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Resumo

As plantas medicinais africanas sao o medicamento tradicional mais comum em pratica em todo o
continente africano. Em muitas partes de Africa, as plantas medicinais sdo o recurso de saide mais
acessivel e disponivel para a comunidade. Um exemplo tipico é a utilidade das folhas de Maytenus
Senegalensis em Angola para a cura de doencas gastrointestinais, como diarreia e colera, de dores
de dentes e de casos de malaria associados a dores gastrointestinais. Estes pressupostos
proporcionaram o estudo fitoquimico e a analise biologica dos extratos de hexano das folhas de M.
senegalensis. Para tal, as folhas colhidas no municipio da Humpata foram submetidas a processos
de extracao em n-hexano, acetona e etanol, e os extratos obtidos foram purificados por processos
cromatograficos, obtendo diversas fragdes de acordo com o poder de eluicao. Estas fragdes foram
analisadas por técnicas espetroscopicas como a espectroscopia de infravermelho, de RMN de 'H e
de '3C, cuja analise dos resultados permitiu identificar alguns compostos. Os extratos de acetona
e etanol foram submetidos a avaliacdo bioldgica por determinacdo da atividade antioxidante pelo
método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Depois das analises dos resultados espetroscopicos
foi possivel identificar cinco compostos do extrato de n-hexano, nomeadamente, a Friedelin, a B-
Amirina, o B-Sitosterol, o acido a-eleostearico e o 3-Epi-gloquidiol. Estes resultados foram
confirmados com o auxilio de diversas fontes de literatura, uma vez que os dados obtidos neste
trabalho foram comparados com os referenciados na bibliografia, confirmando que os compostos
em causa ja tinha sido identificados na mesma espécie ou em espécies diferentes. Os resultados
da avaliacdo da atividade biologica indicaram uma capacidade antioxidante forte para os extratos
de acetona e etanol em comparacao com os padrdes Trolox e Rutina, e um carater fraco em relacao
ao padrao do acido galico. Dos extratos analisados o de etanol apresentou maior atividade
antioxidante. Tendo em conta os resultados obtidos podemos sugerir a utilizacao destes extratos
como agentes que proporcionam um aumento da capacidade antioxidante frente a certas doencas

como o cancro, doencas cardiacas e acidentes vasculares cerebrais no Homem.

Palavras-chaves: Plantas medicinais, Medicina tradicional Africana, Maytenus senegalensis,

Fitoquimica, Atividade antioxidante e DPPH.



Abstract

African’s medicinal plants are the most common traditional medicine in practice across the African
continent. In many parts of Africa, medicinal plants are the most accessible health resource
available to the community. A typical example is the use of Maytenus Senegalensis leaves in Angola
for treating gastrointestinal diseases, such as diarrhea and cholera, toothache and malaria
associated with gastrointestinal pain. These assumptions are the base for the phytochemical study
and biological analysis of the n-hexane extracts of the leaves of M. senegalensis. For this, the
leaves harvested in Humpata were subjected to extraction processes in n-hexane, acetone and
ethanol, and the extracts obtained were purified by chromatographic processes, in which were
obtained several fractions according to the elution power. These fractions were analyzed by
spectroscopic techniques such as infrared, 'H and '3C NMR spectroscopy, whose analysis of the
results allowed to identify some compounds. The acetone and ethanol extracts were submitted to
biological evaluation by determination of the antioxidant activity by the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) method. After the spectroscopic analysis, it was possible to identify five compounds
of the n-hexane extract, which are, Friedelin, B-Amyrin, B-Sitosterol, a-eleostearic acid and 3-Epi-
glochidiol. These results were confirmed by several sources of literature, once the data obtained
in this research were compared with those referenced in the literature, confirming that the
compounds in question had already been identified in the same species or in different species. The
results of the evaluation of the biological activity indicated a strong antioxidant capacity for the
extracts of acetone and ethanol in comparison with the standards Trolox and Rutine, and a weak
character against the standard gallic acid. Of the extracts analyzed, the ethanol showed higher
antioxidant activity. Taking into account the results obtained we can suggest the use of these
extracts as agents that provide an increase in antioxidant capacity against certain diseases such as

cancer, heart disease and stroke in the human species.

Key words: Medicinal plants, Traditional African medicine, Maytenus senegalensis, Phytochemistry,
Antioxidant activity and DPPH.
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Introducao

A origem do conhecimento que o homem tem sobre as plantas confunde-se com a sua propria
historia. Esse conhecimento certamente surgiu a medida que tentava minimizar as suas
necessidades basicas, através das tentativas e observacoes de um conjunto de fatores que
constituem o empirismo. Essas pessoas dependiam, fundamentalmente, do meio ambiente para
sobreviver e foram utilizadas principalmente as plantas medicinais para curar os males que lhes

acometia, e novas terapias foram surgindo ao longo da evolucao.

Desde tempos muito antigos, o homem utilizou plantas para tratar algumas doencas infeciosas, e
as investigacoes cientificas do material vegetal demonstraram claramente a eficacia terapéutica
das mesmas ao longo do tempo. Hoje, muitos paises usam plantas para tratar diferentes patologias,
como doencas infeciosas, dos sistemas respiratorio, gastrointestinal, urinario e biliar, entre outros
(Rios & Reccio,M.C, 2005).

As plantas medicinais formam o pilar da medicina tradicional e tém o maior interesse nos estudos
farmacologicos que, nos Ultimos anos, se tem realizado devido as variadas epidemias que vao
surgindo. As plantas medicinais sao consideradas como fontes primarias de metabolitos e de
potenciais novos compostos com valor terapéutico para a descoberta e desenvolvimento de
compostos lead para producao de farmacos. Além disso, existe também um mercado muito grande
de partes de plantas medicinais minimamente processadas, especialmente na Europa e na América,
que geralmente sao dispensadas como medicamentos de venda livre. Nos paises em
desenvolvimento, estima-se que cerca de 80% da populacao depende da medicina tradicional para

os seus cuidados primarios de saude.

A pesquisa fitoquimica com base na informacao etnofarmacologico geralmente é considerada como
uma abordagem efetiva na descoberta de novas propriedades medicinais de plantas
(Duraipandiyan, Ignacimuthu, & Ayyanar, 2006). Sendo o Maytenus senegalensis uma planta muito
usada pela populacao nativa do Sul de Angola para a cura da malaria entre outros usos. Este facto
suscitou um interesse no estudo desta espécie para identificar os principios ativos existentes nas

folhas da planta.



Objetivos

O objetivo geral desta pesquisa assenta em extrair, isolar e identificar os principais compostos
quimicos presentes nas folhas de Maytenus senegalensis e determinar as atividades antioxidante

dos extratos de acetona e etanol.

Os objetivos especificos sao:

v ldentificar e recolher as folhas de Maytenus senegalensis para o estudo;

v Preparar e realizar os métodos de extracdo a quente em n-hexano (Soxhlet) e a frio com
acetona e etanol;

v’ Separar e purificar os diferentes extratos obtidos através de técnicas de cromatografia de
coluna;

v" Analisar a composicao das diferentes fracées por cromatografia de camada fina;

v' Analisar as diferentes fracdes obtidas por ressonancia magnética nuclear (RMN),
infravermelho (IV) e espectrometria de massa (MS) para identificar estruturas quimicas dos
compostos isolados;

v" Justificar os seus efeitos medicinais pela analise comparativa dos seus compostos quimicos.

v Determinar as atividades antioxidante dos extratos de acetona e etanol.



Capitulo 1. Revisao da literatura

1.1.Plantas medicinais

As plantas tém sido fontes importantes de substancias biologicamente ativas. A maioria dos
farmacos (drogas) atualmente disponiveis para uso clinico sado produtos naturais ou analogos
sintéticos destes. Alguns dos produtos naturais estudados tém mostrado ser uma fonte abundante
de moléculas bioativas, uma vez que, a diversidade estrutural é fundamental na pesquisa para
atingir diferentes alvos biologicos. Assim, observa-sea importancia do estudo de produtos naturais,
considerando que, durante os milhdes de anos da evolucao biologica a selecdo natural realizou um

processo de quimica combinatdria inigualavel (Yunes, Pedrosa, & Cechinel, 2001).

Apesar das muitas novas drogas no mercado, hoje as plantas medicinais ainda constituem o pilar
fundamental para a cura de variadissimas doencas em todo o mundo. Muitas das plantas sdo valiosas
porque fornecem as matérias-primas com o qual produzimos novos medicamentos (Barreiro &
Bolzani , 2009). O uso de plantas medicinais pela populacdo é uma pratica muito antiga devido a
grande variedade de propriedades terapéuticas que essas fontes apresentam. A Organizacao
Mundial de Salde (OMS) afirma que cerca de 80% da populacdao de paises em desenvolvimento
dependem essencialmente do uso de plantas para os cuidados de salde (Souza-Moreira, Salgado, &
Pietro, 2010) e mais de 100 paises tém regulamento para o uso de medicamentos a base de plantas
(Savoia, 2012). No entanto, muitas plantas utilizadas frequentemente por comunidades locais,
ainda nao foram estudadas e seus principios ativos nao foram identificados. Dessa forma, muitas

delas nao foram validadas ainda cientificamente para serem utilizadas pela indUstria farmacéutica
(Barreiro & Bolzani , 2009).

O valor medicinal das plantas reside no facto de possuirem algumas substancias quimicas que
produzem uma acao fisiologica e curativa no corpo humano, destacando os alcaloides, flavonoides,
taninos e compostos fenolicos como os mais importantes nas plantas (Duraipandiyan, Ignacimuthu,
& Ayyanar, 2006).

As diferentes partes e componentes da planta (raizes, folhas, cascas de haste, flores ou suas
combinagdes, oleos essenciais) tém sido empregados no tratamento de patologias infeciosas dos
sistemas respiratorio, urinario, gastrointestinal e biliar, bem como na pele. Elas tém contribuido
fortemente para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas por meio dos seus
metabolitos secundarios, conhecidos por atuar de forma direta ou indireta no organismo, podendo
inibir ou ativar importantes alvos moleculares e celulares (Firmo. Wellyson, Menezes, Passos, & et
all., 2011).



1.1.A medicina tradicional Africana

A medicina tradicional africana € uma das mais antigas, e talvez a mais variada de todos os sistemas
terapéuticos. Africa é considerada o berco da humanidade com uma rica diversidade biolégica e
cultural marcada pelas diferencas regionais nas praticas de cura. Ela nao é mais do que a soma
total de conhecimento, habilidades e praticas baseadas nas teorias, crencas e experiéncias dos
povos nativos de diferentes culturas, que sao usadas para manter a saide, bem como para prevenir,

diagnosticar, melhorar ou curar doencas fisicas e mentais. (Gurib-Fakim, 2006)

A medicina tradicional africana nas suas formas variadas defende a importancia integral das plantas
medicinas em diferentes vertentes envolvendo o corpo e a mente. O curador tradicional
normalmente diagnostica e trata a base psicologica de uma doenca antes de prescrever
medicamentos, particularmente plantas medicinais para tratar os sintomas (Gurib-Fakim, 2006).

0 interesse sustentado na medicina tradicional no sistema de Salde Africano pode ser justificado
por duas razoes principais:

v" 0 acesso inadequado a medicamentos alopaticos e formas ocidentais de tratamentos, pelo
que a maioria das pessoas em Africa ndo pode pagar o acesso a cuidados médicos modernos,
quer porque € muito caro ou porque nao ha prestadores de servicos médicos (Gurib-Fakim,
2006).

v Afalta de tratamento médico moderno eficaz para algumas doencas, como a malaria e o

virus da imunodeficiéncia humana (VIH), que embora global na distribuicdo, afetam

desproporcionalmente a populacao africana mais do que as restantes (Gurib-Fakim, 2006).

0 uso extensivo da medicina tradicional em Africa, composto principalmente de plantas medicinais,
esta vinculado a razoes culturais e econdmicas, sendo esta a razao pela qual a OMS incentiva aos
Estados membros africanos a promoverem e integrar as praticas médicas tradicionais no seu sistema
de salde (Mahomoodally, 2013).

As plantas medicinais africanas constituem o medicamento tradicional mais comum, em pratica,
em todo o continente africano. Em muitas partes de Africa, as plantas medicinais s&o os recursos
de salde mais acessiveis que estdao disponiveis para a comunidade, além disso, eles sao mais
frequentemente a opcao preferida pelos pacientes. Para a maioria dessas pessoas, 0s curandeiros
tradicionais oferecem informacoes, aconselhamento e tratamento aos pacientes e as suas familias

de forma pessoal, além de terem uma compreensao do ambiente no qual esta inserido o paciente
(Gurib-Fakim & Mahomoodally, 2013).

A Africa tem uma rica tradicdo no que refere ao uso de plantas, uma variedade imensa de climas,

culturas e espécies bem como recursos humanos e naturais para se tornar um produtor ainda maior
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de produtos naturais de origem vegetal. Os potenciais farmacéuticos das plantas medicinais
africanas sdo imensos. Para melhorar a situacdo das plantas medicinais em Africa existe uma
diversidade de opcoes, sendo elas, a necessidade de uma acao urgente para as pesquisas que se
concentrem na geracao de informacoes de base em plantas medicinais e aromaticas; e a promocao
do processamento de medicamentos a base de plantas de valor agregado de materiais locais para
indUstrias locais, com formas de dosagem simples sendo padronizadas e embaladas a baixo custo

usando a tecnologia apropriada (Rukangira, 1998).

Os governos devem estabelecer o apoio institucional e financeiro necessario para promover o papel
potencial da indUstria de ervas no desenvolvimento socio-economico, portanto, deve ser dada
prioridade ao desenvolvimento da fitoterapia através das seguintes medidas: inventario e
documentacdo das diversas plantas medicinais e ervas, que sdo usados para tratar doencas comuns
em cada pais; criacdo de uma rede de laboratorios e plantas piloto com instalacdes adequadas para
a avaliacdo da eficacia das ervas medicinais; e o estabelecimento de normas de dosagem e
producdo dos extratos de ervas mais eficazes em qualquer formulacdo farmacéutica. A conservagao
e a producdo de plantas medicinais, principalmente em jardins comunitarios, devem ser
priorizadas, juntamente com outras opcées de conservacao e incentivos de mercado para a

preservacao de plantas medicinais essenciais (Rukangira, 1998).

