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Resumo

As plantas medicinais sao o recurso de salde mais acessivel e disponivel para grande
parte das comunidades no mundo, principalmente em Africa onde a rede de salde é bastante
deficiente. A presente investigacao centra-se na identificacao de compostos quimicos da planta
Phyllanthus welwitschianus. As folhas da planta com que se fez o estudo, foram recolhidas na
localidade da Umpata, provincia da Huila em Angola, onde a populacdo utilizam-nas para

tratamento de feridas.

O material vegetal foi macerado e exaustivamente extraido a temperatura ambiente
com metanol, posteriormente procedeu-se ao fracionamento de uma amostra do extrato de
metanol. Essa amostra foi fracionada com mistura de varios solventes de polaridades
crescentes, resultando em dez fracdes, das quais, em trés delas isolaram-se trés compostos:

tetracos-1-eno, B-sitosterol e sacarose.

O tetracos-1-eno foi isolado a partir da fracdo hexano/acetato de etilo 9:1, o B-
sitosterol foi isolado a partir da fracao hexano/acetato de etilo 1:1, e a sacarose isolada a partir
da fracdo de acetato etilo/metanol 1:1, os compostos foram caracterizados por métodos
espectroscopicos de IV, RMN 1D e 2D. Estes resultados foram comparados com os referenciados
na bibliografia, confirmando que os compostos B-sitosterol e sacarose, ja tinham sido

identificados no mesmo género.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Phyllanthus welwitschianus, Avaliacdo da composicao

quimica



Abstract

Medicinal plants are the most accessible and available health resource for most
communities in the world, especially in Africa where the health care network is quite deficient.
The present research focuses on the identification of chemical compounds of the plant
Phyllanthus welwitschianus. The leaves of the study plant were collected in Umpata, Huila
province in Angola, where the population used them to treat wounds.

The plant material was macerated and exhaustively extracted with methanol at room
temperature. A sample of the methanol extract was f fractionated with a mixture of several
solvents of increasing polarities, resulting in ten fractions, of which three compounds were
isolated: tetracos-1-ene, B-sitosterol, and sucrose.

Tetracos-1-ene was isolated from the 9:1 hexane/ethyl acetate fraction, B-sitosterol
was isolated from the 1:1 hexane/ethyl acetate fraction, and sucrose was isolated from the 1:1
ethyl acetate/methanol fraction, the compounds were characterized by spectroscopic methods
namely IR, 1D and 2D NMR. These results were compared with those referenced in the
literature, confirming that B-sitosterol and sucrose had already been identified in the same

genera.

Key words: Medicinal plants, Phyllanthus welwitschianus, Evaluation of the chemical
composition
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Capitulo | - Introducao

1.1 - Plantas Medicinais

As plantas medicinais sao, e sempre foram importantes para a vida do homem, pois,
serviram desde a existéncia do homem primitivo para a prevencao e cura de certas doencas.
Estudos mostram que, para além de servirem para a prevencdo e cura de doencas, eram
utilizadas para uso em tradicdes e nas diferentes culturas dos povos (Lee et al., 2013). Estudos
feitos por Siddiqui et al. (2017), dao conta que grande parte da populacao mundial esta cada vez

mais dependente da medicina alternativa.

Outrossim, os autores afirmam que, sao utilizadas para fins medicinais mais de 30%
de espécies de plantas. E do conhecimento comum, que a utilizacdo dos vegetais como
componente medicinal, antecede o surgimento da ciéncia, todavia, ndo se tem com precisao o
periodo do inicio e da descoberta da sua utilizacdo para fins terapéuticos, nem tao pouco a
distincao das propriedades das plantas que curavam ou preveniam algumas doencas. Talvez seja
por tentativas ou experimentacao dos homens antigos na tentativa de curar certas doencas que
foram adquirindo conhecimentos, e, que este legado passou a ser transmitido de geracao em
geracao. O ser humano sempre buscou na Natureza a cura para as suas diversas enfermidades.
Através do conhecimento e uso popular das plantas medicinais, em comparacdo com os seus
efeitos (positivos),e com o desenvolvimento da ciéncia e da medicina, os investigadores
procuram o conhecimento profundo das propriedades de plantas medicinais utilizadas
inicialmente pelos homens primitivos (Awasthi et al., 2015; Duong et al., 2017; e Siddiqui et
al., 2017). A este respeito, um estudo feito por Duong e seus colaboradores (2017) na Tailandia
mostra que cerca de 500 medicamentos tém como base plantas medicinais, as mesmas sao
utilizadas no tratamento de doencas sobre insuficiéncia cardiovascular, diabetes, cancro, entre

outras.

Hoje, apesar da evolucdo da medicina moderna, existem ainda individuos que
recorrem a medicina tradicional, o que justifica a sua importancia, dando lugar a continuidade
no descobrimento de mais plantas medicinais (Yuandani et al., 2016; Siddiqui et al., 2017).
Devido aos seus constituintes bioativos e rica fonte de farmacos, as plantas medicinais tém sido
uma fonte preponderante na cura de varias doencas podendo ser a origem de novos
medicamentos (Lee et al., 2013 e Yuandani et al., 2016). De acordo com Awasthi et al. (2015),
as plantas medicinais, estao cada vez mais a ganhar espaco, tendo em conta os seus inimeros

beneficios para a salde humana, assim como na concecao de farmacos.

As plantas medicinais sempre foram objeto de estudo na tentativa de descobrir
novas fontes de obtencdo de principios ativos, que sao os responsaveis por uma acdo
farmacoldgica ou terapéutica. Portanto, é importante que se dé a continuidade da exploracdo

e uso das plantas medicinais como fonte de varios farmacos, pois que elas contém um conjunto



de ingredientes ativos suscetiveis de contribuir na producao de peptideos e proteinas (Accorsi,
2000; Fan et al., 2014; Pereira et al, 2016 e Siddiqui et al., 2017).

Tendo em conta o rapido crescimento populacional, e a coexisténcia de varias
doencas, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) tem trabalhado bastante na identificacao de
quase todas as plantas medicinais existentes, de modo a responder a demanda da satde mundial.
Um dos avancos incide na criacdo do Regulamento de Produtos de Saude Natural do Canada, que
autoriza a promocao e uso de produtos naturais, para o combate da diversidade de doencas, uma
vez que varios estudos comprovaram a eficiéncia das plantas medicinais na cura de doencas
quer infeciosas ou nao (Mukhtar et al., 2008). Dados fornecidos pela Organizacao para a
Alimentacao e Agricultura (FAO) dao conta que 52 885 de um total de 422 000 espécies de plantas
foram identificadas e utilizadas para combate de varias doencas (Schippmann et al., 2002). Por
outro lado, a OMS refere que cerca de 80% destas plantas, servem para atender a grande parte

das necessidades de cuidados médicos da populacao mundial (Mukhtar et al., 2008).

1.1.1 - Plantas Medicinais em Africa

As plantas medicinais no continente africano tém uma longa historia tanto de uso, bem
como na transmissao de conhecimentos tipicamente tradicionais, no seio dos membros da familia
de geracao em geracao (Rukangira, 1998; Da Silva et al., 2011 e Mahomoodally, 2013). Cerca de
90% da populacdo africana depende da medicina tradicional, motivada também, pela
insuficiéncia de recursos para pagar um tratamento médico moderno e eficaz (Mahomoodally,
2013).

