto concentrado ainda se

verificou uma mancha castanha escuro com R;0.68 — 0.81. no extracto aquoso no foi observado
nada.

Cromatograma C.4: com DRG aparecem as manchas castanha escuro com R,0.04 e 0.08, castanho
fraco R;0.84 so comuns ao extracto concentrado e cloroférmico. No extracto concentrado ha
mancha de cor castanha R;0.19 e mancha castanha R;0.24 no extracto cloroférmico.

Cromatograma C.1 e C.4 nada.

Cromatograma C.2: tanto no extracto concentrado e cloroférmico existem manchas com R;0,44 que

pode ser Palmatina 0,45 que pode ser Columbamina e 0,51 que pode ser Berberina.

6.1.13 Sclerocarya birrea

A 366 nm néo se verificou nenhuma fluorescéncia.Com DRG s6 no cromatograma C.2, no extracto
etanélico concentrado observou-se mancha de cor castanha escuro com R;0.04 — 0.15 ¢ uma faixa
escura com Rf 0.17 — 0,94,

6.1.14 Artabotrys brachypetalus
No cromatograma 17.1 a 366 nm hd uma mancha mal resolvida, complexa de fluorescéncia amarela

tanto no extracto cloroférmico como no aquosoe, com DRG ndo se observou nenhuma mancha.

No cromatograma C.2: a 366 nm existem manchas (faixas) de fluorescéncia azul e amarela em todos
os extractos. Com DRG as manchas de cor castanha fraca de R;0.23 e 0.38 aparecem tanto no
extracto concentrado e aquoso e manchas de cor castanho-escuro com R, 0.45 e 0.55 presentes nos
extractos concentrado e cloroférmico ¢ mancha de cor castanha com Rf 0.58 presente no extracto

cloroférmico.

No cromatograma C.4: a 366 nm no extracto cloroférmico e aquoso observou-se faixas de

fluorescéncia amarela e azul. No extracto aquoso ndo se verificou nada.
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Com DRG observou-se manchas de cor castanho amarelada comuns nos extractos concentrado e
cloroférmico com R/0.25, 0.30, 0.40 e 0.48, mas no extracto concentrado ainda se observou uma
mancha de cor castanha com R;0.19 e no extracto cloroférmico as manchas de cor castanha com R,
0.16 € 0.38. Nos cromatogramas C.1 e C. 4 ndo se observou nenhuma mancha aprecidvel. No
cromatograma C.2, h4 duas manchas tanto no extracto cloroférmico e aquoso com R, 0,23 € 0,25

que pode ser Magnoflorina e Ry 0,45 (coincidente nos dois extractos) que pode ser Columbamina.

6.1.15 Garcinia livingstonei

Cromatograma C.1

Extracto concentrado — a 366 nm a partir do start até ao meio do percurso do cromatograma
observou-se mancha de cor castanha escuro seguida de fluorescéncia amarela, que depois de
revelagdo com DRG verificou-se uma faixa de cor castanha de R,0.00 - 0.75.

Extracto cloroformico — a 366 nm verificou-se uma Ginica mancha castanha escuro com R;0.84 que

depois de revelado com DRG n#o teve uma cor visivel,

Extracto aquoso — a 366 nm s6 se viu uma faixa mal resolvida, que com DRG verificou-se 3

manchas de R;0.00 — 0.35 de cor castanha fraca, 0.51 - 0.54 ¢ 0.69 todas de cor castanha muito
fraco.

Cromatograma C.2: a 366 nm todos os extractos apresentam faixas escuras sem fluorescéncia
aprecigvel.Com DRG somente no extracto concentrado observou-se faixa castanha de R;0.56 — 0.94

e extracto aquoso mancha longa com R,0.71 — 0.91 de cor castanha.

Cromatograma C.4: tanto a 366 nm como com DRG ndo se verificou nada. Depois de revelagdo dos

cromatogramas com DRG n#o se observou nenhuma mancha com R,de Berberina e seus anélogos.

6.1.16 Spirotachys africana

Tanto a 366 nm como com DRG ndo se verificou nenhuma fluorescéncia aprecidvel.