Pode-se afirmar que Africa é abencoada com enormes recursos de biodiversidade e estima-se que
contenha entre 40 a 45 mil espécies de plantas potencialmente bioativas das quais 5 mil sdo usadas
medicinalmente. Issondo é surpreendente, uma vez que a Africa esta localizada dentro do clima
tropical e subtropical e é um fato conhecido que as plantas acumulam metabolitos secundarios
importantes através da evolucdo como um meio natural de sobrevivéncia num ambiente hostil. Por
causa das suas condicoes tropicais, a Africa tem uma participacdo injusta de raios ultravioleta
fortes da luz solar tropical e numerosos microbios patogénicos, incluindo varias espécies de

bactérias, fungos e virus, sugerindo que as plantas africanas poderiam acumular mais substancias

quimiopreventivas do que as plantas do hemisfério norte (Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, &

Jlimenez, 2004).

Portanto, o conhecimento etnofarmacoldgico e botanico sobre os usos de plantas medicinais em
Africa é passado oralmente dos mais velhos aos mais novos. A medicina tradicional é reconhecida
como parte dos programas de atencdo primaria a salude em muitos paises africanos e a tem sido
alvo de preocupacao em prol da necessidade de avaliar cientificamente os extratos brutos das
plantas pelas suas propriedades medicinais e farmacodindmicas, utilidade clinica e potencial

toxicologico (Silva & Serrano, 2011).



1.2. Caracterizacdo das plantas da familia Celastraceae

A familia Celastrdceae é formada por 106 géneros e 1300 espécies que sao amplamente distribuidas
em regides tropicais e subtropicais do mundo, incluindo o norte de Africa, a América do Sul e a
Asia Oriental, principalmente a China (Nunez, et al., 2016). As plantas desta familia sao
normalmente arvores pequenas ou caducas, arbustos, cipos, trepadeiras (por exemplo Salacia), ou
menos frequentemente herbaceas anuais e perenes. Geralmente, tem 4 a 5 flores bissexuais ou

unissexuais, pequenas, ocorrendo na mesma planta ou em plantas diferentes (Simmons, et al.,
2001).

Esta familia é formada por varios géneros, sendo os principais: Maytenus, formado por 225 espécies;
Euonymus formado por 200 espécies; Cassine formado por 40 espécies; e Celastrus formado por 30
espécies (Heywood, 1993). A estas espécies sao atribuidos varios usos na medicina popular visto
que seus extratos sao utilizados para o tratamento de complicacées no estomago, febre, artrite
reumatoide e cancro (Spivey, Weston, & Woodhead, 2002). Todavia, o principal interesse
economico desta familia recai sobre algumas espécies do género Maytenus, utilizadas

popularmente contra infecoes gastricas, como Ulceras e gastrites (Santos, 2008).
1.2.1. Descricdo etnobotanica da espécie Maytenus senegalensis

0 nome de Maytenus é derivado da palavra "Maytén", um nome usado pela primeira vez pelo povo
"mapuche” para a expressao homens da terra do Chile (Maragnon, 1994). Maytenus senegalensis
(Lam.) Exell é uma espécie da Familia Celastraceae, que tem como sinonimos Gymnosporia
senegalensis (Lam.) Loes., Celastrus senegalensis (Lam.), Catha senegalensis (Lam.) Gymnosporia
montana (Mueller & Ernst Mechler, 2005).

A M. senegalensis (Lam.) Exell € um arbusto ou arvore pequena, das regides tropicais e subtropicais,
geralmente eliptica, que possui uma altura que variaentre 5a 8 m e tem um diametro de tronco
de 20 cm com margem regular e finamente dentado. O peciolo é avermelhado com 6 a 15 mm de
comprimento. As flores sao brancas e esverdeadas, com cerca de 5 mm de diametro, 5 pétalas, 5
sépalas e 5 estames (Canelo, 2013). As suas folhas sdo grossas e coriaceas, com formas muito
variaveis. A casca é escamosa com tons de cinzento e vermelho. Os seus ramos sao avermelhados
ou esverdeados e terminam em forma de espinhos axilares ou terminais de 2 a 5 cm de
comprimento, muitas vezes com folhas e frutos perto da ponta do ramo. E uma arvore perene
abundante que tem uma distribuicdo muito ampla em Africa, na Arabia, no Afeganistdo e na india.
O género M. senegalensis é conhecido, como um amargo-doce devido ao sabor do seu fruto
(Gonzalez, Bazzocchi, Moujir, & Jimenez, 2000).



Figura 1.1: Planta Maytenus Senegalensis, fotografada por Elias Watengala, 17 de agosto de 2017, Humpata-

Huila-Angola.
1.2.2. Uso tradicional de Maytenus senegalensis

A espécie Maytenus senegalensis € amplamente usada em diferentes paises para a cura de diversas
doencas e todas as partes da planta tém um papel fundamental na medicina tradicional,

principalmente na Asia e em Africa.

As folhas sao recomendadas para doencas oculares, dores dos dentes, estomatites, gengivites e
como antitransmissor e antitérmico gastrico (Neuwinger, 2000). Na india, as folhas sao usadas para
dores de dentes e infecOes intestinais por vermes (Joshi, Singh, & Singh, 1981).

As raizes e cascas sao tradicionalmente usadas na medicina popular de algumas regides africanas
para o tratamento de diversas doencas, incluindo dores no peito, reumatismo, mordidas de cobra,
diarreia, infecao ocular, dispepsia e feridas (Okine, et al., 2005) , (Sosa, et al., 2007). Os
curandeiros tradicionais africanos usam ainda a casca da raiz e do caule para tratar uma série de
doencas como malaria, dismenorreia, doencas cronicas, (Makgatho, Nxumalo , & Raphoko, 2018)
dores de dentes, esfoliacao de feridas, gonorreia, queixas gastrointestinais e disenteria (Nadkarne,
1944).

No Sudao, os curandeiros utilizam amplamente os extratos aquoso da casca do caule para tratar

tumores, disenteria e picadas de cobras. (Hussein G. , Nakamura, Meselhy, & Hattori, 1999).



Na Africa Oriental, as raizes sdo frequentemente tomadas para hemoptise (tosse com sangue),
diarreia, e picadas de cobra, e na Africa do Sul as raizes sdo cortadas, fervidas e tomadas para a
cura da tosse (Mueller & Ernst Mechler, 2005).

Na regiao do Chivinguiro (Angola), as folhas de Maytenus Senegalensis sao muito utilizadas em
doencas gastrointestinais como, diarreia e cdlera, dores de dentes e em alguns casos de malaria
associados a dores gastrointestinais.

Na tabela 1.1 sao descritas as utilidades mais comuns de M. senegalensis na medicina tradicional

em diferentes paises Africanos (Mueller & Ernst Mechler, 2005).

Tabela 1.1: Utilidades de Maytenus senegalensis na medicina tradicional de alguns paises africanos, adaptado
do livro (Mueller & Ernst Mechler, 2005).

arte da
Doengas Modo de preparacao Pais Referéncia
Planta

larreta -Pisar filtrar e beber Benin Adjanohoun et al
-Espremer as folhas e beber o 1989
Mordidade ~ SUmO. Tanzania Haerdi F.,1964
cobra

-Decotar (as folhas e galhos) e

beber o sumo.

Infeccoes
Folhas Kerharo J.B.,1949
emwolta da  pecotar as folhas e bochechas o
boca liquido Benin
-Decotar aquecer e inalar o vapor Costade
Marfim
Febre As folhas sdo moidas e a farinha é Neuwenger
adicionada a agua do banho. Tanzania H.D.,1994
. - Baersts M. L.,7989
Diarreia - Decotar as raizes ferver e tomar o Burundi
cha
Tosse - Decotar as raizes ferver e tomar o L Kokwaro J.O., 1976
. Quénia
incluindo cha
. hemoptise - Decotar e beber o sumo
Raizes , Arnold H.J., 1984
Africa do Sul
- Decotar e beber o sumo
- 0 p6 araiz é comido em mingau
. Neuwer H.D.,1994
, . Zimbabwe
- Macerar as raizes em agua morna
. Chhabra,
e beber Namibia

Mahummah, 1989




Mordidas de - Decotar as raizes € beber Tanzania

Cobras . .
- Pisar as raizes mistura comoleoe Zimbabwe Gilges W., 1955
aplicar no peito. o
Zambia Neuwenger H.
- Ferver e beber como Cha Gambia D.,1994
Febre - Assar, moer, mistura comsaliva e
aplicar na picada.
Senegal Kerharo J.
- Beber os extratos da raiz Adam,1971
- Ferver as raizes e lavar Neuwenger H.
, Zimbabwe
totalmente o corpo como cha D.,1994

1.3. Composicao dos metabolitos secundarios dos extratos de

plantas do género Maytenus

As plantas sao capazes de sintetizar um grande niUmero de compostos organicos com uma grande
variedade de estruturas, dos quais, a maior parte nao influencia diretamente o crescimento e
desenvolvimento da mesma, independentemente dos diferentes géneros dentro de cada espécie.

Esses compostos sdao denominados de metabolitos secundarios (Irchhaiya, et al., 2015).

Os metabolitos secundarios sao substancias de biossintese derivadas de metabolitos primarios ou
dos seus precursores, produzidas pelas plantas como substancias quimicas de defesa cuja auséncia
nao causa efeitos nefasto as plantas (lrchhaiya, et al., 2015). Nestes estao incluidos compostos
como os alcaloides, terpenos, flavonoides, ligninas, esteroides vegetais, curcuminas, saponinas,

fenolicos e glucosideos (Hahn, 1998).

Os metabolitos secundarios sao divididos em trés grupos de compostos: os terpenos (constituidos
por compostos volateis como os glucosideos, carotenoides e esterdis), os compostos fenolicos
(constituidos pelos acidos fendlicos, cumarinas, ligninas, estilbenos, flavonoides, taninos e ligninas)
bem como os compostos com nitrogénio na sua estrutura, nomeadamente alcaloides e
glucosinolatos (lrchhaiya, et al., 2015).

Estudos fitoquimicos de plantas do género Maytenus pesquisados em diversas fontes da literatura
por Niero et al, 2011, relataram a presenca de muitas classes de metabolitos secundarios, incluindo
flavonoides, triterpenos pentaciclicos, particularmente das séries de friedelano, oleanano, lupano

e ursano, sesquiterpenos, alcaloides, e taninos condensados (Niero, Andrade, & Filho, 2011).



1.3.1. Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos que apresentam quinze atomos de carbonos, com dois
anéis aromaticos conectados por uma ponte de trés carbonos (Irchhaiya, et al., 2015).
Compreendem um grande grupo de compostos polifendlicos que sao caracterizados por uma
estrutura de benzo-y-pirona, que é omnipresente em vegetais e frutas. A Quercetina e o kaempferol
sao flavonoides comuns presentes em quase 70% das plantas. Qutros grupos de flavonoides incluem
flavonas, di-hidroflavonas, flavanonas, flavondis, antocianinas, proantocianidinas, calchonas,

catequinas e leucoantocianidinas (Sarker & Nahar, 2007).
1.3.2. Terpenoides

Os terpenoides sao compostos derivados de uma combinacdo de duas ou mais unidades de isopreno.
O isopreno é uma unidade de cinco carbonos, quimicamente conhecida como 2-metil-1,3-butadieno
(Sarker & Nahar, 2007). Para (Mahmoud et al.2002) citado por Carla et al, 2012., os terpenoides
compreendem a maior e mais diversa classe de metabolitos secundarios das plantas, cuja estrutura
da molécula pode ser linear, ciclica ou policiclicas. Sao classificados pelo niUmero de isopreno,
nomeadamente: Monoterpenos (C1o), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e

politerpenos (Agostini-Costa, Vieira, Bizzo, Silveira, & Gimenes, 2012).

Os triterpenos (C30) sao formados por seis unidades de isopreno e sao biossinteticamente derivados
do esqualeno. Sao frequentemente solidos incolores de alta fusao e sao amplamente distribuidos
entre resinas de plantas, cortica e cutina. Existem varios grupos importantes de triterpenos,
incluindo triterpenos comuns, esteroides, saponinas, esterolinas e glucosideos cardiacos
(Brietmann, et al., 2006).

1.3.3. Alcaloides

Os alcaloides sao definidos como compostos basicos sintetizados por organismos vivos contendo um
ou mais atomos de nitrogénio heterociclico, derivados de aminoacidos, com algumas excecdes, e
farmacologicamente ativos (Brietmann, et al., 2006). O nome dos alcaloides deriva do “alcalino”
e foi usado para descrever qualquer base contendo nitrogénio (Saxena, Saxena, Nema, Singh, &
Gupta, 2013). A maioria dos alcaloides sao solidos cristalinos e tém sabor amargo (Sarker & Nahar,
2007). Os alcaloides constituem um grupo muito grande de metabolitos secundarios, com mais de
12000 substancias isoladas. Uma enorme variedade de férmulas estruturais, provenientes de
diferentes vias de biossintese e apresentando atividades farmacologicas muito diversas, sao

caracteristicas do grupo (Brietmann, et al., 2006).
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1.3.4. Taninos Condensados

Pode-se dizer que os taninos sdo um grupo heterogéneo de compostos polifenolicos de alto peso
molecular com capacidade de formar complexos reversiveis e irreversiveis com principalmente
proteinas, polissacarideos (celulose, hemicelulose, pectina, etc.), alcaloides, acidos nucleicos e

minerais, entre outros (Saxena, Saxena, Nema, Singh, & Gupta, 2013).