De acordo com Rukangira (1998), os governos devem apoiar as instituicoes de maneira a
promover e potencializar as indistrias de plantas medicinais disponibilizando verbas. Para tal

deve-se ter em contas as seguintes medidas:

inventario e documentacao das diversas plantas medicinais, que sdo usadas para tratar doengas

comuns em cada pais;

criacdo de uma rede de laboratorios e fabricas piloto com instalacbes adequadas para a

avaliacao da eficacia das plantas medicinais;

estabelecimento de normas de dosagem e producao dos extratos de plantas medicinais mais

eficazes em qualquer formulacado farmacéutica;

a conservacao e producao de plantas medicinais, em jardins comunitarios, deve ser priorizada,
juntamente com outras opc¢des de conservacao e incentivos de mercado para a preservacao de

plantas medicinais essenciais.

Para que seja possivel a concretizacao destas medidas, em paises africanos, teria que
haver um registo oficial de medicamentos a base de plantas reconhecido e regulamentado, algo
que ainda nao esta bem estabelecido (Da Silva et al., 2011). Mesmo em paises onde a medicina

tradicional é utilizada por cerca de 80% das pessoas ndo existe um orcamento adequado que

2



possibilite o funcionamento do Comité de Medicina Tradicional que normalmente é inadequado
ou inexistente. Existe, portanto a necessidade de formular e desenvolver politicas e legislacdo

nacionais e regionais em termos de comércio e acesso a esses recursos (Da Silva et al., 2011).

Em Angola podemos encontrar cerca de 235 espécies de plantas medicinais classificadas,
dentre estas 40 sao frequentemente utilizadas para medicina tradicional para acudir as
necessidades da populacao em doencas como malaria, diarreia, gripe entre outras. Mesmo sendo
os terapeutas tradicionais os principais prestadores de cuidados para populacao, nao estao
integrados no programa nacional de cuidados intensivos e nem existe nenhuma legislacao ou

programa que regimente a pratica da medicina tradicional (Vasisht et al., 2004).

1.1.2 - Familia, género e espécies da Phyllanthus

Tradicionalmente a familia Euphorbiaceae é composta por 334 géneros, 11 subgéneros
e mais de 8 000 espécies, podendo ser encontrada principalmente em regides cujo clima é
tropical, integra arvores, arbustos, ervas e trepadeiras, as vezes suculentas (Stefanowicz-
Hajduk et al., 2016; Mao et al., 2016; Kumar et al.,2017; Komlaga et al., 2017 e Duong et al.,
2017).

Cientificamente de acordo com os estudos feitos pelo Grupo de Filogenia de
Angiospermas (APG Il 2003), foi dividida em quatro novas familias e suas respetivas subfamilias,
conforme a descricdo a seguir: Euphorbiaceae sensu stricto, compreende as subfamilias
Euphorbioideae, Crotonoideae e Acalyphoideae; Phyllanthaceae, incluindo os Phyllanthoideae;
Picrodendraceae, incluindo Oldfieldioideae e Putranjivaceae compreendendo Drypetes Vahl e
Putranjiva Wall. Os diversos resultados mencionados atras sobre a classificacdo da familia
Euphorbiaceae, mostram evidéncias que a complexidade e elevado nimero de géneros desta

familia, sdo necessarios mais estudos morfoldgicos e anatéomicos (Secco et al., 2012).

1.1.2.1 - Género Phyllanthus

Phyllanthus é um género da familia Euphorbiaceae constituido aproximadamente por
cerca de 750 espécies e 11 subgéneros, podendo ser encontrado em regides tropicais e
subtropicais do mundo. Este género é composto por arvores, arbustos, semi-suculentas, e ervas

anuais (Duong et al., 2017).

Pelo seu elevado valor medicinal e tradicional, e pelas suas iniUmeras propriedades
curativas para diversas enfermidades que afetam as populagoes, o género Phyllanthus tém sido
usado ha varios anos, existindo relatos de estudos botanicos, fitoquimicos e farmacoldgicos para
tratamento do cancro, obesidade e doencas cardiovasculares (Kumar et al., 2017; Chongsa et
al., 2014). Por exemplo: as sementes sao usadas como laxantes, para alivio da dor de ouvidos,
bronquite, tonico para o figado (Hossen et al., 2015); as folhas sdo utilizadas como

diaforético, expetorante (Khatoon et al., 2006); as raizes sao usadas como antidoto para o



veneno de vibora, e para combater febres altas; as cascas do caule sdo usadas para tratamento
das febres menstruais, bem como, alivio da dor de cabeca causada pela hipertensao (Leeya et
al., 2010 e Chongsa et al., 2014).

0 género Phyllanthus é uma excelente fonte de compostos fenolicos, alcaloides (Kumar
et al., 2017); terpendides (Fan et al., 2014 e Kumar et al., 2017), lignanos, flavonoides (Shen
et al., 2008), e taninos que funcionam como agentes de protecao, toxinas naturais de animais
e pesticidas contra organismos invasores (Shen et al., 2008). Este género contém espécies com
propriedades antivirais (Tan et al., 2013), antibacterianas, antiamnésicas, antillcerantes, anti-
hepatotoxicas (Kumar et al., 2017), anticarcinogénicas, anti-HIV (Lee et al., 2013),
antioxidantes (Shen et al., 2008), anti-inflamatérios, anti-alodinamicas, bem como

antiproliferativas (Sousa et al., 2007 e Mao et al., 2016).

Em Africa muitas tribos utilizam plantas do género Phyllanthus para tratar a malaria,
febre e feridas. Sendo a Phyllanthus muellerianus o género mais utilizado em Africa. No Gana
e Camaroes, a casca do caule é utilizada para o tratamento de feridas e tétano. Na Zambia, na
Nigéria e na Costa do Marfim, as folhas e a raiz sdo aplicadas como remédio para combater a
febre. No Quénia, a planta é usada para curar doencas sexualmente transmissiveis (Mao et al.,
2016). Entretanto as plantas inteiras de P. muellerianus e P. reticulatus sao frequentemente
utilizadas para o tratamento da malaria. No mapa da Figura 1, podemos constatar os paises em
que se encontra o género Phyllanthus e os principais 6rgaos em que a planta pode tratar (Mao
etal., 2016).

Figura 1- Mapa da utilizacao tradicional da Phyllanthus em diferentes paises. As varias cores apresentadas
no mapa representam o nimero de plantas usadas, tradicionalmente, em diferentes paises: o vermelho,
laranja, amarelo, verde, azul e purpura representam quinze, oito, cinco, trés, dois e um tipo de plantas
usadas, respetivamente. Apresenta-se, também, os 6rgdos do corpo humano, onde incide a acao

terapéutica do género Phyllanthus (Mao et al., 2016).

Na Asia, plantas do género Phyllanthus sao utilizadas para tratar doencas do sistema
digestivo, na América do Sul, sdo usadas para tratar doencas do sistema urinario, e na Africa,

servem para tratar a malaria e feridas (Mao et al., 2016).