6.1.17 Cassia abreviata
A 366 nm todos os extractos concentrado ¢ cloroférmico dos cromatogramas C.1, C.2 e C.4,

apresentam faixas de fluorescéncia castanha amarelada, e os extractos aquosos faixas de manchas de
48
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cor escura. No cromatograma C.1 com DRG, no extracto concentrado h4 mancha castanha mal
resolvida de Ry 0.00 — 0.58, no extracto cloroférmico h duas manchas de cor castanha fraca com R,
0.33 € 0.69 - 0.88. No extracto aquoso ha manchas de Rf 0.16 € 0.39 — 0.54 ambas de cor castanha
fraca.

No cromatograma C.2 mancha cor castanha mal resolvida no extracto concentrado € aquoso desde R,

0.00 — 0.86. no cromatograma C.4 n#o se vé nada.

6.1.18 Senna petersiana
Cromatograma C.1: a 366 nm em todos os extractos verificou-se manchas continuas de cor escuro e

castanha amarelada, mas com predominéncia de cor escura no extracto aquoso.

Com DRG nos extractos concentrado e aquoso verificou-se a mesma mancha continua de cor

castanha escura de R;0.00 — 0.43, e no extracto cloroférmico mancha castanha escura de R;0.84.

Cromatograma C.2: a 366 nm observou-se 3 manchas de fluorescéncia amarela e 2 castanha

avermelhada, no extracto concentrado.

No extracto cloroférmico observou-se uma faixa de cor castanho avermelhado e amarela que com

DRG ficou de cor castanho escura R,0.84.

No extracto aquoso a 366 nm viu-se faixa castanha avermelhada e fluorescéncia azul, que com DRG

s6 se verificou mancha de cor castanho escura de R,0.63 — 0.86.

No cromatograma C.4 a 366 nm s6 no extracto cloroférmico se observou fluorescéncia de cor

amarela com R,0.50 que depois de tratado com DRG nio foi visivel.

6.1.19 Ziziphus mucromata

Nos cromatogramas tanto a 366 nm como com DRG nfo se verificou nenhuma mancha.

6.1.20 Strychnos decussata
Cromatograma 23.1: a 366 nm no extracto concentrado verificou-se uma faixa longa de
fluorescéncia amarela, que também estava presente nos extractos cloroférmico e aquoso, embora

neste ltimo ndo t#o longo. Com DRG as manchas obtidas eram de cor castanha, com R;0.00 - 0.18
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Tabela 6.2. Resultado da analise cromatogréfica de presenga da Berberina e outros alcalbides, dos
extractos etandlicos submetidos ao procedimento de isolamento.

Nome Cientifico Parte Presenga de | Presenca de outros alcaléides
Anatisad Berberina  ["Experimental | Bibliografico
Zanthoxylum capense Raizes +
Vernonia colorata Raizes +
Tabernaemontana elegans Raizes +
Hypox hemerocallidea Tubérculos
Terminalia sericea Raifzes
Ximenia americana Raizes
Brideélia cathartica Raizes
Acridocarpus natalitius Raizes
Strychnos henningsii Raizes
Tiliacora fimifera Raizes
Elephantorryza elephantina Raizes
Annona senegalensis Raizes
Sclerocarya birrea Raizes
Artabotrys brachypetalus Raizes
Garcinia livingstonei Raizes
Sprostachys africana Troncos
Cassia abreviata Raizes
Senna petersiana Raizes
Ziziphus mucronata Raizes
Strychnos decussata Raizes
Combretum molle Raizes

4|+

++p [ [ [+ ]

6.2 Anilise Cromatogrifica de TLC dos extractos cloroférmicos das amostras das plantas
com Amostra — Padriio.

6.2.1 TLC1: extracto CHCl; das amostras em sistema eluente n-BuOH-EtilAcetato-AcOH-
H0  (30:50:10:10) Tempo de eluigio 38 minutos

TUF da: edraesz, L fam o da, smects ome By TR BICAT A T T

123467 8 9101112131415161718192027  Padrao

(a) UV 366 nm (b) DRG a tuz Visivel

Fig. 2. Cromatograma de TLC1 dos extractos cloroférmicos com a Amostra-Padrio
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e 0.20 - 0.51 ambas pertencentes ao extracto concentrado e cloroférmico, e ainda 0.54 — 0.86 no

extracto cloroférmico e por fim 0.00 — 0.34 no extracto aquoso.