1.4.Compostos quimicos isolados dos extratos de Maytenus

senegalensis

Mueller e Mc.Alan,1992, (Mueller & Mc. Allan, 1992) descreveram que as folhas de Maytenus
senegalensis contem alcaloides (efedrina, norefedrina), alcanos e alcanodis (hexacosano,
hexacosanol, triacontanol), monoterpenos (terpineol, geraniol, linalol), triterpenos e esterois
(betulina, B-amirina, B-sitosterol), compostos fendlicos (acido vanilico, acido ferilico), antocianos,
leucoantocianos, glucdsidos de flavonas como o kaempferol e a quercetina, bem como os taninos
condensados (Oliver, 1960; Hansel, Keller, & Rimpler, 1993).

Foram identificados na casca as seguintes substancias: triterpenos e esterdis (B-amirina, B-
sitosterol, acidos 3-o-acetiloleanoico e tingenona, iguesterina, pristimerina e acido maitendico.

Enquanto que na raiz identificou-se triterpenos, esterois, carboidratos, alcaloides e flavonois
(Mueller & Mc. Allan, 1992).

Na tabela 1.2 sao apresentados de forma detalhada alguns dos compostos isolados de Maytenus nas

diferentes partes da planta, sem deixar de destacar os solventes utilizados durante a extracao.

Tabela 1.2: Descricao de alguns compostos isolados de diferentes partes da planta de espécie Maytenus

senegalensis

1
Espécie Parte Solvente Compostos isolados Referéncias
estudada utilizado

Maisedilactona (1) (Okoye, et al.,
9,10,dihidroxi-4,7-magestigmadien-  2014)
3-ona (2)
Folhas Metanol (-) Epicatequina (3)
(+) Gallocatequina (4)
Maytenus (-) Epigalocatequina (5)

senegalensis Procianidina B-2 (6)

2,3-Dihidrokaempferol-3-O-R-D-

glucopiranoside (7)
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Maytenus
senegalensis

Quercetin 3-0-B-D-glucoperanoside
(8)

Kaempferol
9)

3-0-B-D-Xilopiranoside

Quercetin  3-0-B-D-Xilopiranoside
(10)
3,5- Dimetilgalate (11) (Okoye F. B., et
. . al., 2015)
Mayselignoside (12)
Benzoil R- (+) acido malico (13)
Lioniresinol (14)
(-) - Isolariceresinol (15)
Alcool + (-) Dihidrodecaniferil (16)
B-Amirina (17)
-(-4)  Metilepigalocatequina-5-0-B (Lindsey,
(1). Budesinsky,
Cascado . . Kohout, & Van
caule Metanol +(4)  Metilgalocatequina -3-0-B- ¢y 2006)
glucopiranoside (2)
Metanol Acido-3-oxo-friedelan-20-a-oico (T)  (Lindsey,
Budesinsky,
Kohout, & Van
Casca da raiz Staden, 2006)
Cloroformio
(Khalid,
. . Friedrichsen,
Pristimerina (2) Christensen,
Tahir, & Satté,
2007)
Raiz Cloroformio  Acido maitenoico (1)
e N-hexano (Sosa, et al.,

B-Amirina (2)
B-Sitosterol (3)

Lupenona (4)

2007)
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Figura 1.2: Formulas estruturais de alguns compostos isolados das folhas de Maytenus senegalensis
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Figura1.3: Formulas estruturais de alguns compostos isolados na casca do caule de M. senegalensis

Figura 1.4: Formulas Estruturais dos compostos isolados na casca da raiz de Maytenus Senegalensis
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Figura 1.5: Formulas estruturais de alguns compostos isolados na raiz de M. senegalensis

(WCOOH
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1.5. O uso de produtos naturais para avaliacao bioldgica

A procura por novos compostos biologicamente ativos para o uso medicinal e agricola, sdo razoes
relevante para a pesquisa fitoquimica e o desenvolvimento de compostos leads (Cseke, et al. 2006).
Os ensaios biologicos permitem determinar a atividade de compostos naturais e sintéticos, como
tal, podem ser realizados no sentido de identificar quais os compostos sintéticos relevantes ou no
caso de extratos de plantas, quais os promissores. Estes ensaios devem ser rapidos, simples de
realizar, fornecer dados quantificaveis e de facil analise, ser automatizados e econémicos
(Fernandes 2013).

No caso de produtos naturais os ensaios biologicos podem ser realizados em paralelo com o
fracionamento dos extratos, e as fracées individuais por sua vez podem ser submetidas a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ou espectrometria de massa (MS) de modo

a identificar-se as estruturas dos compostos presentes nas fracoes.

Existe uma variedade de atividades biologicas que podem ser testadas com produtos naturais, tais
como:
v'  As atividades relacionadas com doencas causadas por microrganismos, como a atividade
antibacteriana, antifingica, antiparasitaria e antiviral (Cseke, et al. 2006, Eldeen,
Elgorashi e Staden 2005).

v' As atividades relacionadas com a area neurolégica como, por exemplo, a atividade
relacionada com a doenca de Alzheimer, de Parkinson e atividade analgésica (Stafforda, et
al. 2008).

v As atividades antitumoral, antioxidante (Aremu, et al. 2011), antidiabética,
antiosteoporose (Gurib-Fakim 2006), antinflamatoria (Eldeen, Elgorashi e Staden 2005) e

outras.

Das atividades biologicas utilizadas para testar os produtos naturais descritas acima destaca-se
somente a atividade antioxidante por ser objeto de estudo desta pesquisa, sendo concretamente,

executada pela analise dos extratos de acetona e etanol das folhas de Maytenus senegalensis.
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1.6.Estudo Farmacolégicos dos extratos da espécie Maytenus

senegalensis

Os estudos farmacoldgicos efetuados em diferentes espécies de Maytenus mostraram a presenca

de compostos fendlicos como flavonoides, glucosideos, terpenos, esteroides e alcaloides como

responsaveis por diferentes atividades biologicas (Niero et al,2011). Na tabela 1.3, apresentam-se

diversas atividades biologicas de diferentes extratos de M. senegalensis existente em diversas

literaturas, para todas partes da planta, desde a folha, casca do caule e raiz.

Tabela 1.3: Atividades biologicas de diferentes extratos de M. senegalensis, adaptado (Niero et al, 2011).

Atividade Blologlca Parte da p[anEa Solvente ou composEo Referéncia

nti-intflamatoria

Antimicrobial

Antibacterial

Antiplasmodial

Antiviral

Antileishmanial

Antioxidante

olhas

Raiz

Casca e raiz

Folhas

Folhas

Folhas

Raizes

Casca da raiz

Raiz e casca do

caule

Folhas e casca

do caule

Casca da raiz

Casca do caule

Folhas e caule

Folhas

Sementes

1clorometano

Cloroférmio

Metanol
Metanol (acido

maytendico).

Diclorometano
Metanol

Etanol
Acido-3-oxo-friedelan-
20a-dico.

Metanol

Terpenoides e compostos

fenélicos

Pristimerina, triterpenos
pentaciclico
Extratos aquoso e
metanol

Pristerina (cloroformio)

Acetona

Metanol

akgatho,
Raphoko, 2018)

xumalo,

(Matu & van Staden, 2003)
(Hussein, Nakamura,, Meselhy,,
& Hattori, 1999)

(Makgatho,
Raphoko, 2018)
(Martin, 1973)
(Jain, Light,, & Van Staden,
2008)

(Lindsey, Budesinsky, Kohout, &
Van Staden, 2006)

Nxumalo, &

(Matu & van Staden, 2003)
(Tahir, Satti, & Khalid, 1999)

(Gessler, Chollet, & Nkunia,
1995)

Hussein, Nakamura,, Meselhy,,
& Hattori , 1999)

(Khalid, Friedrichsen,
Christensen, Tahir, & Satté,
2007)

(Jaiwal, Shaikh, Kulkarni, &
Tak, 2015)
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Segundo Jaiwal et al 2015, o extrato de M. senegalensis pode ser uma potencial fonte de
antioxidantes naturais que pode ter grande importancia como agente terapéutico na prevencao de

doencas degenerativas associadas ao envelhecimento e idade, relacionada ao stress oxidativo.

1.7.Atividades Antioxidantes

1.7.1. Radicais livres

Para Penna et al.,2009, citado por (Fernando, 2013), um radical livre € um ido, atomo ou molécula
capaz de existéncia independente e que apresenta na sua estrutura quimica um ou mais eletroes
desemparelhados numa orbital atomica ou molecular. A sua quimica é muito diferente da quimica
de eletroes emparelhados e de espécies deficiente em eletrées, como carbocatides e carbenos.
Um radical comporta-se como um eletréfilo, uma vez que requer apenas um Unico eletrdo para
completar o seu octeto (Sarker & Nahar, 2007). Os radicais podem ser formados por perda de um
eletrao ou por quebra de uma ligacao formada por partilha de eletrées, em que um eletrao do par
de ligacdo permanece em cada atomo. Este processo e conhecido como quebra homolitica da
ligacdo covalente e a energia necessaria para dissociar ligacdes covalentes pode ser disponibilizada

pelo calor, radiacao ultravioleta ou radiacao ionizante (Hallewell & Gutteridge, 2015).

Uma das familias de radicais livres mais reativos sao as espécies reativas de oxigénio (ROS), que
podem atuar como oxidantes ou redutores, dependendo da natureza da espécie alvo. O termo ROS
inclui ndo so os radicais de oxigénio, mas também alguns derivados de oxigénio nao radicalares que
podem originar radicais tais como, o peroxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCl) e o
ozono (03). Também foram identificadas espécies reativas de nitrogénio, cloro, bromo e enxofre
(Gomes, Fernandes, & Lima, 2005).

Os ROS podem causar um grande nimero de desordens celulares ao reagir com lipidos, proteinas,
carboidratos e acidos nucleicos. Estas espécies estdo envolvidas tanto no processo de
envelhecimento, como também em muitas complicacdes bioldgicas, incluindo inflamagao crénica,
problemas respiratorios, doencas neurodegenerativas, Diabetes mellitus, aterosclerose, doencas
auto-imunes das glandulas enddcrinas, carcinogénese e mutagénese (Gyamfi, Yonamine, & Aniya,
1999).

Um desequilibrio entre a formacdo e remocao de radicais livres pode levar a uma condicao
patoléogica chamada stress oxidativo. O stress oxidativo é causado por dietas antioxidantes
deficientes ou pelo aumento da producao de espécies reativas de oxigénio por toxinas ambientais,
como as causadas pelo tabagismo ou pela ativacdao inadequada de fagoécitos, como a doenca

inflamatéria cronica. (Halliwell, 1997).
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Quando um radical livre reage com um composto nao radicalar forma-se um novo radical e nesta
situacdo podem ocorrer reacoes em cadeia que podem ter efeitos nefastos sobre biomoléculas ou
estruturas como, por exemplo, as membranas celulares (Laguerre, Lecomte, & Villeneuve, 2007).
No entanto, o corpo humano emprega moléculas conhecidas como antioxidantes para neutralizar
esses radicais livres (Susinjan, 2015), que podem ser de origem exogena ou enddgena funcionando

de forma interativa e sinergética, como:

v"  Antioxidantes derivados de nutrientes, como o acido ascorbico (vitamina C), tocoferois e
tocotriendis (vitamina E), carotenoides e outros compostos de baixo peso molecular, como
a glutationa e o acido lipoico;

v" Antioxidantes enzimaticos como a superoxido dismutase, glutationa peroxidase e
glutationa redutase, que catalisam reacdes de quebra de radicais livres;

v Proteinas de ligacdo a metais, como ferritina, lactoferrina, albumina e ceruloplasmina, que
retiram o ferro livre e iGes cobre que sao capazes de catalisar reacdes oxidativas;

v Numerosos outros fitonutrientes antioxidantes presentes em uma ampla variedade de

alimentos vegetais (Kumar, 2014).

1.7.2. Antioxidantes

A oxidacdo é uma reacdo quimica que ocorre com transferéncia de eletrées de uma substancia para
um agente oxidante. Essas reacoes podem produzir radicais livres, que por sua vez, podem iniciar
reacoes em cadeia que danificam as células. Os antioxidantes terminam essas reacoes em cadeia
removendo intermediarios de radicais livres e inibindo outras reacoes de oxidacdao (Mishara &
Bishet, 2011). Assim pode-se dizer que um antioxidante € um composto capaz de retardar a
oxidacdo de um material oxidavel, mesmo quando usado em quantidade muito menores que 1%,
(geralmente 1-1000 mg / L) em comparagdo com a quantidade de material que eles tém para
proteger (Amorali, Foli, & Valgimigli, 2013). Os antioxidantes bloqueiam a formacao de radicais
livres de diferentes maneiras e estabelecem importantes funcdes de controlo em algumas doencas

de stress oxidativo. (Allison, Cacabelos, Lombardi, Alvarez, & Vigo, 2001).

Em sistemas bioldgicos, o antioxidante é qualquer substancia que, se apresente em baixa
concentracdo quando comparada com a de um substrato oxidavel, que pode atrasar

significativamente ou prevenir a oxidacao desse substrato (Halliwell, 1990).

Concentrando-se em processos de relevancia em sistemas bioldgicos ou em ciéncia alimentar, os
materiais a serem protegidos sao mais comumente lipidos, proteinas, carboidratos e, em menor
medida, outras moléculas organicas que compdem tecidos animais ou vegetais. A sua oxidacdo
ocorre por uma reacao em cadeia radical mediada por radicais de peréxido (ROO-) (Valgimigli &
Pratt, 2012).
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E pratica comum nos estudos de compostos naturais identificarem antioxidantes como “moléculas
capazes de reagir com radicais” ou proporcionadas de poténcia redutora para neutralizar o stress

oxidativo causado por radicais (Amorali, Foli, & Valgimigli, 2013).

As plantas medicinais sao uma das principais fontes de antioxidantes, que incluem carotenoides,
vitaminas, fenois, flavonoides, glutationa dietética e metabolitos enddgenos. Os antioxidantes
derivados de plantas demonstraram funcionar como eliminadores de oxigénio singleto e triplo,
eliminadores de radicais livres, decompositores de peroxido, inibidores de enzimas e sinergistas
(Gawandi, et al., 2001)

Os antioxidantes naturais aumentam a capacidade dos antioxidantes do plasma e reduzem o risco
de certas doencas como cancro, doencas cardiacas e acidentes vasculares cerebrais. Os metabolitos
secundarios como os fenolicos e flavonoides de plantas sao potentes eliminadores de radicais livres.
Eles sao encontrados em todas as partes de plantas como folhas, frutas, sementes, raizes e cascas.
Na natureza, existe uma grande variedade de antioxidantes naturais que sao diferentes na

composicao, propriedades fisicas e quimicas, mecanismo e local de acao (Kumar, 2014).