Como ja foi referido anteriormente, o género Phyllanthus é constituido por cerca de
750 espécies, porém, para o presente estudo foram escolhidas as espécies mais estudadas:
Phyllanthus emblica, Phyllanthus fraternus, Phyllanthus amarus, Phyllanthus acidus,

Phyllanthus niruri, Phyllanthus urinaria e Phyllanthus welwitschianus.

1.1.2.1.1 - Phyllanthus emblica L.

A espécie Phyllanthus embilica L. é uma arvore caducifélia que tem origem nas zonas
tropical e subtropical da China, india, Indonésia e Malasia, podendo alcancar 3 a 8 metros de
altura, no inicio da fase do florescimento, a planta apresenta-se com folhas pouco
desenvolvidas e densamente florida, mais adiante, apresenta menos flores e folhas mais
desenvolvidas (Liu et al., 2008). Os seus frutos sao muito consumidos pela populacao nativa,

pelo seu excelente sabor (Liu et al., 2008).

Estudos realizados concluiram que a planta possui as seguintes atividades biologicas:
anticancerigena, anti-inflamatoria, hipoglicémica, hepatoprotetora, antimicrobiana,

hipolipemiante, (Liu et al., 2008) e antioxidante (Kumaran et al., 2006; Liu et al., 2008).

Segundo Kumaran et al (2006), a P. embilica, tem sido utilizada ha muitos anos na
medicina tradicional para tratamento de doencas como hemorragia, ictericia, dispepsia e
diarreia. Os seguintes compostos foram isolados do fruto desta planta: 1-0-galoil-B8-D-glucose e

acido galico (Fig. 2 e 3).
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Figura 2 - Estrutura da 1-0O-galoil-B-D-glucose isolada da P. emblica (Variya et al., 2016).

HO

HO OH

HO

Figura 3 - Estrutura do acido galico isolado da P. emblica (Variya et al., 2016).



1.1.2.1.2 - Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn

A Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. é uma planta herbacea distribuida na maior
parte dos paises de clima tropical ou subtropical da Africa, Asia e América do Sul (Roengrit et
al., 2015 e Yuandani et al., 2016). E um arbusto capaz de alcancar uma altura entre 10-60 cm,
possui um caule cilindrico e folhas de forma eliptica. E tradicionalmente conhecido por
“Bhuiamlki” na india “quebra pedra” no Brasil e nos Estados Unidos da América (Pereira et al.,
2016).

Estudos feitos por varios cientistas dao conta que a P. amarus é rica em compostos
como: alcaloides, lignanos, flavonoides, polifendis, taninos hidrolisaveis (Roengrit et al., 2015
e Yuandani et al., 2016), filanina (Sundarametal., 2016; Yuandani et al., 2016 e Pereira et al.,
2016), hipofilantina (Pereira et al., 2016), lintetralina (Sundaram et al., 2016), nirtetralina,
nirantina e filtetralina (Yuandani et al., 2016 e Pereira et al., 2016), saponinas, terpenoides
(Awasthi et al., 2015), triterpenos, esterdis, oleos volateis, acido protocateclico, kaempferol

e quercetina (Kumar et al., 2015), hipofilina, corilagina e acido galico (Yuandani et al., 2016)

A P. amarus apresenta propriedades antibacterianas (Srivastava et al., 2013 e Sundaram
et al., 2016), antidiabéticas (Pereira et al., 2016 e Srivastava et al., 2013), antivirais (Pereira
et al., 2016), anti-inflamatdrias e anticoncetivas (Roengrit et al., 2015; Yuandani et al., 2016
e Pereira et al., 2016), anticolesterolémicas, anticrustaceos (Srivastava et al., 2013),
hepatoprotetoras (Pereira et al., 2016), antimalaricas (Yuandani et al., 2016), anticancerigenas
(Srivastava et al., 2013 e Pereiraetal., 2016); diuréticas (Srivastava et al., 2013), antioxidantes
(Roengrit et al., 2015 e Pereira et al., 2016), anti-hiperglicémicas e anti-hipercolesterolémicas
(Kumar et al., 2015), anti-hepatotoxicas (Srivastava et al., 2013 e Sundaram et al., 2016),
antimutagénicas, antiliticas e hipoglicémicas (Sundaram et al., 2016), analgésicas (Roengrit et
al., 2015).

Tendo em conta as propriedades da P. amarus ela é bastante utilizada na medicina
tradicional para o tratamento de hepatites, diabetes, diarreia, ictericia, infecdes bronquicas,
feridas, inchacos, prurido, problemas gastricos e problemas cardiovasculares (Yuandani et al.,
2016), problemas do figado, problemas genito-urinarios (Sundaram et al., 2016), pedra nos rins,
gripe, problemas inflamatorios, problemas de infertilidade e problemas do ciclo menstrual
(Awasthi et al., 2015). Estudos efetuados por Kassuya et al. (2005) demonstraram que a
nirantina € o composto com maior acao anti-inflamatoéria na P. amarus, estudos desenvolvidos
por Chowdhury et al (2012) verificaram que a mesma substancia tem uma grande atividade
antilesmanial. Verificou-se que a filantina tem um poder antioxidante e é um melhor

hepatoprotetor que o extrato de P. amarus a baixas concentracoes (Krithika et al, 2009).

Apresentam-se de seguida as estruturas de dois compostos isolados da P. amarus:

nirantina e filantina (Figura 4 e 5).
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Figura 4 - Estrutura da nirantina isolada da P. amarus (Pereira et al., 2016)
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Figura 5 - Estrutura da filantina isolada da P. amarus (Pereira et al., 2016).

1.1.2.1.3 - Phyllanthus niruri L.

A Phyllanthus niruri L. é uma planta herbacea anual, que se encontra
fundamentalmente em regides ou florestas tropicais e subtropicais do mundo (Ifeoma et al.,
2013 e Liu et al., 2014). Em estudos realizados a esta planta verificou-se que ela contém:
filantina (Ooi et al., 2015),tirosina, octacosano, tetratetracontano (Giribabu et al., 2017),
nirantina (Liu et al., 2014), limoneno, p-cimeno (Ifeoma et al., 2013), lupeol (Shanbhag et al.,
2010 e Ifeoma et al., 2013), apresentando propriedades anti-inflamatorias (Giribabu et al.,
2017), antivirais, anti-hepatite B (Liu et al., 2014), antibacterianas, antioxidantes (Giribabu et
al., 2017), hepatoprotetoras, hipoglicémicas, hipotensoras (Liu et al., 2014), bem como
propriedades antidiabéticas (Liu et al., 2014 e Giribabu et al., 2017).