Cromatograma C.2: a 366 nm observou-se 3 manchas, no extracto concentrado, amarela, amarela
fluorescente e amarelo fraco que com DRG simplesmente se observou manchas com R;0.00—-0.15 ¢
0.19 — 0.29 existentes também no extracto cloroférmico. No extracto aquoso a 366 nm observou-se

uma faixa de fluorescéncia amarela que com DRG nio se verificou nada.

Cromatograma C.4: a 366 nm verificou-se faixa de fluorescéncia amarela tanto no extracto
concentrado e cloroférmico, no extracto aquoso nio se observou nenhuma mancha. Com DRG no
extracto concentrado observou-se duas manchas de cor castanha, com R/0.63 € 0.73, e no extracto
aquoso verificou-se 3 manchas, nomeadamente castanha R;0.35, castanha esverdeada R;0.61 e
castanha R;0.69 ~ 0.80. No extracto aquoso ndo se verificou nada.

6.1.21 Combretum molle

A 366 nm nos cromatogramas s6 se observaram manchas escuras.

Com DRG no cromatograma C.1 verificou-se duas manchas de cor castanha de intensidade muito
fraca de Rr0.59 e 0.89. No cromatograma C.2, hé duas manchas de cor castanha fraco de R;0.41 e
0.53 nos extractos concentrado e cloroférmico, ¢ uma mancha de cor castanho de R;0.56 — 0.69 no
extracto concentrado. No extracto aquoso ndo se verificou nada. No cromatograma 24.4 tanto no
extracto concentrado e aquoso existem manchas de cor castanha fraca, de R;0.06, 0.55 e 0.64. No

extracto aguoso ndo se verificou nada.

Os resultados da anélise cromatogréfica das partes das plantas em estudo submetidas a TLC, estdo
apresentados na tabela 6.2, onde se pode ver a presenga de alcaléide berberina, outros alcaléides
(provavelmente alcaldides com nitrogénio quaternério). Na tabela estfio representados os dados
tedricos de presenga de alcaléides com os resultados experimentais obtidos, onde o sinal +

representa presenca de alcaldides e - auséncia.
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Tabela 6.3. Resultado comparativo de presenga de Berberina em Z capense com Amostra — Padrio,

Amostra Dados experimentais
R, UV-Vis 366 nm DRG a luz Visivel
Amostra-Padréio 0.50 Amarelo fluorescente Castanho fraco

Zanthoxylum capense 0.49 Amarelo Fluorescente | Castanho fraco
forte

O extracto CHCI; de Zanthoxylum capense foi o (nico que apresentou caracteristicas semelhantes a
da Amostra-Padréo, tanto quanto a fluorescéncia a luz UV-Vis a 366 nm e depois de tratada com
DRG e lida a luz visivel. Com base neste resultado, preparou-se o extracto etanélico concentrado,
pelo método de extracgdo por Soxhlet que posteriormente foi submetido a MPLC (descrito em 5.9)
As restantes amostras dos extractos CHCI;, ndo apresentaram caracteristicas semelhantes a da
Amostra-Padréo, embora algumas delas tenham dado teste positivo com DRG (mancha castanha ou
castanha-amarelada), isto ndo significa presenga de Berberina nestes extractos. Estas manchas
podem ser de compostos andlogos da Berberina e/ou Benzofenantridinicos (em geral compostos com
nitrogénio quaterndrio). Por exemplo o extracto cloroférmico de Artabotrys brachypetalus a 366 nm
néo apresenta nenhuma fluorescéncia amarela, mas depois de revelado com DRG aparece uma
mancha de cor castanha com Rf muito préximo de Berberina. No cromatograma ndo esta estd
presente o extracto CHCIl; de 5 (Terminalia sericea), mas o seu resultado ¢ negativo como se pode
ver na tabela 6.2

6.2.2 TLC2 das 24 fracgdes obtidas por MPLC e da fracgiio benzénica
Sistema eluente n- BUOH — EtilAcetato — AcOH - H;0  (30:50:10:10) Tempo de eluigZo 38 min