Varios métodos sao usados para investigar a propriedades antioxidante das amostras, sejam elas,
de dietas, extratos de plantas, antioxidantes comerciais, entre outros (Alam, Bristi, &
Rafiquzzamam, 2012).

Sao conhecidos diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante, tanto in vitro como in vivo.
Alam et al, 2012, apresentam um resumo de conjuntos de diferentes métodos para avaliar a
atividades antioxidantes in vitro e in vivo, bem como os solventes mais utilizados (Alam, Bristi, &

Rafiquzzamam, 2012). Conforme os graficos:

Frequéncia dos métodos usados in vivo
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Grafico 1.1: Frequéncia dos métodos usados in vivo para avaliar atividades antioxidantes (Adaptado de Alan
et al, 2012).
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Do grafico 1.1 pode realcar-se que os métodos in vivo mais usados para atividade antioxidante sé&o
0 ensaio de peroxidacado lipidica (LPO), o método de superodxido dismutase (SOD), a catalase e a
estimativa de glutationa reduzida (GSHPx).

Frequéncia dos métodos usados in vitro
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Grafico 1.2: Frequéncia dos métodos usados in vitro para atividades antioxidantes (Adaptado de Alan et al
2012).

Do grafico 1.2 pode-se realcar que os métodos in vitro mais usados para atividade antioxidante sao
o 1,1-difenil-2-picrilidrazilo (DPPH), eliminacdo de radicais livres, o método de Superdxido
dismutase e linoleato de B-caroteno.

Frequénda dos solventes mais utilizados
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Grafico 1.3: Frequéncia dos solventes mais utilizados para avaliar atividades antioxidantes (adaptado de Alan
et al 2012).

Do grafico 1.3, pode-se realcar que os solventes mais utilizados para avaliar a atividade

antioxidante sao o etanol, a agua, o metanol e o etanol aquoso.
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1.7.3. Determinacéo da atividade antioxidante pelo método do DPPH

E importante selecionar e empregar um método estavel e rapido para ensaiar a atividade
antioxidante, pois a determinacdo de muitas amostras é demorada. Varios métodos foram
desenvolvidos para avaliar a capacidade de eliminacao de radicais livres e a atividade antioxidante
total de extratos de plantas. O método mais comum e confiavel envolve a determinacao do

desaparecimento de radicais livres usando um espectrofotometro (Abdel-Hameed, 2008).

A molécula de 1,1-difenil-2-picrilidrazilo ou a,a-difenil-B-picrilidrazilo (DPPH) é caracterizada
como um radical livre estavel em virtude da deslocalizacdo do eletrao sobressalente sobre a
molécula como um todo, de modo a que a molécula nao dimerize, como aconteceria com a maioria
dos outros radicais livres. A deslocalizacdo do eletrdo também da origem a cor violeta profunda,
caracterizada por uma banda de absorcao no Ultravioleta-Visivel (UV-Visivel), em solucao de etanol

centrada a um comprimento de onda de 517 nm (Alam, Bristi, & Rafiquzzamam, 2012).

Quando uma solucao de DPPH é misturada com a de um substrato (AH) que pode doar um atomo
de hidrogénio, isso da origem a forma reduzida com a perda da cor violeta (Alam, Bristi, &

Rafiquzzamam, 2012). A equacao da reacao € representada abaixo.

Figura 1.6: Reacao do DPPH com um substrato, representando alteracao da cor da solugao.

OZN 02N

. H A
N—N NO, + AH N—N NO, +

ON O,N

Cor violeta amarela

Figura 1.6.1. Amostra submetida a reacao com o DPPH, mudanca da coloracéo (tirada por Selta,2018).
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A medida que o eletrao desemparelhado do DPPH fica emparelhado na presenca de um eliminador
de radicais livres, a absorcao desaparece e observa-se a mudanca da coloracdo da solucao original
de violeta intensa para amarela, proporcional a concentracdo da substancia com potencial
antioxidante presente, em conformidade com a lei de Lambert e Beer, podendo ser medida
espectrometricamente a A4 = 517 nm (Blois, 1958), citado por (Andrade, et al., 2007). Esta
descoloracao resultante é estequiométrica em relagdo ao numero de eletrées retomados (Cotelle,
et al., 1995). Pode-se considerar como uma medida da capacidade redutora que por exemplo em
alguns extratos podem ser observados nos flavonoides e permite avaliar a sua atividade

antioxidante.

0 ensaio de DPPH é um método potencial para avaliar a capacidade de eliminacao de radicais livres
de uma molécula antioxidante, considerado como um dos métodos colorimétricos padrao e facil,
para a avaliacao de propriedades antioxidantes de compostos puros (Mishra, Ojha, & Chaudhury,
2012).

E importante frisar que o nimero de grupos hidroxilo fenélicos ndo é sempre o Unico fator que
determina a atividade antioxidante de um composto. Varios estudos sugerem que a atividade e
estrutura-antioxidante para os compostos de flavonoides e acidos fenolicos depende da posicao dos
grupos hidroxilo fendlicos, presenca de outros grupos funcionais em toda a molécula, tais como

ligacoes duplas e sua conjugacdo com grupos hidroxilo e grupos ceténicos (Silva, et al., 2002).

O método do DPPH foi introduzido por Marsden Blois (1958), no estudo realizado na Universidade
de Stanford e foi usada a cisteina como modelo de antioxidante. Blois apresentou o mecanismo
onde o radical DPPH foi representado por Z« e a molécula de cisteina por RSH (Sagar & Singh, 2011),

conforme a equacao abaixo:

Ze + RSH ======= 7H + RSe (Sagar & Singh, 2011).

1.7.4. Importancia dos antioxidantes para o corpo humano

Os antioxidantes desempenham um papel muito importante no sistema de defesa do corpo contra
as ROS, que sao os subprodutos prejudiciais gerados durante a respiracao aerébica celular normal.
O aumento da ingestao de antioxidantes na dieta pode ajudar a manter um estado antioxidante
adequado e, proporcionar a funcdo fisioldgica normal de um sistema vivo. Para proteger as células
e os sistemas de orgdos do corpo contra espécies reativas de oxigénio, os seres humanos
desenvolveram um sistema altamente sofisticado e complexo de protecao antioxidante (Kumar,
2014).
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Capitulo 2. Descricao experimental

2.1. Recolha da planta

As folhas de Maytenus senegalensis foram recolhidas na comuna do Chivinguiro, municipio da
Humpata, provincia da Huila-Angola no dia 26 de agosto de 2017 (Ms1) e no dia 4 de setembro de
2017 (Msz2) com o auxilio do Professor Francisco Mayato, Herbanario do Instituto Superior de Ciéncias
da Educacdo do Lubango-ISCED. Apods a recolha as folhas foram secas a sombra e a temperatura

ambiente, numa das salas do Herbario desta Instituicao de Ensino.

2.2. Materiais e reagentes

2.2.1. Equipamentos

Na realizacdo do trabalho experimental para além dos materiais basicos de laboratério foram
utilizados os seguintes equipamentos:

v'  Destilador de Solvente: utilizado para destilar o hexano comercial em hexano puro, para

ser utilizado como solvente na cromatografia de coluna e nao so.

v Espetros de Infravermelho (IV): cuja as leituras foram realizadas num espetrofotometro
Thermo Scientific, modelo Nicolet IS 10. As amostras foram colocadas sobre o diamante,

previamente limpo com isopropanol. O espetro foi realizado utilizando o software OMNIC.

v Espetros de ressonancia magnética nuclear de protdo ('H-RMN) e carbono ('*C-RMN):
realizaram-se num espetrofotometro Bruker Avant 400, a 400MHZ e 100MHZ,
respectivamente. Os desvios quimicos (0) sao expressos em partes por milhao (ppm) e as
constantes de acomplamento (J) em Hertz. O solvente usado foi o cloroformio deuterado
(CDCB), sendo que o pico residual do solvente deuterado para 'H é a 7,26 ppm e para o '3C

éa77,2 ppm.

v/ Massa de alta resolucdo: Espetrometro de tempo-quadruplo de voo da Applied Biosystems
QSTAR XL. A técnica de ionizacdo é por eletrospray. As amostras introduzidas sao

dissolvidas em metanol, utilizando uma voltagem de ionizacao de 4500 volts.
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2.2.2. Reagentes e Solventes

Na tabela 2.1 sao apresentados os reagentes e solventes utilizados durante o processo de extracao,
purificacao e identificacao dos compostos isolados dos extratos de hexano, acetona e etanol bem
como na analise das atividades antioxidantes dos extratos brutos das folhas de Maytenus

senegalensis em diferentes solventes.

Tabela 2.1: Reagentes e solventes utilizados no processo de extracao, purificacdo e identificacao dos

compostos.
~— Solventes ou Reagentes  Pureza% __ Fornecedor
exano (Hex , alente e ribeira Lda
Acetona 99,7 Absolve
Etanol (EtOH) 99,98 Fisher Chemical
Diclorometano 99,9 Fluka-Riedel Haen
Metanol (MeOH) 100 José Manuel dos Santos LDA
Acetato de etilo (AcOEt) 99,97 Fisher Chemical
Cloroformio deuterado 99,0 Carlo Erba
2,2-difenil-1-picrilhidrazina - Sigma Aldrich

Permanganato de potassio .- e

2.3. Preparacao dos extratos das folhas de M. senegalensis

Nesta pesquisa foram utilizadas como matéria de partida 383 g e 863 g de folhas de M. senegalensis,

da primeira e segunda recolha respectivamente, conforme detalhada na tabela 2.

Tabela 2.2: descricao de massa de partidas e massa obtidas em diferentes extratos.

—  Massade Partidka = 383%¢ 83
Massa de Extrato em n-hexano 9,110g 21,354g
Massa de Extrato em Acetona 9,701 21,239¢g
Massa de Extrato em Etanol 37,050g 49,602g + 47,510g
Massa total de extratos 55,861 (14,585 %) 139,705 (16,188 %)
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A extracdo dos metabolitos secundarios ativos das folhas de M. senegalensis foi realizada
sequencialmente em diferentes solventes, polares e nao polares, como o n-hexano, acetona,
etanol, metanol, acetato de etilo e cloroformio, tanto a quente (extrato de n-hexano) como a frio
(extratos de acetona e etanol) em diferentes tempos e temperaturas, conforme as extracoes
efetuadas por Jaiwal et al, 2015. Os sobrenadantes foram recolhidos e os solventes de cada extrato
removidos utilizando o evaporador rotativo a vacuo de acordo as propriedades de cada solvente
como a temperatura e pressao equivalente. Os residuos obtidos foram coletados em baldes de 100

ml e conservados na hotte, para a evaporacao efetiva dos solventes.

Figura 2.1: Imagem do sistema de extracao com Sohlet das folhas de MS; em n-hexano a quente

2.3.1. Purificacdo dos extratos por cromatografiade coluna flash e por CCF

A cromatografia € um dos meios mais Uteis para separar misturas de compostos, como uma técnica
para purificar os componentes e identifica-los. Na cromatografia, a mistura é separada pela
distribuicdo diferencial dos componentes entre uma fase estacionaria e uma fase movel (Cseke,
et al. 2006). Os métodos primarios de cromatografia em isolamento e analise de produtos naturais

utilizados para purificacao dos extratos das folhas de M. senegalensis foram a cromatografia em
coluna flash (CCf) e a cromatografia de camada fina (CCF).

A cromatografia em coluna é um método de purificacdo mais frequentemente usada para a

separacao de componentes em escala preparativa a partir de um extrato bruto da planta.

Para a separacao dos extratos brutos foram preparadas cromatografias de coluna, com uma
quantidade de silica calculada a partir de uma formula. O extrato bruto a ser separado foi
adicionado ao topo da coluna, com um pouco de n-hexano e em seguida adiciona-se mais um pouco
de silica. Os solventes adequados ou mistura de solventes, como o hexano, acetato de etilo e

metanol sao adicionados por proporcao, aumentando a polaridade, comecando com n-
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hexano/acetato de etilo em 98/2, 95/5, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40, 50/50 e 100% acetato de
etilo que flui através da coluna, eluindo os varios componentes puros ou misturas que sao recolhidos

para balées de 100ml cujo solvente é evaporado até a secura.

Apés a separacao dos compostos em cromatografia de coluna flash, para cada extrato bruto foi
realizada uma CCF (folha de aluminio revestida com silica), utilizando o diclorometano como
solvente pela sua capacidade de dissolver facilmente os extratos. A composicao da fase movel
utilizada foi escolhida de acordo com a polaridade do qual os compostos, avaliada pelo solvente d
qual eluiram na cromatografia em coluna flash. Os solventes utilizados foram o n-hexano e o

acetato de etilo, em diferentes gradientes, para verificar se era um composto puro ou uma mistura.

Algumas gotas da solucao da amostra a ser analisada sao aplicados sobre a placa como um pequeno
ponto isolado perto de uma extremidade da mesma usando um tubo microcapilar conforme descrito
por Cseke, et al. 2006 (Cseke, et al. 2006). A polaridade inicial foi de 9/1 aumentando as
proporc¢oes até atingir 10 ml de acetato de etilo, objetivando o aumento da polaridade. As amostras

foram aplicadas em CCF com o capilar.

Em seguida a placa de CCF foi observada sob luz UV para visualizacdo dos compostos resolvidos e
posteriormente foi revelada através da pulverizacdo com uma solucdo aquosa de permanganato de
potassio a 4%, seguida de aquecimento a 98°C durante alguns minutos. Finalmente juntou-se as

diferentes fracdes com nivel de eluicao idénticas.