Fruto da diversidade de propriedades, esta planta, leva muitos povos a utilizarem-
na no combate de varias doencas. No Sul e sudeste da Asia por exemplo, a planta tem sido
utilizada no tratamento de bronquite, anemia, lepra e asma (Karuna et al., 2009). Na medicina
chinesa a P. niruri serve para curar lesbes do figado (Wang, 2000). No Brasil ela é

tradicionalmente conhecida como “Chanca Pietra” ou “quebra pedras” e usada para tratamentos



de calculos renais ou ureterais (Calixto et al., 1998). A planta é um forte protetor do rins contra
a formacéo de calculos, com capacidade de modificar a composicao da pedra nos rins, podendo
assim tornar mais facil a sua dissolucao, serve ainda de inibidor do crescimento de cristais de
urato (Calixto et al., 1998). As suas partes aéreas secas sdo utilizadas na Tailandia para
estimular apetite e combater a malaria (Ifeoma et al., 2013 e Giribabu et al., 2017). Estudos
realizados por Ooi et al. (2015) comprovaram cientifica e clinicamente que a P. niruri é
elemento fundamental para a protecao, limpeza, desintoxicacao e tratamento de doencas do
figado, por exemplo a hepatite e hepatocarcinoma. Verificou-se também que, a sua atividade
hepaprotetora é consequéncia da sua composicao maioritaria em filantina, suscetivel de atuar
sinergicamente com os outros compostos na decoccao. Apresentam-se a seguir as estruturas de

dois compostos isolados da P. niruri: filtetralina e hipofilantina (Figura 6 e 7).

Figura 6 - Estrutura da filtetralina isolado da P. niruri (Murugaiyah et al., 2009).

HaCO

OCHj

Figura 7 - Estutura da hipofilantina isolada da P. niruri e P. fraternus (Murugaiyah et al, 2009 e Khatoon
et al, 2006).

1.1.2.1.4 - Phyllanthus fraternus G. L. Webster

A Phyllanthus fraternus G. L. Webster, € uma erva anual podendo ser encontrada em
regides quentes. Estudos mostram que ela é originaria do Paquistdo e do Oeste da india, porém

pode ser encontrada também em algumas regides da Africa, cujo clima é tropical exceto em
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zonas humidas. E uma erva mondica, podendo atingir até 45 cm de altura. (Oudhia, 2008;
Sebastian et al., 1999)

A P. fraternus apresenta na sua composicao nirantina (Fig. 5), nirtetralina, hipofilina (Fig.
7) e filtetralina (Fig. 6) (Sebastian et al., 1999), filantina (Fig. 4) (Secco et al., 2012),
alorescurinina, ent-norsecurinina, nirurina e bubibialina (Komlaga et al., 2017). Esta
composicao, faz com que a P. fraternus tenha propriedades antiplasmodiais (Komlaga et al.,
2017) e hipoglicémicas (Sebastian et al., 1999).

De forma geral as folhas frescas e raizes sao bastante usadas na medicina tradicional,
para varios fins tendo em conta as suas propriedades (Komlaga et al., 2017). Em Africa
especificamente na Costa do Marfim é usada para facilitar o parto e combate de edemas em
mulheres gravidas, bem como para tratamento de dores da coluna vertebral. No Sudao serve
para tratar disenteria, gonorreia e hidropisia. No Gana, a P. fraternus é utilizada em tratamento
da malaria, alivio dos espasmos, infecdes da pele e febre. Na india a P. fraternus é misturada
com outras espécies de Phyllanthus obtendo-se um preparado tradicionalmente conhecido por
”Bhumyamlaki”, que serve para o tratamento da ictericia, bronquite, asma, lepra, anemia,
doencas venéreas, problemas do trato genito-urinario, andria, biliosidade e doencas venéreas
(Oudhia, 2008). De forma isolada, os frutos, folhas, raizes e seiva sao usados no tratamento de
Ulceras, feridas, sarna, micoses, problemas de pele, malaria (Oudhia, 2008 e Komlaga et al.,
2017), ictericia, contusdes e conjuntivite (Oudhia, 2008; Sebastian et al., 1999 e Patel et al.,
2014).

CH,OCH,
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Figura 8 - Estrutura da nirtetralina isolada da P. fraternus (Huang et al., 2003).

1.1.2.1.5 - Phyllanthus acidus (L.) Skeels

A Phyllanthus acidus (L.) Skeels € uma pequena arvore, que se encontra nas regioes de
clima tropical, podendo estar distribuida em quase toda parte do mundo, naquelas zonas cujo
clima seja favoravel. Os estudos sobre a planta verificaram que é muito frequente na Tailandia

onde tradicionalmente é conhecida como Otaheiti Gooseberry, Star Gooseberry ou “Mayom”.



Encontra-se também em Porto Rico, conhecida como groselha do Taiti ou donzela; na Jamaica
como “jimbilin”, no norte das Filipinas é designada como ”Karamay” ou simplesmente groselha
(Sousa et al., 2007; Leeya et al., 2010; Chongsa et al., 2014; Hossen et al., 2015 e Duong et al.,
2017).

A P. acidus na sua composicao quimica contém: adenosina, kaempferol (Leeya etal., 2010
e Chongsa et al., 2014), acido hipogalico (Chongsa et al., 2014; Hossen et al., 2015 e Duong et
al., 2017), quercetina (Sousa et al., 2007), acido cafeico, acido 5-hidroxibenzoico e filantoides
A e B (Chongsa et al., 2014). Fruto desta composicao, tem propriedades anti-hipertensiva
atividade vasodilatadora (Leeya et al., 2010), anti-inflamatorias (Sousa et al., 2007),
anticancerigena (Duong et al., 2017). Devido a estas propriedades a P. acidus é utilizada, na
medicina tradicional, para o tratamento de distUrbios inflamatdrios (Sousa et al., 2007),
obesidade, doencas cardiovasculares, diabetes (Chongsa et al., 2014) e hipertensao (Leeya et
al.,2010). De seguida, apresentam-se duas estruturas de compostos isolados da P. acidus: 1,7,8-

tri-hidroxi-2-naftaldeido e filantosol B (Figura 10 e 11).

OH OH
HO

Figura 9 - Estrutura do 1,7,8-tri-hidroxi-2-naftaldeido isolado da P.acidus (Yuandani et al., 2016).
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Figura 10 - Estrutura do filantosol B isolado da P. acidus (Vongvanich et al., 2000).
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1.1.2.1.6 - Phyllanthus urinaria L.

A Phyllanthus urinaria L. é uma erva tropical distribuida na América do Sul, na Asia,
fundamentalmente india, China e Tailandia (Chudapongse et al., 2010). Estudos demostram que
a P.urinaria tem semelhancas, até nalgumas propriedades, com a P. amarus, chegando a ser
comercializada e utilizada no tratamento de diversas enfermidades (Chudapongse et al., 2010
e Jantan et al., 2014).

Na P. urinaria foram isolados os seguintes compostos: geranina, corilagina, filantina (Fig.
4) e hipofilantina (Fig. 7) (Jantan et al., 2014); 28-norlup-20-eno-3,17B8-diol, betulina, acido B-
betulinico, acido 3-oxofriedelan-28-oico, acido oleandlico, 3R-E-coumaroiltaraxerol e 3-R-Z-
coumaroiltaraxerol (Wu et al., 2017). Levando a que a mesma tenha propriedades
imunomoduladoras (Jantanetal., 2014), anti-inflamatdrias, antidiarreicas e hepatoprotetoras,
citotdxicas (Chudapongse et al., 2010) antioxidantes, anti-inflamatorias (Shen et al., 2008) e
anti-viral (Wu et al., 2017).