TLC das 23 raccoes @ exXuacid banzemco em n-Budk — EtOA L — AcOH =HZO 2 UV -\is
¢ 0 S50 10 100 3G6nmM

) u" -

-
k=
l:n:ug: i )

W20 21 2z 22 Z& [ Y2 [}

Fig. 3. Cromatograma das fracgdes (I) a UV 366 nm em n- BuOH — EtilAcetato — AcOH ~ H,0
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Tabela 6.4. Resultado de TLC das fracgdes I no sistema eluente n-BuOH-EtilAcetato-AcOH-H,0

Fracglio Dados experimentais
UV-Vis DRG — luz Visivel

Amostra-Padrio Amarelo esverdeado fluorescente Castanho-escuro

Amarelo fraco Castanho
1,2e3 Amarelo alaranjado forte Fraco

Amarelo fluorescente
Amarelo alaranjado forte Todas de cor
4,5 Azul fluorescente Castanha

Amarelo alarenjado

Amarelo fluorescente
Amarelo alaranjado Todas de cor
Amarelo fluorescente Castanha

Amarelo fluorescente Todas de cor
Amarelo alaranjado Castanha
Azul fluorescente Fraca

Azul fluorescente Todas de cor
Violeta Castanha
Amarelo esverdeado Muito fraco

Azul fluorescente Todas de cor
Violeta Castanha muito fraco
Amarelo esverdeadoe

Fracgdes 1-3 apresentam manchas com as mesmas caracteristicas, onde a mancha predominante tem
fluorescéncia amarela alaranjado (forte), que apesar de ter valor de R, 0.48 pr6ximo do 0.50 da
Amostra-Padrio, ndo tem a mesma fluorescéncia amarela esverdeada desta. Pode porém, ser um

composto andlogo da Berberina.

Fracgdes 4-5 apresentam mancha amarela alaranjada (forte) € mancha de cor amarela esverdeado,

mas com R;um pouco abaixo das manchas das fracg8es 1-3.

Fracgdes 6-9 apresentam manchas bem visiveis de cor amarela alaranjadas, bem proxima de amarela
esverdeada fluorescente. A mancha de fluorescéncia amarela esverdeada pode ser Berberina ou um
seu anélogo bem préximo, apesar de estar um pouco abaixo de valor de R,da Amostra-Padro. Por
outro lado a mancha amarela alaranjada que esté, praticamente unida corn a mancha de fluorescéncia

amarela esverdeada, pode ser um alcaléide parental muito préximo de Berberina.

Fracgdes 10-14 a mancha visivel predominante tém valor de R, 0,43 e apresenta fluorescéncia
amarela esverdeada, como a da Amostra-Padriio. Fracgées 15-17 apresentam manchas de

fluorescéncia amarela, mas com posigio das manchas um pouco acima das de fracgBes 10-14.
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Fracgdes 18-24 as manchas predominantes tém fluorescéncia amarela esverdeada R, 0.48, bem

proximo de 0.50 da Amostra-Padrdo com diferencga de 0,02 unidades. Com base em anélise

cromatogréfica este composto presente nas fracg8es em anilise ¢ a Berberina.

6.2.3 TLC3 das 6 fracgbes (II) resultantes da andlise das 24 fracgdes (I) por MPLC

Sistema eluente CicloHexano — Et;NH (90:1)

TLLC: UV 366 nm T?Lg:~ - DRGalluz Visivel

e T co v~ L O N N s T Y

Tempo de elui¢do 29 minutos

Fig. 4. Cromatograma das fracg¢des I com Amostra-Padrdo em Ciclohexano — Et;NH

Tabela 6.5. Resultado de TLC1 das fracgdes II no sistema eluente Ciclohexano - EtNH - (90:1)

Fracgfio

Dados experimentais

R,

UV a 366 nm

DRG — luz Visivel

Azul fluorescente

Amarelo fluorescente
Azul

Quase invisivel

Castanho amarelado
Azul
Azl

Muito pouco visivel

Azul esverdeado claro
Azul esverdeado

Amarelo acastanhado
Amarelo acastanhado
Amarelo fluorescente fraco
Azul fluorescente

Castanho amarelo
Castanho amarelo
Castanho amarelo
Castanho amarelo
Castanho amarelo
Castanho amarelo
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0.20 Azul fluorescente
0.24 Amarelo Nio se vénada
0.29 Azul fluorescente

0.33 Amarelo fluorescente

0.24 Amarelo acastanhado Néio se vé nada
0.33 Amarelo fluorescente

O R/0.35 ¢ da amostra padrio (fracgdo P), que em UV-Vis 366 nm tem cor amarelo fluorescente.