2.3.1.1. Cromatografia de coluna flash da fracao Msi-Hex

Na fracao do extrato de n-hexano a quente (3,857g), foram colocados 3,000 g numa coluna de silica
gel e eluidos, primeiro com hexano, de seguida com misturas de hexano (Hex) /acetato de etilo
(AcOEt) e finalmente com acetato de etilo /metanol conforme o aumento da polaridade (tabela
2.3A, em Anexo). As fracdes com peso suficiente foram analisadas por técnicas espectroscopicas

de RMN conforme apresentado na tabela 2.3.

28



Tabela 2.3: Descricao das fracoes cromatograficas dos extratos de hexano obtidos das folhas de Ms1

parte soluvel em metanol, com peso suficiente para RMN.

N® Fracoes com Peso dos Peso dos % Polaridade
Produtos Produto (g) Produto (mg) Hex/AcOEt

2

10

1

12

15

18

20

22

24

25

26

27

28

29

30

31

33

Total

26- 28

30-37

38

39

40

41

42-45

46

47

48-53

56-59

62-64

71-74

76-80

85-86

87-88

89-90

91-101

102

103-104

105

106-107

109-112

0,164
0,074
0,453
0,837
0,207
0,107
0,139
0,020
0,015
0,145
0,011
0,038
0,062
0,062
0,0283
0,0118
0,095
0,248
0,224
0,021
0,015
0,0100
0,012

3,0161

164
74
453
837
207
107
139
20
15
145
11
38

62

248
224
21
15
10
12

3016,1

5,465
2.456
15.095
27,89
6,897
3.565
4,63
0,666
0,50
4,83
0,366
1,266
2,06
2.06
0,94
0,39
3,166
8,264
7,464
0,70
0,50
0,333

0,40

/1

1/

/1

/1

8:2

//

/1

/1

1/

7:3

/1

/1

//

/1

/1

1/

/1

355

1/

//

/1

/1

//
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2.3.1.2. Cromatografia de coluna flash da fracao Msz-Hex

Na fracao do extrato de n-hexano a quente (11,516g), foram colocados 4,000 g numa coluna de
silica gel e eluidos, primeiro com hexano, de seguida com misturas de hexano (Hex) /acetato de
etilo (AcOEt) e finalmente com acetato de etilo /metanol conforme o aumento da polaridade,
obtendo os resultados de acordo com a tabela 2.4A, em anexo. Em seguida as fracées com peso

suficiente foram analisadas por técnicas espectroscopicas de RMN conforme a tabela 2.4.

Tabela 2.4: Descricao das fracdes cromatograficas dos extratos de hexano obtidos das folhas de Msz

parte soliuvel em metanol, com peso suficiente para RMN.

N® Fracoes com Peso dos Produtos Peso dos % Polaridade
Produtos (g) produtos Hex/AcOET
(mg)

2 40 0,033 3,3 0,084 8:2
3 41 0,2526 252,6 6,469 /1
4 42 0,3272 327,2 8,379 /1
5 43 1,4697 1.469,7 37,64 /1
6 44 0,5524 552,4 14,146 /1
7 45 0,2443 244,3 6,256 7:3
8 46-47 0,1734 173,4 4,44 /1
9 48 0,0404 40,4 1,035 /1
10 49-51 0,0707 70,7 1,810 /1
11 52-56 0,0714 71,4 1,828 /1
12 57-65 0,022 22 0,563 6:4
13 66-71 0,0296 29,6 0,758 /1
14 72-75 0.0218 21,8 0,558 /1
15 76-81 0,044 44 1,127 /1
16 82-83 0,019 19 0,486 /1
17 84-88 0.034 34 0,87 5:5
18 89 0,0163 16,3 0,417 /1
19 90-92 0.0563 56,3 1,434 /1
21 97-99 0,0197 19,7 0,50 /1
25 108 0,03 30 0,768 /1
26 109-111 0,037 37 0,947 /1

30



L7 T1Z-T14 U,0107 10,7 0,274 TOU%

30 119 0.0489 48,9 1.15 /1
37 133-135 0,2208 220,8 5,65 /1
Total 3,8371 3837,1 95,93

2.3.1.3. Cromatografia de coluna da fraccaon®7 de Ci1Msi1-Hex

Na cromatografia efetuada do extrato de n-hexano a quente (MS1), obteve-se uma mistura na fracao
n°7 (200,7 g) que foi esterificada com diazometano, e posteriormente submetida a cromatografia
em coluna, tendo sido obtidos os seguintes resultados conforme a tabela 2.5A, em anexo. Em
seguida as fracdes com peso suficiente foram submetidas a técnicas espectroscopicas de RMN,

conforme a tabela 2.5.

Tabela 2.5: descricdo cromatografica da fraccao n° 7 da C4Ms;

N° Fracoes com Peso dos Produtos  Peso dos % Polaridade
Produtos (grama) produtos (mg) Hex/AcOET

9 30 0,0085 8,5 4,239 6:4

10 31 0,0349 34,9 17.406 5:5

11 32 0.0454 45,4 22,64 AcOEt

13 34 0,0068 6,8 3.391 AcOEt

19 40 0,0046 4,6 2,294 AcOEt
Total 1,572 157,2 78,4

Preparacao do Diazometano

O Diazometano foi preparado em solucao de éter, em meio alcalino, utilizando como composto de
partida uma nitrosamida, nomeadamente o N-metil-N-nitroso-p-toluenossulfonamida (Diazald) na
presenca de um alcool, conforme a figura 2.2. O mesmo deve ser preparado numa quantidade de

uso imediato e caso nao sejatotalmente utilizado deve ser conservado sob refrigeracao (W.Christie,

1993).

HC

SONMNOJCH; + RoH

KOH

g CH2N2

+HC

SOR + HO

Figura 2.2: Preparacao do Diazometano a partir de N-metil-N-nitroso-p-toluenossulfonamida.
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2.4. Determinacao das estruturas dos compostos isolados

Para determinar as estruturas dos compostos presentes nas diferentes fracées obtidas por processos
cromatograficos foram usadas técnicas espetroscopicas, tais como, a ressonancia magnética
nuclear (RMN), o infravermelho (IV) e a espectroscopia de massa. Sabe-se que as técnicas
espectroscopicas consistem na passagem de radiacao eletromagnética através de uma molécula
organica que absorve parte da radiacao e posteriormente é medida a quantidade de absorcado desta
radiacdo que produz um determinado espetro especifico para certo tipo de ligagcdes numa molécula
(Altemimi, Lakhssassi, Baharlouei , Watson , & Lightfoot , 2017). A leitura deste espectro permite

identificar a estrutura da molécula organica.

A espectroscopia UV-visivel permitiu-nos analisar qualitativamente a estrutura da molécula
organica, bem como identificar certas classes de compostos em misturas puras e bioldgicas, o que

a torna muito Gtil para compostos naturais.

Pela absorcdo no infravermelho identificou-se diferentes tipos de ligacdoes por frequéncias
vibracionais, principalmente as ligacées, C-C,C=C,C=C,C-0,C=0,0-HeN-H, que sao
caracteristicas de moléculas organicas, podendo ser identificadas pela detecdo das bandas

carateristicas de absorcao de frequéncia no IV.

A espectroscopia de RMN esta relacionada com as diferencas entre os varios nicleos magnéticos,
principalmente o nicleo do atomo de hidrogénio ('H) e o de carbono (isotopo '*C), que nos permite

uma imagem clara das posicdes desses atomos na molécula e da sua vizinhanca.

Com auxilio da espectroscopia de Massa foi possivel determinar com alta precisdo a formula
molecular do composto e saber o local onde a molécula foi fragmentada. Esta técnica esta
relacionada ao bombardeamento de moléculas organicas com eletrées ou laser transformando-os
em ides carregados e pode ser apresentado em graficos de abundancia relativa de um iao

fragmentado, relacionando a proporcao de massa com a carga desses ides.

2.4.1. Caracterizacao dos compostos isolados nos extratos de n-hexano

Dos processos cromatograficos realizados nos extratos de hexano de Ms1 e Ms2 foi possivel, através
das técnicas espectroscopicas, identificar 6 compostos puros. Na tabela 2.6 sao apresentados,
detalhadamente, a fracao ou fracées onde foi identificado, a proporcao de eluicdo, a numeracao

da analise de RMN, o peso (mg), o nome do composto e a familia a que pertence, respetivamente.
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Tabela 2.6: Caraterizacdao dos compostos isolados nos extratos de n-hexano.

]
N° Tipo de  Fracao Polaridade N°/RMN Peso Nome dos Familia de
Recolha /Fracdes Hex/AcOET (mg) compostos compostos
|
1 MS1 30-37 9:1 4 75 Friedelin Terpenos
2 MS1 39 9:1 5 837 3-Amirina Terpenos
3 MS1 40 8:2 7 207 B-Sitosterol Esteroides
4 MS2 44 8:2 6 552,4  B-Amirina Terpenos
5 MS2 46-47 7:3 8 173,4  Acido a- Acido
eleostearico
6 MS2 76-81 6:4 15 44 3-epi- Lupano
Gloquidiol

Nas imagens abaixo estdo representados os compostos isolados dos extratos de hexano da espécie

de Maytenus senegalensis.

Friedelin b-Amirina B- Sitosterol

Figura 2.3: Imagem dos produtos isolados dos extratos de n-hexano para Ms;.

3-Amirina Acido a-eleostearico 3-Epi-gloquidiol

Figura 2.4: As imagens dos produtos isolados dos extratos de hexano de Ms; (fotografado por Elias
Watengala, maio de 2018).
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2.5. Atividade antioxidante dos extratos de acetona e etanol

Para a avaliacao da atividade antioxidante efetuada nos extratos de acetona e etanol das folhas
M. senegalensis utilizou-se um dos métodos in vitro mais descrito, em diferentes bibliografias, para
detetar a presenca de compostos antioxidantes. Este € um método baseado na eliminacdao do

radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe) em solucdo metanolica.

Para o estudo foram pesados 0,062g de cada extrato bruto de acetona e de etanol dissolvido em
metanol num baldo de 25ml e foram também pesados 0,0197 g de DPPH diluido num baldo de 250
ml como solucao padrao. Da solucao padrao de DPPH foram retirados 62,1 ml e 40 ml para preparar
as outras duas solucdes que foram diluidas em baldées de 100ml.
Os testes foram realizados em triplicado e foram testadas as trés solucdbes de DPPH com as
concentracées de 0,2000mM, 0,1242mM e 0.0800mM conforme descrito por Scherer & Godoy,2009
(Rodrigo Scherer & Godoy , 2009).
Para as restantes amostras o procedimento é o seguinte:
» Num tubo de ensaio protegido da luz, colocou-se 0,1 mL de amostra e adicionou-se 3,9 mL
de solucao de DPPH, que foi agitado no vortex;
» O controlo do ensaio foi constituido por 0,1 mL de metanol e 3,9 mL de solucao de DPPH,
colocado no vortex para homogeneizar;
> Deixou-se reagir durante 90 minutos no escuro e a temperatura ambiente;
> A leitura das absorvéncias foi realizada a 517 nm contra um branco constituido apenas por

metanol.

Para controlo positivo utilizam-se compostos antioxidantes como padrao, como por exemplo, a
rutina, o trolox e o acido galico com as seguintes concentragoes:

e Concentracdes das solucdes de rutina: 50, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/mL.

e Concentracoes das solucoes de trolox: 5, 10, 25, 50, 75 e 100 mg/mL.

e Concentracdes das solugoes de acido galico: 10, 25, 50, 75, 100 e 150 mg/mL.

e O procedimento experimental é igual para os padrbes e para as amostras.
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2.5.1.1. Determinacao da absorvéncia das amostras

A absorvéncia das células com as amostras, o branco e a solucdo de DPPH foi medida a 517nm, num
intervalo de 15 minutos, aproximadamente. Posteriormente os resultados foram comparados com
0 padrao trolox de concentracao igual a das amostras, bem como com as concentracoes que
fornecem 50% de inibicdo. Apos a determinacdo das absorvéncias calculou-se a percentagem de
inibicdo (% 1) com base na formula seguinte:

Abs, — Abs,

%l= ——— x 100
% Abs,

Onde Abso é a absorvéncia do controlo aos 90 minutos e Abs1 é a absorvéncia da amostra aos 90
minutos.

A concentracao que fornece 50% de inibicdo (ICso) € calculada a partir da linearidade obtida na
representacdo grafica da % | em funcdo da concentracio de amostra na célula do
espectrofotometro. Pela reta de calibracdo obtém-se a concentracdo de DPPH no controlo aos 90
minutos e a partir desta e do 1Cs0 é calculado o AAI (indice de atividade antioxidante) conforme

descrito por Scherer & Godoy, (Scherer & Godoy, 2009), com a seguinte formula:

[DPPH no controlo aos 90 minutos] (ug/mL)
ICso (ng/mlL)

AAl =

O valor de AAI obtido permite classificar a atividade antioxidante do extrato de acordo com as

categorias da tabela abaixo.

Tabela 2.7: Classificacdo de uma amostra quanto a sua atividade antioxidante.

Atividade Antioxidante AAI
Pobre AAT < 0,5
Moderada 0,5 <AAI < 1,0
Forte 1,0 < AAI < 2,0
Muito Forte AAl > 2,0
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Capitulo 3. Resultados e discussdes

Neste capitulo sdo apresentados os resultados da caraterizacao fitoquimica dos compostos isolados
dos extratos de hexano obtidos nas folhas de Maytenus senegalensis e da atividade antioxidante
realizado nos extratos brutos de acetona e etanol, culminando com uma breve discussao destes

resultados.

3.1. Caracterizacao fitoquimica dos extratos de hexano das folhas

de M. senegalensis.
3.1.1. Compostosisolados no extrato de Ms1

3.1.1.1. Friedelin

Na fracao 4 da cromatografia do extrato de n-hexano foi isolado e purificado um composto sélido
amarelado cujo espetro de RMN de '3C, indicou a presenca de um composto com um total de 30
atomos de carbono. Foi possivel com o auxilio do espectro de DEPT 90° e 135° identificar a presenca
de 8 grupos metilo,11 grupos metileno, 4 grupos metino e um total de sete carbonos quarternarios
nos quais estao ligados os grupos metilo. O espetro de carbono-13 mostrou ainda um sinala 213,3
ppm que pode ser atribuido a um carbono do grupo carbonilo de cetona e outros sinais

caracteristicos de carbonos saturados.