Tendo em conta as suas propriedades a P.urinaria tem sido utilizada no tratamento de
varias doencas tais como: cancro do figado (Chudapongse et al., 2010), Esteato-hepatite nao

alcodlica (NASH) (Shen et al., 2008) e hepatite (Mao et al., 2016). Apresentam-se a seguir duas

estruturas de compostos isolados da P. urinaria: 28-norlup-20(29)-ene-3,178-diol e betulina
(Figura 11 e 12).

Figura 12 - Estrutura da betulina isolada da P. urinaria (Wu et al., 2017).
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1.1.2.1.7 - Phyllanthus welwitschianus Mull. Arg.

A Phyllanthus welwitschianus Mull. Arg. é uma erva perene com 90 cm de altura,
didico ou frequentemente monodico, de cor castanho-avermelhada. Pode ser encontrada em
regides arenosas, planicies, bosques, bem como em altitudes mais elevadas, da Zambia, Malawi,
Angola, Tanzania, Quénia e RepuUblica Democratica do Congo (Punt, 1972 e Radcliffe-Smith,
1996).

Estudo fitoquimico realizado por Ren et al., (s. d.), com a finalidade de analisar a
citotoxidade da Phyllanthus welwitschianus Mull. Arg. (folhas, flores, frutos, galhos, caules e
raizes), resultou no isolamento de compostos tais como: lignanos de arilnaftaleno, lignanos
tetra-hidrofurano, diterpenos aromaticos e um derivado do benzaldeido, podendo suprimir,

seletivamente, o crescimento das células cancerosas do célon humano.

1.2 - Objetivos
1.2.1 - Objetivo geral

A realizacao da presente dissertacao em Biotecnologia tem como objetivo determinar

a composicao quimica das folhas da Phyllanthus welwitschianus Mull. Arg.
1.2.2 - Objetivos Especificos

1. Preparar o extrato de metanol da planta selecionada

2. Fracionamento do extrato

3. Isolamento de compostos naturais

4. ldentificacdo e caracterizagdo espectroscopica dos compostos isolados

12



Capitulo Il - Materiais e métodos

2.1 - Materiais e métodos da avaliacao quimica

2.1.1 - Colheita do material vegetal

As folhas da Phyllanthus welwitschianus Mull. Arg., foram colhidas na Provincia da
Huila, Angola, em 2016, numa localidade com as seguintes coordenadas geograficas: a Sul
14.32271° e a Este 014.36145°. A identificacao taxonomica da planta foi feita pelo Botanico

Francisco Maiato e um voucher foi depositado no Herbario da Huila.

Figura 13 - Phyllanthus welwitschianus Mull. Arg colhida em Angola (cedida por Paulo Cassavela).

2.1.2 - Preparacéao do extrato bruto

As folhas secas (272 g) foram trituradas e de imediato colocadas em 2176 mL de
metanol (MeOH), numa proporcao aproximadamente de 12,5 g de material vegetal para 100 mL
de metanol. O material vegetal foi macerado por uma semana, o processo foi repetido por mais
5 semanas, no final de cada semana o metanol foi filtrado e evaporado para obter o extrato

bruto, obteve-se uma massa de extrato bruto de 113,61g.

Figura 14 - Esquema da extracao da planta.
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2.1.3 - Materiais e reagentes

2.1.3.1. Cromatografia em coluna

A silica gel Merck G-60, 70-230 mesh (ref. 1.07734) foi utilizada como absorvente
para a realizacdo das cromatografias de coluna himida. A razdo entre a mistura a ser
cromatografada e o absorvente foi numa proporcao de 1:100. Diversas colunas de vidro foram
usadas de acordo com o peso da amostra por purificar. Para a realizacao da cromatografia foi
preparada uma mistura de solvente e silica que posteriormente foi adicionada lentamente na
coluna evitando desse modo a formacao de bolhas durante o processo. A eluicao foi efetuada
com misturas de solventes de polaridades crescentes. Na medida em que era confirmada a
diminuicao da massa das fracoes obtidas, a polaridade da mesma era aumentada. As

composicoes de todas as fracdes foram comprovadas por cromatografia em camada fina (c.c.f.).

2.1.3.2 - Cromatografia em camada fina

A cromatografia em camada fina foi executada em placas de Silica gel 60 F,<, pré-
preparadas em suporte de aluminio (Ref. 818.333). A separacdo dos compostos deu-se através
de eluicao de diferentes solventes e misturas de solventes. Antes as placas foram examinadas
com irradiacao de luz ultravioleta de comprimento de onda (c.d.o.) A = 366 nm, para visualizar
as substancias florescentes. A sua revelacdo deu-se, na maioria dos casos, através da
pulverizacao da placa com uma solucao de acido fosfomolibidico em etanol a 5%, seguida de

aquecimento a 120°C durante alguns minutos.

2.1.3.3 - Técnicas espectrométricas

Os espectros de absorcao na regiao do infravermelho foram adquiridos num Termo
Scientific Nicolet i510 FTIR-ATR. Os espectros de RMN foram adquiridos num Bruker Avance llI
de 400 MHz (400 MHz 'H e 100,6 MHz '3C). Os deslocamentos quimicos foram registados em &
(ppm), tendo como padrio de referéncia interna o CHCl; residual (8 7,25 ppm para o 'H e 77,00
ppm para o *C) ou o CH;OH residual (6 3,31 ppm para o '"H e 49,00 ppm para o '3C). O solvente
deuterado usado nas analises foi o cloroférmio deuterado (CDCls) ou o metanol deuterado CD;0D.

As constantes de acoplamento (J) foram referidas em Hertz (Hz).

2.1.3.4 - Fracionamento das diversas fracoes

Cromatografia 1

Uma amostra do extrato de metanol (=20 g) foi cromatografada (tabela 1) numa coluna
de silica gel e eluido com hexano (Hex) e misturas de Hex/acetato de etilo (AcOEt) de
polaridades crescentes, AcOEt, AcOEt/metanol (MeOH) (95:5), MeOH e MeOH/HCL [1L de MeOH
a que se adicionam 3 mL de acido cloridrico concentrado (HCl)] tendo-se obtido os seguintes

resultados:
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Tabela 1 - Cromatografia 1.

Fracoes Eluentes Peso (mg) Percentagens (%) Observacoes
1-8 Hex 0 0

9-20 Hex/AcOEt (95:5) 3600 18,5

21 - 32 Hex/AcOEt (9:1) 650 3,3 N;
33-43 Hex/AcOEt (7:3) 110 5,6

44 - 51 Hex/AcOEt (1:1) 390 2,0 N;
52 - 59 AcOEt 320 1,6

60 -73 AcOEt/MeOH (9:1) 2680 13,7

74 - 83 AcOEt/MeOH (1:1) 3115 16,0 N3
84 - 100 AcOEt/MeOH (1:9) 6401 32,8

101 - 107 MeOH 188 1,0

108 - 116 MeOH/HCL 1060 5,4

Cromatografia 2

A fracao de Hex/AcOEt 95:5 da coluna 1 (3,6 g) foi cromatografada (tabela 2) numa

coluna de silica gel e eluida com Hex e misturas de Hex/AcOEt de polaridades crescentes, AcOEt
/MeOH (95:5) e MeOH, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2 - Cromatografia 2.