Fracgdo | ndo se verifica nenhuma mancha com caracteristicas de amostra padro como se pode ver

no cromatograma acima, isto revela auséncia de Berberina.

Fracgio 2 e 3 nota-se uma mancha de cor amarelo fluorescente com R,0.33, mais com maior

intensidade que na fracg#o 2. Na frac¢do 2 existe uma mancha de cor azul violeta.

Nas fracg#o 4 s#io visiveis quatro manchas, das quais a mais notével tem R,;0.33 e cor amarela

fluorescente idéntica 4 da Amostra — Padrio.

Nas fracgdes 5 e 6, a mancha predominante tem R,0.33 e ¢ de cor amarela fluorescente, que é bem

visivel. Estas manchas tém caracteristicas da Amostra — Padrio.

Deste modo com base na anélise do cromatograma, as fracgdes com as manchas de cor amarela
fluorescente com R, (.33 caracteristico de amostra padro est4 presente Berberina, apesar de ser em

concentragdes baixas.

6.2.4 TLC4 das 6 fraccdes (II) resultantes da anilise das 24 fracedes (I) por MPLC
Sistema eluente n- BuOH — AcOH - H;0 (90:1:9) Tempo de eluicdo 91 minutos

TLC UV 366 nm

Fig. 5. Cromatograma das fracgBes 1l com Amostra-Padrdio em n- BuOH - AcOH — H,0
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UEM

Tabela 6.6. Resultado de TLC4 das frac¢es 11 no sistema eluente n- BuOH — AcOH — H;0

Dados experimentais

Fracglo R,

UV a 366 nm

DRG — luz Visivel

0.10
0.25
0.88 -0.96

Amarela esverdeado
Violeta
Azul fluorescente

Castanho fraco

0.06
0.13
0.71 - 1.00

Amarelo fluorescente
Amarelo alaranjado
Azu! fluorescente

Nio se nada
Castanho
Nio se vé nada

0.05

0.10

0.13
0.50 - 0.99

Amarelo esverdeado
Amarelo esverdeado
Amarelo alaranjado
Azul fluorescente

Castanho
Castanho
Castanho
Castanho intenso

0.05

0.10

0.13
0.50-0.99

Amarelo esverdeado
Amarelo esverdeado
Amarelo alaranjado
Azul fluorescente

Castanho
Castanho
Castanho
Castanho intenso

4,5e6 0.08

Amarelo esverdeado

Castanho fraco

Na frac¢do P a mancha de fluorescéncia amarela esverdeada com R, 0.10, ¢ da amostra padriio.

Fracgdio 1 hd uma mancha pequena, de intensidade fraca de cor amarelo esverdeado fluorescente
com R, 0.06. na mesma fracglio hd uma mancha de cor amarelo alaranjado forte (intenso), quase de
mesmo tamanho da amostra padrdo, mas ndo pode ser a Berberina devido a diferenca de
fluorescéncia, esta pode ser um andlogo muito préximo da Amostra — Padrio.

Fracgdo 2 e 3 apresentam duas manchas com fluorescéncia amarela esverdeada com R, 0.05 € 0.10

idéntico 4 da amostra padrdo e sdo mais intensas que das fracgdes 4,5 e 6. Para além destas duas
manchas, a mancha de fluorescéncia amarela laranja também est4 presente, mas n#o t3o intensa

como na fracgdio 1.