No infravermelho foi possivel observar uma banda pouca intensa a 3483,61 cmcaracteristico da
ligacdo carbono oxigénio, seguida por uma banda alongada desde 2925,85 cm™ a 2860,04 cm™,
caracteristica da absorcao de alongamento da ligacdo dos grupos metileno e metilo, sem esquecer
de destacar uma banda intensa de absorcao de um grupo cetona (C=0) a aproximadamente 1715,19
cm™.
No espetro de RMN de 'H (400 MHz; CDCl3; ppm) foi possivel observar varios sinais sobrepostos na
regido caracteristica de atomos de hidrogénio alifaticos, como os dupletos a 2,36 - 1,22 (sinais
sobrepostos) e os singletos a 1,18 (s, CH3); 1,08 (s, CH3); 1,03 (s, CH3); 0,98 (s, CH3); 0,94 (s, CH3);
0,89 (s, CH3); 0,88 (s, CH3); e 0,76 (s, CH3). Os valores obtidos foram cruzados com os dados da
literatura (Viviane Gomes da Costa Abreu, Corréa , Lagos, Silva, & Alcantara, 2013). Sendo idénticos

ao RMN de 'H dado para a Friedelin.

36



Tabela 3.1: Dados espetroscopicos de RMN de 'H e 3C do composto Ms;-4 (Friedelin)
]
N° de Tipo de RMN de ©C RMN de ™H (CDC) o

Carbonos carbonos (CDCL3), ©

2 CH, 41,5 2,63 (dd, 7.0, 13.0) / 2,41 (dd, J=2.5, 5.0)
3 C 2133 e

4 CH 58,2 2,40 (q)

5 C 7.y 2 R —

6 CH, 7,3 2,29/ 1.76 (dt, J=2.5, 5.0))
7 CH, 18,2 1,51(m)/1,04(m)

8 CH 53,1 1,28 (m)

9 d 37,4 e

10 CH 59,5 2,14 (dd, J= 2.5, 12.5)
11 CH, 35,6 1,42 (m)

12 CH, 30,5 1,42 (m) / 1,42(m)
13 C 397 e

14 C 383 e

15 CH, 32,4 1,51 (m)

16 CH, 36,0 2,27 (m) / 1,58 (m)
17 C 300 e

18 CH 42,8 2,19 (d, J=5,0)

19 CH, 35,3 1,21 (m) / 1,42 (m)
20 C 282 e

21 CH, 32,8 1,57 (m) /0,92 (m)
22 CH, 39,3 1,58 (m)/1,51 (m)
23 CH; 6,8 0,90 (d, J=6,8)

24 CH, 14,7 0,76 (s)

25 CH; 18,0 0,89 (s)

26 CH; 20,3 1,03 (s)

27 CH; 18,7 1,04 ()

28 CH, 32,1 1,08 (s)

29 CH; 35,0 0,98 (s)

30 CH; 31,8 0,92 (s)




Analisado os dados obtidos por infravermelho, RMN 'H e '3C (tabela 3.1) e dados de correlaciao
bidimensional e comparadas com os dados presente na literatura (Oliveira et al,2012; Abreu et
al,2013) foi possivel confirmar que o composto isolado corresponde a Friedelin com formula
estruturai apresentada na figura 7.
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Figura 3.1: Formula estrutural da Friedelin

A Friedelin é um triterpeno ja isolado em diversas espécies de plantas, como na casca e folhas da
Eschweilera longipes Miers (Carvalho et al,1998), na casca do caule de Sacoglotties uchi (Abreu et
al,2013),bem como em diferentes espécies de Maytenus, de destacar a sua identificacdo nas folhas

de Maytenus robusta (Sousa et al.2012).

3.1.1.2. B-Amirina

Na fracao Ci-Ms1-5 foi possivel obter um sélido esverdeado cujo espetro de infravermelho
apresentou bandas de absorcdo caracteristicas do alongamento do grupo OH a 3281,23 cm™, a
alongamentos de CH, a aproximadamente 2924,58 cm™ e 2853,83 cm”, a um alongamento
correspondente a ligacdo C-O a 1096,81 cm™, e & deformacdo dos grupos metileno a 1455,28 cm™
e 1379,28 cm™, e a uma banda de deformacdo a 1660,10 cm™ correspondente a ligacdo C=C, do

ciclohexano.

O espetro de RMN de '3C apresentou trinta (30) sinais de carbono principais reconheciveis,
nomeadamente: oito grupos metilo que correspondem aos C-22 até C-30, um carbono secundario
portador do grupo hidroxilo a um & 79,0 ppm (C-3), mostrou também sinais reconheciveis em 6 122
ppm e 145,2 ppm correspondentes a ligagcao dupla localizada nos C-12 e C-13, além disso, foram
observados dez grupos metileno, cinco grupos metino e sete atomos de carbonos quaternarios
(Ogwuche C. E, Amupitan , Ndukwel, & Ayo , 2014).
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No espetro de RMN 'H foram observados sinais a & 5,35 ppm e 5,17 ppm, atribuidos ao atomo de
hidrogénio do grupo metino da dupla ligacdo do ciclohexano e a um metileno proximo da dupla
ligacdo, sendo os dois tripletos. Foi também identificado um sinal a 6 3,23 ppm correspondente ao
atomo de hidrogénio geminal sobre o atomo de carbono do grupo hidroxilo. Este espetro apresentou
ainda oitos sinais de grupos metilo singletos a & 1,24 ppm; 1,12 ppm; 0,98 ppm; 0,95 ppm; 0,92
ppm; 0,87 ppm; 0,82 ppm e 0,77 ppm que correspondem aos protoes H-27, H-28, H-26, H-24, H-
29, H-30, H-23 e H-25, respetivamente, (Vazquez, Palazon, & Ocafna, 2012).

Tabela 3.2: Dados espetroscopicos de RMN de C e 'H do composto Ms;-5

ﬁﬁﬂ—i
N° de Tipos de RMN de 1C RMN de 'H (CDCI3) &

Carbonos carbono (CDC13), &
2 ) R , J=11.5 Hz), e Z,Z9 (m
2 CH; 27,2 1,61 (m)
3 CH 79,0 3,23(dd, J=4.4, 10.8 Hz)
4 C 386 e
5 CH 55,2 2,32 (m)
6 CH, 18,4 1,59 (q)
7 CH, 32,5 1,67 (d)
8 C 39,8
9 CH 47,6 2,31 (t)
10 C 36,9
1 CH, 23,5 5,34(m)
12 CH 121,5 5,17(t, J=3.2)
13 C 145,2
14 C 41,7
15 CH, 26,9 2,32 (td, J= 4.0)
16 CH; 26,2 2,03 (dt, J=4.3)
17 C 32,6
18 CH 47,2 5,11(t)
19 CH; 46,8 1,84 (dd)
20 C 31,1
21 CH, 32,6 1,61 (m)
22 CH, 37,1
23 CH; 28,1 0,82 (s)
24 CH; 15,6 0,95 (s)
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75 CH; 15,5 U,775)

26 CH; 16,8 0,98 (s)
27 CH; 26,0 1,24 (s)
28 CH; 28,4 1,12 (5)
29 CH; 33,3 0,92 (s)
30 CH; 23,7 0,87 (s)

Dos dados obtidos por infravermelho, RMN 'H e '3C (tabela 12), associados aos DEPT 90 e 135, bem
como um conjunto de informacao das diversas fontes da literatura (Okoye et al, 2014; Ogweiche
et al,2014; Hossain and Ismail, 2010; S. Negi et al,2013) foi possivel confirmar que o composto
identificado é um triterpeno denominado 3B Hidroxi-olean-12-en-3-ol, mais conhecido por B-

amirina, cuja formula estrutural e apresentada na figura 3.2.
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Figura 3.2: Formula Estrutural da B-Amirina

Este composto € um dos triterpenos frequentemente mais isolados em espécies do género
Maytenus, destacando-se a suaidentificacao em Maytenus senegalensis tanto nas folhas (Okoye et
al 2015) como na raiz (Sosa et al,2007). Foi também isolado em diferentes espécies de planta como
nos extratos de metanol extraido a quente em Soxhlet das folhas de Orthasiphom Stamineus

(Hossain & Ismail, 2010) e nas folhas de Echinops cornigerus (Negi, et al., 2013),entre outros.

Em Angola nao existe informacoes publicadas de estudo de Maytenus senegalensis que indicaram o

isolamento deste composto nas folhas.
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3.1.1.3. B-Sitosterol

Da fracdo 31-32 de Ci-Ms1-7, foi possivel isolar um sélido cristalino branco, cuja analise
espectroscopica de Infravermelho permitiu observar a existéncias de bandas de absorcao a 3331,36
cm™ caracteristica do alongamento O-H, a 2940,7 cm™ e 2867 cm™' devido a alongamento alifatico,
um sinal a 1016,52 cm™ caracteristico de (C-0), a 1667 cm™ aparece um sinal caracteristico do
alongamento da dupla ligacdo. Outras frequéncias de absorcido aparecem a 3838,47 cm™ devido a
combinacdo de absorcdo, a 2353,23 cm™ devido ao harménico da absorcao e a 1269,2 cm™ que é
uma frequéncia de curvatura para a parte ciclica (CH2)n. A frequéncia de absorcdo a 783,13 cm™ é
caracteristica dos cicloalcanos. A vibracao fora do plano C-H da parte insaturada foi observada a
609,53 cm™ e essas frequéncias de absorcdo saosemelhantes as frequéncias de absorcao observadas

para o B-sitosterol conforme os dados publicados por (Arjun et al, 2010).

0 espetro de RMN de '3C, associado aos de DEPT 90° e 135° possibilitou a identificacdo de vinte e
nove sinais dos atomos de carbono, dos quais seis corresponde a grupos metilo, onze a grupos
metileno, nove a grupos metino (um olefinico e outro ligado ao grupo hidroxilo) e trés carbonos
quaternarios (um dos quais olefinico) com desvios quimicos a & 140,8 ppm; 42,3 ppm e 36,5 ppm
atribuidos aos C-5, C-13 e C-10 e ainda um metino olefinico a & 121,7 ppm (C-6). A um desvio
quimico de 6 71,81 ppm encontra-se um sinal de um metino bastante desblindado devido a presenca

de um grupo hidroxilo sobre este carbono (C-3).

Pelo espetro de correlacao direta C-H (HSQC) verifica-se a correlacao entre o sinal de protao a 3,51
ppm e o sinal de '3C em relacido ao C-3 (6 71,8 ppm) e entre 5,35 ppm e o sinal do C-6 a um & 121,7
ppm (Canelo, 2013).

No espetro de RMN de 'H foi observado um desvio quimico de & 3,52 ppm, um multipleto
correspondente ao protdao H-3, e a desvio 6 5,35 ppm um multipleto caracteristico do protao
olefinico do H-6. Além disso observou-se seis protoes metilicos nos desvios quimicos de 6 1,26 ppm;
0 1,24 ppm; 6 1,03 ppm; 6 1,00 ppm e 0,92 ppm (3H, Singletos,CH3) correspondente aos H-19, H-
18, H-26, H-27 e H-21 respetivamente (Rajput & Rajput, 2012).
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Tabela 3.3: Dados espetroscopicos de RMN de 'H e 3C do composto Ms;-7

N° de Tipos de RMN de e
Carbono carbono (CDC13), &

2 , s S
2 CH, 31,7 1,49 (s)
3 CH 71,8 3,52 (m, J=11.0, 5.3, 4.0 Hz)
4 CH, 42,3 2,27 (m)
5 C 140,7
6 CH 121,7 5,35 (m, J= 5.4, 2.0 Hz)
7 CH, 34.0 2,17 (m)
8 CH 31,9 7,35(m)
9 CH 50,1 1,15(m)
10 C 36,5
1" CH, 21,1 1,66(m)
12 CH, 39,8 1,67 (m)
13 C 42,3
14 CH 45,8 0,93 (m)
15 CH, 24,3 1,86 (m)
16 CH, 28,3 1,84(m)
17 CH 56,1 1,28(m)
18 CH3 12,0 1,25 (m)
19 CH; 19,8 1,26 (s)
20 CH 36,2 1,49 (s)
21 CH3 18,8 0,92 (s)
22 CH, 31,7 0,83 (s)
23 CH, 28,1 0,80 (s)
24 CH 45,8 0,82(s)
25 CH 29,2 0,82 (s)
26 CH; 19,8 1,03 (s)
27 CH; 19,4 1,00 (s)
28 CH, 23,1 0,67 (s)

29 CH; 11,9 0,91 (t)




Com base nos dados de infravermelho, de RMN "H e '3C, associados aos DEPT 90 e 135, bem como
um conjunto de informacao da literatura (Canelo, 2013; Rajput & Rajput, 2012 e Pierre &
Moses,2015) foi possivel confirmar que o composto identificado é o Stigmast-5-en-3B-ol, mais

conhecido por B-Sitosterol, cuja formula estrutural é apresentada na figura 3.3.

Figura 3.3: Formula estrutural da B-Sitosterol.

Este composto além de ja ter sido isolado na espécie Maytenus foi identificado noutras espécies,
como nas folhas de Odentonema Stricteem (Pierre & Moses, 2015), no extrato de cloroféormio das
folhas de Corchorus fasciculares Lam (Rajput & Rajput, 2012), no extrato de acetato de etilo da
casca da raiz de Terminalia glaucescenes (Bulama, Dangoggo, & Mathias(, 2015) e ainda isolados
nos extratos de n-hexano da raiz de Piliostigma thonningii e nos ramos Maytenus senegalensis
(Canelo, 2013).