Fracoes Eluentes Peso (mg) Percentagens (%)
1-33 Hex 2008 55,8
34-42 Hex/AcOEt (99:1) 261 7,2
43-54 Hex/AcOEt (98:2) 1100 30,6
55-57 Hex/AcOEt (95:5) 239 6,6
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Cromatografia 3

A fracao de Hex/AcOEt 9:1 da coluna 1 (650 mg) foi cromatografada (tabela 3) numa
coluna de silica gel e eluida com Hex e misturas de Hex/AcOEt de polaridade crescentes, AcOEt

(9:1), tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 3 - Cromatografia 3.

Fracoes Eluentes Peso (mg) Percentagens (%) Observacoes
1-3 Hex 36,1 6,1 Tetracos-1-eno(Ny)
4-14 Hex/AcOEt (98:2) 221,9 37,6
15 -19 Hex/AcOEt (95:5) 52,4 8,9
20 - 24 Hex/AcOEt (9:1) 190,8 32,4
25 -29 Hex/AcOEt (8:2) 70,1 11,9
30 - 32 AcOEt 18,1 3,1

Cromatografia 4

A fracao de Hex/AcOEt 7:3 da coluna 1 (1,1 g) foi cromatografada (tabela 4) numa
coluna de silica gel e eluida com Hex e misturas de Hex/AcOEt de polaridade crescentes (7:3),

tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 4 - Cromatografia 4.

Fracoes Eluentes Peso (mg) Percentagens (%)

1-7 Hex 106,6 10,2

8-21 Hex/AcOEt (98:2) 433,6 41,3
22 - 28 Hex/AcOEt (95:5) 0 0,0
29 - 46 Hex/AcOEt (8:2) 379 36,1
47 - 51 Hex/AcOEt (7:3) 52,6 5,0
52 - 56 Hex/AcOEt (1:1) 34,7 3,3
57 - 64 AcOEt 43,6 4,2
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Cromatografia 5

A fracao de Hex/AcOEt 1:1 da coluna 1 (390 mg) foi cromatografada (tabela 5) numa
coluna de silica gel e eluida com misturas de Hex/AcOEt de polaridade crescentes, AcOEt e

MeOH, tendo- se obtido os seguintes resultados:

Tabela 5 - Cromatografia 5.

Fracoes Eluentes Peso (mg) Percentagens (%) Observacoes
1-6 Hex/AcOEt (9:1) 109,8 27,9
7-8 Hex/AcOEt (9:1) 28,5 7,2 B - sitosterol (N;)
9-14 Hex/AcOEt (8:2) 70,3 17,9
15-23 Hex/AcOEt (7:3) 85,9 21,8
24 - 30 Hex/AcOEt (6:4) 32,7 8,3
31-35 AcOEt 47 12,0
36 - 39 MeOH 19 4,8

Cromatografia 6

A fracao de AcOEt da coluna 1 (320 mg) foi cromatografada (tabela 6) numa coluna de
silica gel e eluida com misturas de Hex/AcOEt de polaridade crescentes, AcOEt, AcOEt/MeOH e

MeOH, tendo-se obtido os seguintes resultados:
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Tabela 6 - Cromatografia 6.

Fracoes Eluentes Peso (mg) Percentagens (%)
1-11 Hex/AcOEt (7:3) 145,6 45,6

12 - 21 Hex/AcOEt (6:4) 94,3 29,6

22 - 26 Hex/AcOEt (1:1) 7,9 2,5

27 - 32 AcOEt 34,8 10,9
33-37 AcOEt/MeOH (95:5) 6,1 1,9

38 - 41 AcOEt/MeOH (9:1) 6,5 2,0

42 - 45 AcOEt/MeOH (1:1) 13,9 4,4

46 - 49 MeOH 9,9 3,1

Cromatografia 7

Uma vez que os resultados anteriores das diferentes fracoes se tinham mostrado pouco

promissores em termos de isolamento de compostos as fracdes seguintes foram avaliadas por

TLC e RMN de 'H, tendo-se concluido que a fracdo AcOEt/MeOH 9:1 da coluna 1 nao parecia

apresentar compostos isolaveis. Assim, s6 uma pequena parte da fracdao (500 mg) foi

cromatografada (tabela 7) numa coluna de silica gel e eluida com misturas de Hex/AcOEt de

polaridade crescentes, AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH tendo-se obtido os seguintes resultados:

35



Tabela 7 - Cromatografia 7.

Fracoes Eluentes Peso (mg) Percentagens (%)
1-6 Hex/AcOEt (7:3) 64,7 12,9
7-12 Hex/AcOEt (6:4) 14,6 2,9

13- 18 Hex/AcOEt (1:1) 9,5 1,9

19 - 23 AcOEt 11,7 2,3

24 - 32  AcOEt/MeOH (9:1) 174,9 34,8

33-36  AcOEt/MeOH (8:2) 19,3 3,8

37 - 41 AcOEt/MeOH (7:3) 19,8 3,9

42 - 46  AcOEt/MeOH (1:1) 22,3 4,4

47 - 57 MeOH 166,2 33,0

Cromatografia 8

A fracao de AcOEt/MeOH 1:1 da coluna 1 (3115 mg) foi cromatografada (tabela 8) numa
coluna de silica gel e eluida com AcOEt e misturas de AcOEt/MeOH de polaridade crescentes,

MeOH, tendo-se obtido os seguintes resultados:
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Tabela 8 - Cromatografia 8.

Fracoes Eluentes Peso (mg) Percentagens (%) Observacoes
1-2 AcOEt/MeOH (8:2) 6 0,2
3-10 AcOEt/MeOH (7:3) 768,4 24,7
11- 13 AcOEt/MeOH (7:3) 297 9,5 sacarose (Ns)
14 - 31 AcOEt/MeOH (7:3) 515 16,5
32-38 AcOEt/MeOH (6:4) 76,5 2,5
39 - 46 AcOEt/MeOH (1:1) 128,4 4,1
47 - 58 AcOEt/MeOH (3:7) 198,6 6,4
59 - 69 MeOH 108,4 3,5
70 - 82 MeOH/HCI 1014,6 32,6

Cromatografia 9

A fracao de AcOEt /MeOH 1:9 da coluna 1 (6,401 g) foi cromatografada (tabela 9) numa
coluna de silica gel e eluida com AcOEt e misturas de AcOEt/MeOH de polaridade crescentes e

MeOH, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 9 - Cromatografia 9.

Fracoes Eluentes Peso (mg) Percentagens (%)
1-6 AcOET 80,2 1,3

7-13 AcOEt/MeOH (1:1) 64,8 1,0

14 - 33 ACOET/MeOH (4:6) 4569 71,4

34-45 AcOEt/MeOH (3:7) 499,4 7,8

46 - 50 AcOEt/MeOH (2:8) 79,4 1,2

51-59 MeOH 185,7 2,9

60 -73 MeOH/HCL 920,3 14,4
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Cromatografia 10

A fracao de MeOH da coluna 1 (188 mg) foi cromatografada (tabela 10) numa coluna de

silica gel e eluida com misturas de AcOEt/MeOH de polaridade crescente e MeOH, tendo-se

obtido os seguintes resultados:

Tabela 10 - Cromatografia 10.