De acordo com o cromatograma nas fracgdes 2 e 3, hi uma mistura complexa de compostos, o que
pode ser facilmente evidenciado pela faixa de mancha mal resolvida com intervalo de R,0.50 4 0.99.
Fracgdes 4,5 e 6 apresentam as mesmas manchas de fluorescéncia amarela esverdeada idéntico a da
Amostra - Padrdo e com R, 0.08, diferindo-se em 0.02 unidades. Em todas as frac¢des a mancha de

fluorescéncia amarela esverdeada esté presente, variando de intensidade.
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6.3 Resultados dos testes de actividade biologica

Os extractos etanélicos das plantas (Bridélia cathartica, Elephantorryza elephantina, Tiliacora
Junifera, Ximenia americana e Zanthoxylum capense) mostraram actividade anti — microbiana contra
germe Gram-positivo Staphyloccocus aureus e uma boa acgio contra Mycobacterium semegmatis.
Nenhum dos extractos analisados mostrou actividade para a E. coli. As plantas Bridélia cathartica e
Ximenia americana manifestaram actividade nos testes anti — fingicos contra Cdndida albicans. Os
extractos analisados mostraram actividade fundamentalmente para o S. aureus ¢ para M.

Semegmatis.

Nenhuma actividade foi observada contra a estirpe Escherichia coli, Gram-negativo. Isto deve-se a
resisténcia que este tipo de bactéria possui contra antibi6ticos. Como pode ser visto na Tabela 1 e
Figuras 1 e 2 de Anexo Il. Estes resultados evidenciam presenca de substéncias inibidoras de

crescimento dos microrganismos nos extractos etanélicos das plantas medicinais.
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7 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

7.1 Conclusdes

Pesquisa fitoquimica das classes dos principios activos responséveis pela actividade biolégica e
efeitos farmacolégicos destas plantas d4 a possibilidade de explicar e justificar com base cientifica o

uso prético destas plantas no tratamento de Mal4ria, Tuberculose, Desinterias Amebiase.

Foi elaborado um método cromatogréfico da avaliagio qualitativa dos Alcaldides de grupo da

Berberina.

Foi identificada presenca de alcaléides em 14 plantas (o que podem ser alcaléides com nitrogénio
quaternario).

Nos extractos cloroférmicos das plantas Artabotrys brachypetalus, Bridelia cathartica, Cassia
abreviata, Combretum molle, Elephantorryza elephantina, Garcinia livingstonei, Serna pelersiana,
Vernonia colorata identificou-se presenga de alcaléides (que na literatura cientifica ndo foi

encontrada informagdo sobre presenga de alcaléides).

Foi identificada presenga da Berberina no extracto cloroférmico de Zanthoxylum capense, usando

Amostra — Padrdo.

Os extractos etanélicos das plantas Bridélia cathartica, Elephantorryza elephantina, Tiliacora
Junifera, Ximenia americana e Zanthoxylum capense mostraram actividade anti-microbiana positiva
fundamentalmente contra germe Gram-positivo Staphyloccocus aureus e uma boa acgo contra

Mycobacterium semegmatis.

Os extractos etanélicos das plantas Bridelia cathartica e Ximenia americana mostraram actividade

antifingica para Cdndida albicans.
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7.2 Recomendagdes

Recomenda-se um estudo aprofundado das plantas que demonstraram actividade biolégica, para
avaliar outras classes de compostos naturais que provavelmente tenham também efeitos biolégicos,

bem como as que ndo foram submetidas a testes biol6gicos.
Todas as plantas analisadas devem ser submetidas a testes de actividade biolégica.

O estudo de Zanthoxylum capense deve ser realizado até o isolamento e purificagdo de Berberina,
neste contexto deve-se usar quantidades maiores (~ 1kg) para que se possa obter uma quantidade
suficiente a isolar. Depois de obtido o composto, este deve ser analisado pelas técnicas

espectroscopicas de andlise, para a confirmagio total.

Deve-se ter Amostra-Padrio de Sanguinarina para se confirmar se a mancha de fluorescéncia de cor

amarela - laranja trata-se deste composto, gue tem efeitos biolégicos importantissimos.