3.1.2. Compostosisolados no extrato de Ms:

3.1.2.1. B-Amirina

Composto com caracteristicas idénticas ao isolado em Ms1-5,denominado de B-Amirina (Figura 3.2).
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3.1.2.2. Acido a-eleostearico

Na cromatografia da fracdo 8 de C2-Ms:2 foi obtido um soélido, cuja analise espectroscopica de
infravermelho mostrou uma banda de absorcao com deformacao axial de OH caracteristico de um
grupo carboxilico a aproximadamente 3266,81cm™', uma banda de estiramento de deformacéo axial
de C-H de metilo e metileno num intervalo de 2928,17 cm™ a 2855,04 cm™'. Ainda de destacar a
banda de absorcdo de deformacdo axial do grupo carbonilo C=0 caracteristico dos acidos
carboxilicos alifaticos saturados a 1638,8 cm™ e a banda referente a duplas ligacdes (cis e trans) a
995,15 cm™ (Sousa, 2013).

A analise dos dados de RMN de '3C, associado aos espetros DEPT 90° e 135°, permitiu confirmar a
presenca de um acido carboxilico de cadeia linear com trés duplas ligacdes e um total de dezoitos
sinais de carbono. Destes atomos, um corresponde ao grupo metilo terminal, dez grupos metileno
(um sp?), seis grupos metino correspondentes a trés ligacdes duplas e a um carbono quaternario
(carbono do grupo carboxilico). Entre os sinais observados, destacam-se os sinais a d 179.5 ppm (C-

1) caracteristico do grupo acido carboxilico e a 6 14.3 ppm do grupo metilo terminal.

No espectro de RMN de 'H podemos observar sinais de multipleto a 5,35 ppm; 5,34 ppm; 5,33 ppm
e 5,32 ppm que podem ser caracteristicos dos hidrogénios vinilicos presentes nas ligacoes duplas
conjugadas cis, trans, trans em C-9, C-11 e C-13, respetivamente. Também se observa um tripleto
a 2,78 ppm referente ao hidrogénio do CH2-a-carbonilo, um multipleto a 2,04 ppm referente aos
hidrogénios alilicos, um multipleto a 1,58 ppm referente ao hidrogénio B-carbonilo, bem como um

tripleto a 0,85 ppm, correspondente ao CH3 da cadeia terminal do acido.



Tabela 3.4: Dados espetroscopicos de RMN de 'H e 3C do composto Ms,-8

= Nde  Tiposde  RMNde ’C _ RMNde H@XBo
Carbono carbono (CDC13), &
2 CH, 34,1 2,78 (t, J=6,1 Hz)
3 CH, 24,7 2.04 (dd,
4 CH, 29,0 1,30(m)
5 CH; 29,1 1,29 (m)
6 CH, 29,6 1,29 (s)
7 CH, 29,2 1,23 (s)
8 CH, 34,1 1,58 (m)
9 CH 131,9 5,34 (m)
10 CH 128,3 5,34 (m)
11 CH 128,2 5,34 (m)
12 CH 127,7 5,34 (m)
13 CH 127,1 5,32 (m)
14 CH 130,2 5,33 (m)
15 CH; 29,7 1,23 (m)
16 CH; 29,6 1,29 (t)
17 CH, 20,5 2,31(t)
18 CH; 14,3 0,95 (t, J=7,5 Hz)

Com o auxilio dos dados dos espetros de infravermelho, RMN 'H e '3C, associados aos DEPT 90° e
135°, bem como um conjunto de informacao da literatura (Sousa, 2013), foi possivel confirmar que
o composto identificado é o acido cis,trans,trans-9,11,13-octadecatriendico, usualmente

conhecido por acido a-eleostearico, com a seguinte férmula estrutural (Figura 3.4).

HO

9 1
10 12

Figura 3.4: Formula estrutural do acido a-eleostearico

3
14

Nao foram encontrados na literatura dados que relatem o isolamento deste acido na espécie de

M. senegalensis.
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3.1.2.3. 3-epi-Gloquidiol

Na fracao cromatografica 76-81 de C2-Ms2 foi obtido um o6leo incolor cujo espectro de IV revelou
absorcoes caracteristicas do grupo hidroxilo a 3364,03 cm™, da ligacdo C=C & aproximadamente
1640 cm™, vibracdes simétricas e assimétricas dos grupos metilo entre 2927,30 cm™ e 2856,66 cm"

' e deformacdes dos grupos metileno entre 1455,16 cm™ e 1039,47 cm™ (Canelo, 2013).

A analise dos dados de RMN de '3C, associado aos espetros DEPT 90° e 135°, permitiu confirmar um
triterpeno pela presenca de trinta sinais de carbono. Destes, sete correspondem a grupos metilo
(um sobre ligacdo dupla), dez a grupos metileno (um sp?), sete a grupos metino (dois dos quais s&o
geminais ligados a dois grupos hidroxilo) e seis a carbonos quaternarios um dos quais é sp?. Entre
os sinais observados, destacam-se os sinais a 6 109,4 ppm (C-29) e a 6 150,8 ppm (C-20), que sao
caracteristicos de uma ligacdo dupla presente em muitos dos triterpenos com esqueleto lupano
(Souza et al., 2001), bem como o sinala 6 79,0 ppm (C-1) e a 6 75,8 ppm (C-3) que correspondem

a carbonos ligados a grupos hidroxilos (carbonos oximetinico).

No espectro de RMN 'H foram observados sinais a & 4,66 ppm e 4,54 ppm, atribuidos a atomos de
hidrogénio metilénicos de dupla ligacao terminal do esqueleto, bem como sinais a 6 3,40 ppm e
3,24 ppm caracteristicos de hidrogénios de carbono ligados a grupos hidroxilos. Além disso, foi
possivel observar um duplo tripleto a 6 2,33 ppm (J = 11,0; 5,5 Hz), correspondente ao protao H-
19. Este espetro apresentou ainda sinais de grupos metilo singletos a 6 1,66 ppm; 1,02 ppm; 0,93
ppm; 0,93 ppm; 0,88 ppm; 0,77 ppm e 0,73 ppm que correspondem aos protées H-30, H-26, H-23,
H-27, H-25; H-28 e H-24, respetivamente.
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Tabela 3.5: Dados espetroscopicos de RMN de 'H e 3C do composto Ms,-15

= N°de _ Tposde RMNde 'C _ RMNde H@XBo
Carbono carbono (CDC13), &
) , , J=11.3,4.6 Hz
2 CH, 37,6 1,59 (m)
3 CH 75.8 3.23 (dd, J=12.1, 4.3Hz)
4 C 38,9 --—-
5 CH 53,1 0,56 (dd, 11.3, 2.6 Hz)
6 CH, 18,0 1,58 (m)
7 CH, 34,1 1,36 (m)
8 C 429 =
9 CH 51,5 1,49 (m)
10 C 43,5 -
1 CH, 23,8 1,35 (m)
12 CH; 25,1 1,24 (m)
13 CH 37,6 1,62 (m)
14 d 41,3 .
15 CH, 27,5 1,02 (m)/1,62(m)
16 CH, 35,6 1,47 (m)
17 C 42,9 -
18 CH 48,3 1,30 (m)
19 CH 48,0 2,33 (dt, 11.0, 5.5 Hz)
20 C 150,8 ----
21 CH, 29,8 1,89 (m)
22 CH, 40,0 1,17 (m)/1,36 (m)
23 CH; 27,8 0,93 (s)
24 CH3 15,0 0,73 (s)
25 CH; 12,0 0,88 (s)
26 CH; 16,2 1,02 (s)
27 CHs 14,4 0,93 (s)
28 CH; 18,0 0,77 (s)
29 CH, 109,5 4,54 (dd, 2.5, 1.4 Hz), 4,66 (d, J= 2.4, 1.4 Hz)
30 CH; 19,2 1,66 (s)
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Com auxilio dos dados de RMN 'H e '3C, associado aos DEPT 90° e 135°, as correlacées de HMBC,
bem como a um conjunto de informacado da literatura (Canelo, 2013), foi possivel confirmar que o
composto identificado é o Lup-20(29)-en-1B,3B-diol, sendo conhecido por 3-epi-gloquidiol cuja

formula molecular é C30Hs80 e a sua formula estrutural é:

22

28

N
~

N
3

24

2
Figura 3.5: Estrutura do 3-Epi-gloquidiol.

Este composto ja foi identificado no tronco da espécie Maytenus senegalensis (Canelo, 2013),
contudo nao foi encontrado nenhum relato bibliografico de ter sido isolado nas folhas de Maytenus

senegalensis.

3.2. Atividade biolégica dos extratos brutos de acetona e etanol

Os produtos naturais tem sido uma grande alternativa de estudo a nivel dos fitoquimicos e
farmacéuticos para identificar compostos com capacidade antioxidante (antioxidantes naturais),
pois esses compostos podem ser Uteis para a cura de diversas doencas e ndo so, podendo ainda
substituir os antioxidantes sintéticos presentes em alimentos e produtos farmacéuticos, conforme
citado por (Lucas, 2017). Os extratos de acetona e etanol das folhas de Maytenus senegalensis

foram submetidas a ensaios de atividade antioxidante pelo método de DPPH.
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3.2.1. Atividade antioxidante DPPH

Para avaliar a atividade antioxidante deve-se ter em conta, além dos valores da absorvéncia, a
percentagem de inibicdo (1%) cuja representacao grafica em funcdo da concentracao das amostras
nas células do espectrofotdbmetro é dada pela linearidade da qual se obtém a concentracdo que
fornece 50% de inibicdo (ICs0) permitindo saber o indice de atividade antioxidante (IAA) conforme

a tabela 10.

Como padrao foi usado o Trolox em concentracdo igual a das amostras. No grafico abaixo
apresentamos os resultados dos diferentes parametros da avaliacdo da atividade antioxidante dos

extratos de acetona e etanol de Maytenus senegalensis.

3.2.1.1. Extratos de acetona

Abaixo estao representados os resultados das atividades antioxidante dos extratos de acetona na

qual para cada concentracdo sao efetuados trés ensaios representados por Linear (1), (2) e (3),

respetivamente.
80 7 |y=10.02x+5.2893 [DPPH] = 0,0800 mM
70 - R2=0.9874
60 - y=11.7x-12.41
50 - R2=0.9982
[]
o 40 -
2
< 30 - y=10.243x + 4.7162
* 20 R2=0.9835
10 -
0 gl T T T T T 1
10 0 1 2 3 4 5 6 7
( [Extrato de acetona] ,, cepula (1g/ML)
1 2 3 Linear (1) Linear (2) Linear (3)

Grafico 3.1: Representacao da % | em funcao da [extrato de acetona] para a [DPPH] de 0,0800 mM.

Tabela 3.6: Representacao dos parametros de ICsy e IAA dos diferentes ensaios de extrato de acetona.

arametros Ensaio 1 Ensaio Ensaio Media + Desvio padrao

1Cso . . . .74 +0.51

1AA 4.58 6.53 6.58 5,90+ 114
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60 7 |y=7.3403x+5.525 [DPPH] = 0,1242 mM
2=

50 - R2 = 0.9694 2
3 40 | |y=7.7502x +3.1307 .
2 R2 = 0.9952 N
2 30 - =
= . y=7.9166x +2.8766
38 20 - N R? =0.9972

10 - N

0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
[Extrato de acetona] , ceua (ng/ML)
e 1 2 3 Linear (1) Linear (2) Linear (3)

Grafico 3.2: Representacado da % | em funcédo da [extrato de acetona], para a [DPPH] de 0,1242 mM.

Tabela 3.7: Representacao dos parametros de ICsy e IAA dos diferentes ensaios de extrato de acetona.

arametros nsaio nsaio nsaio édia + Desvio padrao
1AA 7.52 7.50 7.65 7.56 + 0.086
50 7 |y=5.1608x+10.594 [DPPH] = 0,2000 mM
R2 = 0.6965
. 40 1 |- 4.9222x+2.5829
R? = 0.9457
'8.30 - T _—4
2
£ 20 -
32 y =5.6149x - 1.0737
10 - R? = 0.9807
0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
[Extrato de acetona] ., ceiua (pg/mML)
e 1 2 3 Linear (1) Linear (2) Linear (3)

Grafico 3.3: Representacao graficade % | em funcéo da [do extrato de acetona], para & [DPPH] de 0,2000

mM.

Tabela 3.8: Representacao dos parametros de IC50 e 1AA dos diferentes ensaios de extrato de acetona.

arametros nsaio nsaio nsaio edia + Desvio padrao
1AA 7.63 9.42 7.79 8.285+0.993
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3.2.1.2. Extratos de etanol

70 A y=3.1951x+41.433 [DPPH] = 0,0800 mM
60 - R2=0.8718 /
50 ~ /
t§ 40 - PN
L | y=9.4312x-0.8397
’E 30 R2=0.9941
2 20 1 y=10.171x - 4.7906
10 - R?2 =0.9889
O T T T T T T 1
-10 0 1 2 3 4 5 6 7
[Extrato ] naceluta (Hg/ML)
e 1 =2 3 Linear (1) Linear (2) Linear (3)

Gréfico 3.4: Representacao da % | em funcao da [extrato de etanol] para a [DPPH] de 0,0800 mM.

Tabela 3.9: Representacao dos parametros de IC50 e IAA dos diferentes ensaios de extrato de etanol.

arametros nsaio nsaio nsaio edia £ Desvio padrao
CSO 5-39 2-6‘8 53; Z.Zg + I56
1AA 5.03 10.77 4.6 6.8+ 3.44
CUR T LA [DPPH] = 0,1242 mM
50 -
y = 7.4524x +2.0522
40 - R? = 0.9936
30 - y=7.2126x-17.499

R?=0.9793

% Inibicao
N
o

10 T r
0 T T ’ T T T T 1
10 0 2 3 4 5 6 7
-20 -
[Extrato de etanol] ; caua (1g/ML)
e 1 =2 3 Linear (1) Linear (2) Linear (3)

Grafico 3.5: Representacao da % | em funcao da [Extrato de etanol] para a [DPPH] de 0.1242 mM.