Fracoes Eluentes Peso (mg) Percentagens (%) Observacoes
1-3 Hex/AcOEt (6:4) 4,1 2,4

4-8 Hex/AcOEt (1:1) 6,9 4,1

9-12 Hex/AcOEt (4:6) 2,9 1,7

13-16 Hex/AcOEt (3:7) 10,9 6,4

17 - 21 AcOEt 8,2 4,8

22 -26  AcOEt/MeOH (7:3) 19,9 11,7

27 - 30 MeOH 27,5 16,2

31-34 MeOH/HCL 89 52,5

2.2 - Caracterizacao espectroscopica dos compostos

N; - Tetracos-1- eno

Da fracao 1 - 3 da cromatografia 3, foram separados 6,1 mg de um hidrocarboneto (N4)

com as seguintes caracteristicas:

Espetro de IV v,,,, cm™: 3082; 2959; 2921; 2851; 1641; 1462; 1375; 992; 907; 720

Espetro RMN de 'H (400 MHz CDCl;), 6 ppm: Tabela 11

Espetro RMN de '3C (100,6 MHz CDCl;), & ppm: Tabela 11

N, - B- Sitosterol

Da fracao 7 - 8 da cromatografia 5, foram separados 7,2 mg de um éleo incolor (N;)

com as seguintes caracteristicas:
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Espetro de IV v,,,, cm™: 3371; 2957; 2925; 2853; 1720; 1648; 1458; 1377; 1184; 1080; 1038;
969.
Espetro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;), 6 ppm: Tabela 12

Espetro RMN de '3C (100,6 MHz, CDCls), & ppm: Tabela 12

N; - Sacarose
Da fracao 11 - 13 da cromatografia 8, foram separados 9,5 mg de um so6lido amorfo

(N3) com as seguintes caracteristicas:

Espetro de IV vﬁﬂw cm': 3299; 2933; 1638; 1426; 1346; 1251; 1044; 990

Espetro RMN de 'H (400 MHz, CD;0D), & ppm: Tabela 13

Espetro RMN de '3C (100,6 MHz, CD;0D), 6 ppm: Tabela 13
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Capitulo lll - Resultados e discussao

0 fracionamento de uma amostra do extrato de metanol levou a obtencdo de onze
fracoes. Dessas fracdes duas nao foram submetidas a novas cromatografias: a primeira nao foi
estudada por nao ter massa suficiente e a Ultima devido a sua polaridade nao é possivel ser
novamente fracionada. As restantes fracées foram novamente cromatografadas. As sub-fracoes
foram todas avaliadas por TLC e as que apresentavam manchas isoladas foram submetidas a
analise por RMN de 'H. Sao apresentados nesta seccao os resultados da avaliacdo da composicao

quimica do extrato de MeOH das folhas de Phyllanthus welwitschianus Mull. Arg..
3.1- Tetracos-1-eno

O composto foi isolado, como um o6leo incolor, na fracdo 1 a 3 da coluna 3. No
espectro de IV observam-se bandas de absorcées da ligacdo C-H em alcenos a 3082 cm™, da
ligacdo CH de alcanos a 2959, 2921 e 2851 cm™' e da ligacdo C=C a 1641 cm".

No seu espetro de RMN de protao (Tabela 11), pode observar-se um tripleto a 6 0,87
ppm (J = 8,0) de um metilo terminal de uma cadeia linear. A presenca desta cadeia linear é
justificada pelo multipleto a 6 1,25 ppm. O composto apresenta ainda um duplo tripleto a &
4,92 ppm (J = 10,3 Hz; J = 1,7 Hz) e um duplo quarteto 6 4,98 ppm (J = 17,1 Hz; J = 1,8 Hz)
possivelmente de dois hidrogénios geminais de uma ligacao dupla terminal e, ainda, um duplo
duplo tripleto a 6 8,81 ppm (J = 17,0 Hz; J = 10,2 Hz; J = 6,7 Hz) de um hidrogénio vicinal aos
dois hidrogénios geminais o que foi comprovado pela correlacdo que se observa entre os trés

sinais no espetro de 'H-'H COSY.

O espetro de RMN de '3C (Tabela 11), mostra a identificacdo de onze sinais dos atomos
de carbono em que no sinal a 6 29,7 ppm absorvem multiplos atomos de carbono, o que reforca
a ideia que o composto apresenta uma longa cadeia linear. Por analise dos espetros DEPT 135°
e 90° conclui-se que o composto apresenta um grupo metilo, nove sinais de grupos metileno
(um olefinico) e um metino olefinico. O metileno olefinico a 6 114,1 ppm em conjunto com o
metilo olefinico a d 139,3 ppm constituem uma ligacao dupla terminal. Conclui-se, assim, que

0 composto é um alceno linear.

A formula molecular do alceno, Cy4H.,g, foi estabelecida por Espetrometria de Massas de
Alta Resolucao EI-TOF, o composto apresentou um idao molecular a m/z 336,3751 (calculado
para 336,3756)

O estudo detalhado dos espectros de RMN-2D 'H-'H COSY, HSQC, HMBC (figuras 16) e a
informacao derivada da literatura (Afonso, 1993 e Kenig, et al., 2005) permitiram fazer a

elucidacao da estrutura e concluir que o composto € o tetracos-1-eno.
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Tabela 11 - Dados de RMN 'H e '3C do composto N; (tetracos-1-eno).

Posicato 0 C (ppm) Tipos de carbonos 0 H (ppm)(Jyy €M Hz) HMBC
©)
1 114,1 CH, 4,92 dt; 10,3; 1,7 2,3
4,98; dq; 17,1; 1,8 2,3
2 139,3 CH 5,81; ddt; 17,0; 10,2; 3,4
6,7
33,8 CH, 2,03; m 1,2,5
4 29,0 CH, 1,37; m 5
5 29,2 CH,
6 29,6 CH,
7-20 29,7 CH, 1,25; m
21 29,5 CH,
22 32,0 CH, 1,21; m
23 22,7 CH, 0,87; m
1,28; m
24 14,1 CH; 0,87; t; 8,0 22,23

De acordo com Afonso (1993), o tetracos-1-eno pode ser utilizado como feromona
em abelha solitaria Megachile rotundata (F), que serve como estimulante sexual, para o

acasalamento dos animais da mesma ou de diferentes espécies.

72 VAN N AN O N N N N N

Figura 15 - Estrutura do tetracos-1-eno

3.2- B-sitosterol

Este composto foi obtido da fracdo 7-8 da cromatografia 5, encontrar-se um 6leo
incolor. No espectro de IV observam-se bandas de absorcoes marcantes do grupo OH a 3418 cm-
', da ligacdo CH em alcenos a 3029 cm-1, da ligacao C=C a 1648 cm™ e de grupos metilos a 1382

cm .