Os extractos etandlicos e cloroférmicos devem ser submetidos a testes de toxicidade, para se ter em

conta a dosagem a ser administrado aos pacientes, pelos praticantes de medicina tradicional.
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ANEXO I: Figuras das Plantas

Fig.3 — Artabbrotrys brachypetalus

Fig.5 — Combretum molle Fig. 6 - Elephantorriza elephantina
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Fig.7 — Garcinia Fig.8 - Hypoxis Fig.9 - Sclerocarya birrea

{ivingstonei hemerocallidea

Fig 12 - Strychnos Fig 13 - Strychnos Fig 14 - Tabernuemontana

decussata - henningsii elegans
r
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Fig. 16 - Vernonia Fig 17 - Ximenia

colorata americana

Fig. 18 — Zanthoxylum capense Fig. 19 - Ziziphus mucronata
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ANEXO Ii: Fluxogramas de isolamento de Berberina

1. Separaciio de Berberina com alcalbide principal

Material Vegetal em Po
" wExtracgdo exaustiva com EtOH

Separagio por evaporagiio

Residuo

|Disso|u¢§o em H,0 quente ¢ filtragfo *

Filtrado

. . Solugdo |
Adiglio de HCI diluido

Residuo | Cristalizagio de Berberina Hidroclareto (Clorcto de Berberina)

Separagdo (Filtragio ou'bccamacﬁo)
Cristais

Purifica¢dio com EtOH l

Solugdo Soluglo 2

Precipitagdo com Eter

Precipitado 1

lDissolucHo em H,0 quente

Solugéo 3
Solugiio

Adigdo de gotas de NaOH a 10%

Soluglo Alcalinizada
Adiglio de Acetona e diluigfio da solugfio com igual volume de H,0

Precipitado de Berberina - Acetona
Repouso durante | noite a baixa temperatura (congelador ou geleira)

Separagio e lavagem com H,O gelada

| Berberina - Acetona seca (cristais)
l Diluigdo com EtOH absoluto: CHCI,
Solugdo 4 Solugio (10:1)

Aquecimento até ferver e depois arrefecimento

i 7

Soluglo 5 Cristais de Berberina puro
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2. Método de isolamento de Berberina onde nito existe como alcaldide principal

Material Vegetal Sece (Pé)
Extracclio com EtOH

Remogiio de EtOH por evaporagio

'

Residuo
HCI diluido a quente, filtmaglio ¢ resfriamento

(1) Sc hé precipitado (2) S¢ nfio hd precipitado

Precipitado l
SolugEo alcalinizada (amoniacal)

- Oxyancatina ¢
- Berbamina Solugio )

Agitaglio com Eter Dietilico
- Solubiliza-s¢ Berbamina ¢ Oxyancatina

Sohiglio } Se hé precipitado

-Berberina insolavel fica na fase aquosa

Soluglio (fase Aquosa)

Adiglio de NaOH 5 10%

Solugo alcalinizada
Agitagio com Eter Dietllico

Aparecimento de duas fases
Remogiio de Fter Dietilico

Residuo

Dissolugio em HCI diluido a quente & Resfriamento

\

Precipitado de Berberina - HCI

Etelvino Magan Santiago




ANEXO I1I : Equipamentos

Fig. - Moinho usado para a moagem

das amostras

Fig. 3 — Rota vapor usado para Fig. 4 - Aparetho de MPLC usado para fraccionamento

concentrar a solugio etandlica do extracto cloroférmico de Zanthoxylum Capense
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Fig. 5- Fracgdes obtidas do extracto cloroférmico Fig. 6- Apareltho de lampada UV-Vis

de Zanthoxylum Capense por MPLC usado para a leitura dos cromatogramas
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ANEXOS

ANEXO IV : Cromatogramas

Nos cromatogramas abaixo:

C.1 = Cromatograma no sistema de solvente CHCl; — MeOH (3:1)

C.2 = Cromatograma no sistema de solvente n- BuOH — EtilAcetato — AcOH - H,O (30:50:10:10)
C.3 = Cromatograma no sistema de solvente n- BuOH — AcOH - H,0 (90:1:9)

C.4 = Cromatograma no sistema de solvente Tolueno — EtilAcetato — DietilAmina (70:20:10)

Co = Estrato Etanélico concentrado

Cl = Fracgdo Cloroférmica

Aq = Fracgfio Aquosa

1. Zanthoxylum capense 2 . Vernonia colorata
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3. Tabernaemontana elegans