Tabela 3.10: Representacao dos parametros de ICsy e IAA dos diferentes ensaios de extrato de etanol.

arametros nsaio nsaio nsaio edia £ Desvio padrao
c50 9-36 6-78 6.23 7.52 4 .6
IAA 3.54 6.46 6.96 5.65+ 1.84
45 [DPPH] = 0,2000 mM
40 Y= 6.3226x+2.7167 ’
R? = 0.9381
35 5.9394x + 0.9297
y=5. x +0.
w3 30 R? = 0.989
225
e y = 4.3893x - 0.4483
£120 RZ = 0.948
® 15
10
5
0
0 1 2 3 4 5 6 7

[Extrato de etanol] ., cetua (0g/mML)

1 2 3 Linear (1) Linear (2) Linear (3)

Grafico 3.6: Representacao da % | em funcao da [Estrato de etanol] para a [DPPH] de 0.2000 mM.

Tabela 3.11: Representacao dos parametros de ICs, e IAA dos diferentes ensaios de extrato de etanol.

1
arametros Ensaio Ensaio Ensaio Media + Desvio padrao

ICso 8.92 11.5 8.26 9.56 + 1.707
1AA 8.20 5.64 8.89 7.58+1.709

Na Tabela 3.12 é apresentado um resumo dos parametros 1Cso e AAl (média + desvio padrao) e é
atribuida a classificacdo da atividade antioxidante para os extratos de acetona, etanol e para os
padrées rutina, trolox e acido galico.

Tabela 3.12: Tabela de parametros para o nivel de atividade antioxidante dos extratos emrelagao aos padroes

utilizados.
xtrato de acetona ,0 1, ,25 20, uito Forte
Extrato de Etanol 7,19 + 1,80 6,68 + 0,68 Muito Forte
Trolox 7,83 + 2,45 6,34 +0,23 Muito Forte
Acido Galico 2,01 + 0,57 23,89 + 1,37 Muito Forte
Rutina 8,14 + 2,14 6,04 + 0,38 Muito Forte
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Apds a determinacdo dos parametros de avaliacao da atividade antioxidante concluiu-se que para
inibir 50% da atividade antioxidante é necessaria uma concentracdao de 6,5 pug/mL de extrato de
acetona e de 7,19 pyg/mL de extrato de etanol, o que os carateriza como extratos com atividade
antioxidante muito forte. Os valores de AAl dos extratos sao superiores aos obtidos para os padroes
Trolox e Rutina, e inferiores ao do acido galico, embora todos os padrdes apresentarem AAI muito
forte uma vez que possuem valores superiores a 2. Portanto os extratos tém maior capacidade
antioxidante que os padroes Trolox e Rutina e menor em relacdo ao acido galico, sendo o extrato
de etanol aquele com maior capacidade entre os extratos analisados, conforme esta ilustrado no
grafico 3.7.

comparacao dos extratos / Padrdes

30
25
20
15
10
| N
0 - =
IC50 pug/mL AAI
Extrato de acetona Extrato de Etanol Trolox ™ Acido Gélico ™ Rutina

Grafico 3.7: Comparacao dos resultados da capacidade antioxidante dos extratos de acetona e etanol em

relacao os padroes utilizados.

Estudos realizados por Wichi, 1998, confirmam a exibicao de atividade antioxidante em extratos
polares das folhas de M. senegalensis (H.P. Wichi, 1998), assim como no trabalho de Jawel et al,
2015 foi determinada a atividade antioxidante pelo método de DPPH em extratos de metanol,
acetato de etilo e acetona das folhas de M. senegalensis colhidas na aldeia de Dangargoon em
Ahmednagar na india, cujos ICso, foram de 21,6 ug/ml, 14,586 pg/ml e 35,41 pg/ml, respetivamente
(Jaiwal1, Shaikh,, Kulkarni, & Tak, 2015).

A partir destes resultados é possivel confirmar que os estudos realizados com a mesma parte da
planta, recolhida em lugares diferentes, apresentam as mesmas conclusées, contudo os extratos
de acetona da planta recolhidas na india possuem maior 1Cs0, 0 que quer dizer que possui menor

capacidade antioxidante, em relacao a MS recolhida em Angola.
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Capitulo 4. Conclusdes e perspetivas futuras

As plantas medicinais constituem uma base da medicina tradicional mundial, em geral, e em
particular na medicina Africana. O uso de plantas para o tratamento de diversas doencas em Angola
tem-se intensificando cada vez mais, devido a escassez de recursos financeiros das comunidades
em geral. Pelo uso excessivo e sem conhecimentos cientificos dos terapeutas, algumas plantas tém
causado danos nas populagdes utentes. Portanto, a solucdao destes problemas pode ser diminuida
com o conhecimento das plantas e o desenvolvimento das investigacoes cientificas. Neste trabalho
de investigacdo foi realizada a extracao e identificacdo de compostos quimicos do extrato de n-
hexano das folhas de Maytenus senegalensis, uma importante planta na medicinal tradicional, e a
determinacao das atividades antioxidantes pelo método de DPPH dos extratos de acetona e etanol.
A atividade antioxidante do extrato de n-hexano nao foi realizado, uma vez que o método nao era

adequado devido ao solvente utilizado para preparar as solucoes.

Com a utilizacdo de técnicas cromatograficas e espectroscopicas foi possivel identificar um total
de cinco composto nas duas recolhas efetuadas, nomeadamente, a Friedelin, a B-Amirina e o B-
Sitosterol, o acido a-eleostearico e o 3-epi-gloquidiol. Embora ja tenham sido realizados varios
estudos sobre esta planta, nao foram encontrados dados publicados de estudos de identificacao de
compostos quimicos e de atividades biologicas em extratos das folhas de Maytenus senegalensis,
recolhida em Humpata, Angola.

No estudo da atividade antioxidante, os resultados indicaram uma capacidade antioxidante forte
dos extratos de acetona e etanol em comparacao com os padroes Trolox e Rutina e uma atividade

fraca em relacdo ao padrdo acido galico. Dos extratos analisados o extrato de etanol apresentou a
maior capacidade antioxidante.

Achamos que seria pertinente para futuros estudos, isolar e identificar os compostos presentes
nesses extratos para realizar os estudos dos compostos responsaveis pela forte atividade
antioxidante que apresenta.

Pela importancia medicinal desta planta no sul de Angola para a cura de diversas enfermidades,
além do estudo da atividade antioxidante deveriam ser estudados outras atividades bioldgicas.

Desde ja, é lancado o desafio para os futuros estudantes de Quimica Medicinal.
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Anexos

Sao apresentados os dados das diferentes cromatografias efetuadas no estrato de n-hexano das

folhas de Maytenus senegalensis.

Tabela 2.3A: Descricao das fracdes cromatograficas dos extratos de hexano obtidos das folhas de Ms; parte

solivel em metanol

N® Fracoes Peso dos Peso dos % Polaridade Hex-
com Produto (mg) Produto (mg) AcOEt

_
26- 28 0,164 164 5,465 /1

2
3 29 0,009 9 0,30 /1
4 30-37 0,074 74 2.456 /1
5 38 0,453 453 15.09 /1
6 39 0,837 837 27,89 /1
7 40 0,207 207 6,897 8:2
8 41 0,107 107 3.565 /1
9 42-45 0,139 139 4,63 /1
10 46 0,020 20 0,666 /1
11 47 0,015 15 0,50 /1
12 48-53 0,145 145 4,83 7:3
13 54 0,003 3 0.099 /1
14 55 0,004 4 0,133 /1
15 56-59 0,011 11 0,366 /1
16 60 0,004 4 0,133 6:4
17 61 0,001 1 0,033 /1
18 62-64 0,038 38 1,266 /1
19 65-70 0,0066 6,6 0,220 /1
20 71-74 0,062 62 2,06 /1
21 75 0,0017 1,7 0,056 /1
22 76-80 0,062 62 2.06 /1
23 81-84 0,004 4 0,133 /1
24 85-86 0,0283 28,3 0,94 /1
25 87-88 0,0118 11,8 0,39 /1
26 89-90 0,095 95 3,166 /1
27 91-101 0,248 248 8,264 5:5
28 102 0,224 224 7,464 /1
29 103-104 0,021 21 0,70 /1
30 105 0,015 15 0,50 /1
31 106-107 0,0100 10 0,333 /1
32 108 0,0042 4,2 0.14 /1
33 109-112 0,012 12 0,40 /1

Total 3,001 3001 100
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Tabela 2.4A: Descricao das fracdes cromatograficas dos extratos de hexano obtidos das folhas de Ms; parte

solivel em metanol

|
N° Fracoes Peso dos Peso dos % Polaridade Hex/AcOET

b

O 0 N o0 U NN

W W W W w W W wWw W NN NNNNNDNNNDN®=2=S@Q2Q @Q @ 2 a2 Qa
X N O U AW N = O Y 0 N O U M WIN = OO0 0o NO U M W N = C

Total

com

40
41
42
43
44
45
46-47
48
49-51
52-56
57-65
66-71
72-75
76-81
82-83
84-88
89
90-92
94
97-99
100-103
104
105-107
108
109-111
112-114
115-116
117-118
119
120
121-123
124
125-128
129-131
132
133-135
136

Produtos (g)

0,033
0,2526
0,3272
1,4697
0,5524
0,2443
0,1734
0,0404
0,0707
0,0714
0,022
0,0296
0.0218
0,044
0,019
0.034
0,0163
0.0563
0,0035
0,0197
0,0077
0,0034
0,007

0,03
0,037
0,0107
0.0056
0,0059
0.0489
0,0062
0,004
0,004
0,0045
0,007
0,005
0,2208
0,0041

0,003905

produtos

33
252,6
327,2

1.469,7
552,4
244,3
173,4
40,4
70,7
71,4

2
29,6
21,8

44

19

34
16,3
56,3

3,5
19,7
7,7
3,4
7,0
30
37
10,7
5,6
5,9
48,9
6,2
40
40
45
7,0
5,0
220,8
41
3.905

0,084
6,469
8,379
37,64
14,146
6,256
4,44
1,035
1,810
1,828
0,563
0,758
0,558
1,127
0,486
0,87
0,417
1,434
0,089
0,50
3
0,087
0,179
0,768
0,947
0,274
0,14
0,15
1.15
0,159
0,102
0,102
0,115
0,179
0,128
5,65
0,105
97,6

8:2
1/
1/
1/
1/

7:3
1/
1/
1/
1/

6:4
1/
1/
//
1/

5:5
1/
1/
1/
1/
1/
1/
1/
/1l
1/

100%
1/
1/
1/
1/
1/
1/
1/
1/
1/
/1l
1/
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Tabela 2.5A. Cromatografia de Coluna da Frac¢do n°7 de C;MS;-Hex

|
N° Fracoes Peso dos Peso dos % Polaridade
com Produtos (8)  produtos Hex/AcOET

00—}

2 2 0,003 3 1,496 /1
3 3 0,0022 2,3 1.147 /1
4 6 0,0008 0,8 0,399 /1
5 8 0,002 2 0,997 /1
6 12 0,0008 0,8 0,399 /1
7 15 0,0006 0,6 0,299 6:4
8 24 0,057 57 28,43 /1
9 30 0,0085 8,5 4,239 /1
10 31 0,0349 34,9 17.41 5:5
11 32 0.0454 45,4 22,64 /1
12 33 0,0045 4,5 2,244 7
13 34 0,0068 6,8 3.391 /1
14 35 0,0043 4,3 2,145 10
15 36 0,0030 3 1,496 7
16 37 0,0043 4,3 2,145 /1
17 38 0,0021 2,1 1,047 /1
18 39 0,0032 3,2 1,596 /1
19 40 0,0046 4,6 2,294 /1
20 41 0,0015 1,5 0,748 /1
2 42 0,002 2 0,997 /1
22 45 0,001 1 0,498 /1
23 46 0,001 1 0,498 /1
24 47 0,001 1 0,498 7
25 56 0,003 3 0,498 /1

Total 0,2005 200,5 99,9



A seguir estao apresentados os resultados da analise espetroscopicas efetuadas no extrato de n-

hexano das quais foram identificados cinco compostos puros.
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Figura 3.1A: Espectro de Infravermelho do composto identificado como: Friedelin
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Figuras 3.1B: Espectro de RMN de 'H,para amostra C-Ms;-4 (Friedelin)
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Figura 3.2B: Espectro de RMN de 'H para amostra C1-Ms;-5 (B-amirina)

3.5 3.0 2.5 2.0

722,52

6000

5500

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

r-500



22022018-jrodilla.15-fid
EC1,MS1-5

- 4000

2000

- -2000

- -4000

- -6000

= -8000

T T T T T T

170 160 150 140 130 120
22022018-jrodilla.14.fid
EC1,MS1-5

Y TN

T
110

-

=2000

1000

T T T T T
170 160 150 140 130
22022018-jrodilla.13-fid
EC1,MS1-5

T
120

— 145.18
—121.72

(T _——

110

T T
100 920
f1 (ppm)

79.05
55.18
47.64 0 |
4.3 °

8.

7

79

|

oo

. " " N )

11'2 12000
...... 11000
10000
9000
- 8000
7000
- 6000
5000
4000
3000
2000

1000

-0

T T T T
170 160 150 140 130 120

T
110

100 90 80 70 60 50 40 30
f1 (ppm)

Figura 3.2C: Espectro de RMN de '3C associado ao DEPT 90 e 135° para amostra C1-Ms;-5 (B-amirina)
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Figuras 3.3A: Espectro de RMN de 'H para amostra C1-Ms;-7 (B-Sitosterol)
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Figura 3.3B: Espectro de RMN de 3C associado ao DEPT 90 e 135° para amostra C1-Ms;-7 (B-Sitosterol)
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Figuras 3.4C: Espetro de RMN de '3C associado ao DEPT 90° e 135° para amostra C.-Ms,-8
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Figura 3.5A: Espectro de Infravermelho para amostra de C,.Ms,-15 (3-Epi-gloquidiol)
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Figura 3.5B: Espetro de RMN de 'H para amostra C; Ms,-15 (3-Epi-gloquidiol)
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Figura 3.5C: Espetro de RMN de "3C associado ao DEPT 90° e 135° para amostra C.Ms,-15
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