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RESUMO

As cascas do vegetal Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville ha muito tempo
sao utilizadas pela populacdo para tratamento de varias enfermidades,
principalmente como cicatrizante e anti-séptico. Esse trabalho objetivou analisar
guimicamente, através de monitoramento biolégico, as fragdes e substancias obtidas
a partir do extrato bruto de suas cascas, além de testa-las nas atividades
antibacteriana e leishmanicida. Realizou-se, também, analise anatémica visando
conhecer as estruturas das cascas do vegetal. Esses cortes anatdmicos viabilizaram
parametros para o controle de qualidade do vegetal. Foram obtidas 12 subfragdes a
partir da fragdo acetato de etila, das quais foram isoladas e identificadas 6
substancias: galocatequina, epigalocatequina, 4’-O-metil-galocatequina, 4’-O-metil-
galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina, 4’-O-metil-robenitinidol-(40—8)-4’-
O-metil-epigalocatequina e 4’-O-metil-robenitinidol-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina.
As 12 subfragbes foram testadas sobre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e
Pseudomonas aeruginosa. Todas as subfra¢cdes apresentaram atividade contra as
duas primeiras bactérias, enquanto que a F3#12 mostrou agéo contra P. aeruginosa.
As subfracbes F3#3, F3#5, F3#7, F3#9 e F3#12 foram testadas contra as formas
promastigostas de Leishmania (L.) amazonensis, sendo as duas ultimas as mais
eficazes em concentragdes menores. Assim, os extratos e fragcbes mostraram-se
eficazes nos testes bioldgicos e com um conteudo quimico rico em monémeros e

dimeros de taninos condensados.

Palavras-chave: Stryphnodendron adstringens; Taninos condensados; Leguminosae;

Atividade antibacteriana; Atividade leishmanicida
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ABSTRACT

The stem barks of Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville is at a long
time used by the native population for treatment of several illnesses, mainly as
healing and antiseptic. This work analysed chemically, through biological screening,
obtaining fractions and substances starting from the crude extract of its stem bark,
besides testing them for the antibacterial and leishmanicidal activities. Carry also an
analysis anatomic to aim to know the structures of the barks. Of the 12 subfractions
obtained starting from the ethylacetate fraction were isolated and identified 6
substances: gallocatechin, epigallocatechin, 4’-O-methylgallocatechin, 4’-O-
methylgallocatechin-(4a—8)-4’-O-methylgallocatechin, 4’-O-methyl-robenitinidin-
(4a—8)-4’-O-methyl-epigallocatechin and 4’-O-methyl-robenitinidin-(4a—8)-4’-O-
methyl-gallocatechin. The 12 subfractions were tested for antibacterial activity
against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and Pseudomonas aeruginosa. All
fractions presented activity against the first two bacterias, while only F3#12 it showed
action against P. aeruginosa. The subfractions F3#3, F3#5, F3#7, F3#9 and F3#12
were tested against Leishmania (L.) amazonensis. All fractions presented activity,
being the two last the most effective in smaller concentrations. Thus, it is ended that
the anatomical curt made possible parameters for the quality control of the vegetable,
and their extracts and fractions were shown effective in the biological tests and with a

rich chemical content in flavan-3-ols and dimers of condensed tannins.

Keywords: Stryphnodendron adstringens; Condensed tannins; Leguminosae;
Antibacterian activity; Leishmanicidal activity.



1. INTRODUGAO

Inumeras espécies vegetais sao utilizadas pela populagdo desde os
tempos mais remotos, que as aproveitam de diversas formas, como, fonte de
alimento e de materiais para o vestuario, habitagdo, utilidades domésticas, armas
para lutas ou cacas, na produ¢cdo de meios de transporte, nas manifestagdes
artisticas, culturais e religiosas e na tentativa de curar ou amenizar diversos
sintomas oriundos de diferentes patologias.

No século XX, com a revolucdo industrial € o grande desenvolvimento da
quimica organica, houve uma preferéncia mundial por produtos farmacologicamente
ativos sintéticos. Isso ocorreu por diversas razoes, entre outras pelo fato de que
esses compostos foram obtidos na forma pura e também podiam sofrer modificacbes
estruturais produzindo compostos mais ativos e com menos efeitos colaterais. Outra
razao era o dificil controle de qualidade (quimico, fisico-quimico, farmacolégico ou
toxicologico) dos extratos vegetais utilizados. Além disso, a cultura das varias etnias
mostrava diferentes pontos de vista com relagao a idéia sobre saude e doenca, € as
plantas medicinais eram utilizadas em rituais magias e crengas religiosas. Assim a
fitoterapia ficou como uma opgao para populagcbes pobres ou como supersticoes
religiosas sem valor farmacoldgico.

De cerca de 25% dos farmacos prescritos no mundo, os principios ativos
provém de plantas. De 252 farmacos considerados basicos e essenciais pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 11% sao exclusivamente de origem vegetal
e um numero relativamente grande de substancias sintéticas é obtido a partir de
precursores extraidos de drogas vegetais (Rates, 2001). Deve-se lembrar que varias
substancias ativas ndo sao produzidas sinteticamente, por ser economicamente
inviavel, e sdo, ainda, obtidas a partir de plantas nativas ou cultivadas (ex. digoxina,
emetina, escopolamina, entre outras).