0 espetro de RMN de 'H revela um dupleto largo 6 5,34 ppm (J = 5,3 Hz; H-6) que se
pode atribuir a um protao olefinico e um multipleto a d 3,50 ppm provavelmente de um protao
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geminal a um grupo hidroxilo. A presenca destes sinais no espetro parece apontar para a
presenca de um esqueleto esteroide (Rajput et al., 2012). Admitindo que composto € um
esteroide entao, os dois singuletos a 6 0,67 e 1,00 ppm correspondem aos metilos 19 e 18,
respetivamente. Os restantes grupos metilo 21, 26, 27 e 29 fazem parte da cadeia lateral, dois
deles pertencem ao grupo isopropilo (dupletos a 6 0,82 e 0,80 ppm; J = 7,2 Hz; J = 6,9 Hz,

respetivamente, dos Me 26 e 27).

O espetro de RMN de '3C, mostra 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 & 71,8 ppm
encontra-se um sinal de um metino bastante desblindado devido a presenca de um grupo

hidroxilo sobre este carbono (C-3).

0 B-sitosterol (Figura 17) € um fitoesterol pertencente ao grupo de esteroides, existindo
semelhanca estrutural com o colesterol, encontrado abundamente em plantas, animais e
fungos. E um dos principais componentes de varios medicamentos tradicionais, usado para
tratamento de doencas cardiacas, hipercolesterolemia, prevencdo do cancro e modulacdo do
sistema imunologico (Saeidnia et al., 2014). Pode também tratar a artrite reumatoide,
tuberculose, cancro do colo do Utero, queda de cabelo e hiperplasia prostatica benigna (Rajput
et al.,2012).

Figura 16 - Estrutura do B - sitosterol.
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Tabela 12 - Dados de RMN de 'H e "3C do composto N; (B-sitosterol).

Posicao (C) 0 C (ppm) Tipos de carbonos 0 H (ppm)(Jyy €m Hz)

1 37,3 CH,
2 31,4 CH,
71,8 CH 3,50; m
4 42,3 CH,
5 140,8 C
6 121,7 CH 5,34; dl; 5,3
7 31,7 CH,
8 31,9 CH
9 50,1 CH
10 36,5 C
11 21,1 CH,
12 39,8 CH,
13 42,3 C
14 56,7 CH
15 24,3 CH,
16 28,3 CH,
17 56,1 CH
18 18,8 CH; 0,67; s
19 11,9 CH; 1,00; s
20 36,2 CH
21 19,0 CH; 0,91;d; 6,5
22 39,9 CH,
23 26,1 CH,
24 45,8 CH
25 29,6 CH
26 19,8 CH; 0,82;d; 7,2
27 19,4 CH; 0,80; d; 6,9
28 23,1 CH,
29 12,0 CH; 0,83; m
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3.3 - Sacarose
O composto foi obtido da fracao 11 a 13 da cromatografia 8, no espectro de IV nota-

se particularmente as absorcdes de grupos hidroxilo a 3299 cm™.

0 espetro de RMN de 'H (Tabela 12) mostra a presenca de sinais entre 6 4,05 a 3,36
ppm, na regiao dos hidrogénios geminais a hidroxilos e que é carateristica dos acUcares pelo que
€ uma indicacdo que a molécula devera ser um aclcar (Moccelini et al., 2009). Verifica-se a
presenca de um protdo anomérico dupleto a 6 5,34 ppm (J = 3,8 Hz) correspondente ao H-1 e
um duplo dupleto a 6 3,39 ppm (J = 9,9 Hz; 3,7 Hz) correspondente a H-2. Nota-se ainda, sinais
de um tripleto a 3,36 ppm (J = 9,6 Hz), multipleto a 3,63 ppm e um dupleto a 4,05 ppm (J =
8,3 Hz).

Tabela 13 - Dados de RMN 'H e '3C do composto N; (Sacarose)

Posicao(C) 0 C (ppm) Tipo de Carbono 0 H (ppm)(Jyy €m Hz)

1 93,5 CH 5,34 (d = 3,8)

2 73,0 CH 3,39 (dd = 9,9;3,7)

3 74,2 CH 3,78 (m)

4 71,2 CH 3,36 (t=9,6)

5 74,4 CH 3,63 (m)

6 62,1 CH, 3,63 (m)
3,78(m)

1 63,8 CH, 3,59 (d = 10,5)
3,66 (m)

2 105,1 c

3 79,3 CH 4,05 (d = 8,3)

4 75,6 CH 3,97 (m)

5 83,5 CH 3,71 (m)

6 63,3 CH, 3,71 (m)

0 espetro de RMN '3C (tabela) associado ao espetro DEPT 135° verificou-se a existéncia
de doze atomos de carbono, distribuidos da seguinte maneira: trés oximetilenos, oito oximetinos
e um carbono quaternario. Neste espectro foi possivel observar os sinais a 6 93,65 ppm (C-1)
de um carbono anomérico que ¢ distintivo de um acgucar terminal (redutor), o que se justifica
devido a constante de acoplamento de J = 3,8 Hz, esta caracteristica aponta para a presenca
na molécula de um residuo a-D-glucose (Agrawal, 1992). O sinal a 6 105,1 ppm (C-2’) do carbono
quaternario é proprio de um residuo B-D-frutose (Agrawal,1992 e Moccelini et al., 2009) Estas
evidéncias apontam para que o dissacarideo é a sacarose na forma de a-D-glucopiranosil-B-D-

frutofuranosido. Os valores dos espetros de RMN de "H e *C e em conjunto com a informacao
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derivada da literatura (Ferreira et al., 2001) asseguram que o composto isolado é o a-D-

glucopiranosil-B8-D-frutofuranosido ou dissacarido sacarose (figura 18).

HO

HO

Figura 17 - Estrutura da sacarose
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Capitulo IV - Conclusao e perspetivas futuras

As plantas medicinais desde os tempos remotos sao utilizadas pela populacao para o
tratamento das principais enfermidades e na descoberta de novos farmacos para poder dar

suporte aos novos desafios da sociedade.

A presente investigacao teve como foco, a identificacdo dos compostos quimicos da
planta Phyllanthus welwitschianus Mull. Arg., as suas folhas foram extraidas com metanol
obtendo-se o extrato bruto de metanol. Uma parte do extrato de metanol foi separado em
fracdes por um processo de cromatografia em coluna com eluentes de diferentes polaridades,

do qual se obtiveram dez fracées com diferentes polaridades.

Os métodos usados na extracdo, fracionamento e purificacdo dos extratos e com a
utilizacdo de técnicas cromatograficas e espectroscdpicas permitiu na identificacao de trés
compostos quimicos, nomeadamente: tetracos-1-eno isolado na fracdao Hex/AcOEt 9:1, B-

sitosterol, obtido da fracao Hex/AcOEt 1:1 e sacarose, isolado na fracao AcOEt/MeOH 1:1.

Apesar de diversos estudos realizados em outras espécies do género Phyllanthus em
outros paises, até ao momento ndo foram encontrados dados publicados da avaliacao dos
compostos quimicos, e de algumas atividades biologicas em extratos de Phyllanthus

welwitschianus Mull. Arg..

Tendo em conta a importancia medicinal desta planta, sugere-se um estudo mais
completo incluindo o estudo das atividades antimicrobiana, antiviral, antibacteriana, entre

outras.
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N2 - B-sitosterol
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