4. Hypoxis hemerocallidea
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9. Strychnos henningsii 10. Teliacosa funifera
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15. Garcinia livingstonei 16. Spirotachys africana

17. Cassia abbreviate 18. Senna petersiana
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21. Combretum Molle
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ANEXOS

ANEXO V: Testes de actividade Biolégica

1. Material e métodos

Os extractos foram dissolvidos em DMSO para uma concentragdo final de 20 mg/ml. Foram
usadas estirpes standarizadas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphyloccocus
aureus € Mycobacterium semegmatis, assim como o fungo Candida albicans. O ensaio de
actividade realizado foi o de difusdo em agar quer em discos, quer em pogos. Deste modo, no caso
do método de difusdo em discos, foram colocados em cada caixa 6 discos, os quais foram
impregnados com 15 pL da amostra a analisar, assim como do controlo negativo (DMSO). Apds a
irhpregnat;ﬁo do disco, deixou-se a difundir a amostra por cerca de Lhora, findo o tempo a caixa foi
colocada na estufa a 37 °C, por 24 horas ou 48 horas. No caso dos pogos, a metodologia uada é
muito semethante, assim os pogos sdo feitos com a parte de tras de uma pipeta Pasteur e € colocado
em cada pogo 30 pL de amostra a testar. Cada caixa foi deixada a difundir por 1 hora, ap6s a qual

foi colocada na estufa a 37°C, 24 ou 48 horas.
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%t SOLVENTE: DMSO
£ A

% EXTRACTOS: Dissolugdo na concentragdo de 20 mg/mL
- 15 ul de extracto 300 pg), discos

- 30 pL de extracto 600 o), pogos

-15/ 30 pL de solvente (controto-)

1° Difusdo do extracto e solvente por | hora

2° Incubar depois a 37°C, 24 h (todas excepto M. semegmatis, 48 horas)

#b ACTIVIDADE ANTIBACTERIANA:

1) Método de difusdo em agar {pogos- 5 a 7 mm)

2) Método de difusdo em agar (Discos)
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Tabela de Resultados

Amostra

Micro-organismo

HALOS (disco)/mm

Halos (pog¢os)/mm

Staphyloccocus aureus

9

1. Bridelia

Pseudomonas aeruginosa

8

Cathartica

Escherichia coli

Mycobacterium semegmatis

10

Candida albicans

Staphyloccocus aureus

10

Pseudomonas aeruginosa

2. Elephantorriza
Elephantina

Escherichia coli

Mycobacterium semegmatis

Candida albicans

Staphyloccocus aureus

3. Tiliacosa

Pseudomonas aeruginosa

Funifera

Escherichia coli

Mycobacterium semegmatis

Candida albicans
Staphyloccocus aureus

4. Ximenia

Pseudomonas aeruginosa

americana

Escherichia coli

Mycobacterium semegmatis

Candida albicans

Staphyloccocus aureus

Pseudomonas aeruginosa

5. Zanthoxylum
Capense

Escherichia coli

Mycobacterium semegmatis

Candida albicans
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Fotos dos resultados dos testes de actividade biolégica

Fig L~ Xlito de widvigilo (pogovditcad), obdavitslod gl o SIaphilococcs aurus,
gk 24 B,

Fig 2 .- ¥htlod da wibiglo (pogoi/ diteod), obxviklod punl 0 McoBacilrium samsimiatis,
it A8 Mokt

Aatioetdet S = Brickelia Cothexriica
AL L = LRt Py IR Rantina
At 3 = Tiliacose Fvanlfna

ALOAXGE A = K imtetrtin Amitricana
AIOAE 5 = Larithicr s lvm Copang

Fig.1 — Halos de inibi¢do (pogos/discos) observados para Staphylococcus aureus, apds 24 horas

Fig.2 —~ Halos de inibigdo (pogos/dicos), observados para Mycobacterium semegmatis, apés 24

horas

Amostra | = Bridelia cathartica
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ANEXOS

Amostra 2 = Elephantorryza elephantina
Amostra 3 = Tiliacosa funifera
Amostra 4 = Ximenia americana

Amostra 5 = Zantoxylum capense

Xvil
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