Atualmente houve um aumento no interesse por terapias alternativas e,

dentre elas, o uso das plantas medicinais encontra-se em destaque, se € que se
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pode chamar a mais antiga das formas de tratamentos de sintomas e doencgas de
terapia alternativa. Por outro lado, os medicamentos sintéticos vém se tornando, em
algumas situacoes, ineficientes ou inseguros. O excesso de efeitos colaterais, o uso
abusivo, a prescricdo indiscriminada e o uso incorreto, resultam em uma razio nao
ideal de risco/beneficio. Isso promove graves riscos ao paciente e muitas vezes
acarreta dependéncias, piorando o quadro clinico. Outro motivo que levou ao
aumento do uso das plantas medicinais € que, parte da populagdo mundial ndo tem
acesso a medicina convencional, devido a situacdo econbmica, ao descaso do
sistema politico/econdmico mundial e das grandes industrias farmacéuticas.

A afirmacao de que os medicamentos fitoterapicos sao isentos de efeitos
colaterais, divulgados tanto pela sociedade quanto pelo setor comercial (farmacias e
industrias), € um erro e deve ser corrigido. Fatos como esse levam a automedicacgao,
de forma “milagrosa”, seja com as plantas medicinais ou com os fitomedicamentos.
Pessoas substituem um tratamento pré-elaborado por drogas ou compostos vegetais
como ato de ma fé devido a sua exploragao comercial. Por outro lado, as camadas
populares de baixa renda estdo expostas a essa situacdo devido ao excesso de
propaganda enganosa e pela atuagdo incipiente dos organismos estatais
responsaveis pela vigilancia sanitaria.

O uso popular e tradicional ndo é suficiente para validar eticamente as
plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Varias drogas sao
utilizadas tradicionalmente ha séculos como Panax ginseng C. A. Mey (ginseng) e
Gingko biloba L. (ginco). No entanto, diversos estudos foram realizados nas ultimas
décadas objetivando atender os preceitos da eficacia e seguranga. Nesse sentido,
os fitomedicamentos nao se diferenciam dos medicamentos sintéticos e sua
autorizacdo para comercializagdo deve estar de acordo com as evidéncias
experimentais, sejam farmacoldgicas, toxicolégicas e clinicas. Somente apods a
aprovagao pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e, estando de
acordo com a Resolugdo 17 de fevereiro de 2000, esse tera autorizacido de

comercializacao.
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Os investimentos na area de sintese de novos farmacos tém diminuido em
funcado do alto custo para se conseguir produtos com atividade terapéutica. Assim, a
busca de novos produtos oriundos de drogas vegetais vem crescendo nos ultimos
anos, sejam eles como fitofarmacos ou como medicamentos fitoterapicos.

A riqueza da flora brasileira tem sido pouco explorada até o momento, de
forma que somente uma pequena parte das espécies vegetais foi investigada
guimicamente e uma parte ainda menor, tiveram suas propriedades farmacoldgicas
avaliadas (Payne et al., 1991). Um estudo completo, “da planta ao medicamento”,
somente é possivel através de um trabalho multidisciplinar com envolvimento das
areas de boténica (sistematica, anatomia e morfologia), quimica, farmacognosia,
farmacologia, toxicologia, tecnologia farmacéutica e clinica (Verpoorte, 1989;
Elisabetsky, 2001).

O Brasil conta com aproximadamente 55.000 espécies vegetais
catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000, sendo, assim, o pais
com a maior diversidade genética vegetal do mundo (Dias, 1996). Entretanto,
constata-se que apenas 15 a 17% das plantas catalogadas foram estudadas quanto
ao seu potencial medicinal (Soejarto, 1996). Dessas, apenas 8% foram avaliadas em
suas propriedades medicinais e, somente 590 plantas foram registradas no
Ministério da Saude para comercializacao

Grande parte das espécies vegetais brasileiras encontra-se no cerrado.
Rezende (1998) relata como o segundo maior bioma em extensao territorial,
perdendo apenas para Amazbnia. Ele possui aproximadamente 2 milhdes de
quildbmetros quadrados, cobrindo um quarto do territorio brasileiro e abrangendo a
quase totalidade da regiao centro-oeste, partes da regido norte, nordeste e sudeste
(fig. 1).

O cerrado caracteriza-se, grosseiramente, por uma vegetagcdo rasteira,
com raros arbustos, ou arvores de pouca altura, troncos tortuosos, galhos baixos e
retorcidos (Caruso, 1997). Por possuir solos de baixa fertilidade, exige uma

adubacado fosfatada e prévia correcdo de acidez para o desenvolvimento de
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agricultura. Todavia, responde por mais de um ter¢co da producéo de graos do pais,
e é considerado como uma das mais importantes fonte de suprimento para o século

XXI (Caruso, 1997).

@ CERRADO

Sao Jerbnimo da

Carra

Figura 1 — Cerrado brasileiro

Dentre as espécies vegetais do cerrado, o barbatimao (Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville) é frequentemente utilizado na medicina popular. Esse
vegetal foi selecionado através da etnofarmacologia, que pode ser definida como:
ramo da etnobiologia que trata de praticas médicas, especialmente remeédios,
usados em sistemas tradicionais de medicina ou de outra forma mais aceita como a
exploracdo cientifica interdisciplinar dos agentes biologicamente ativos,
tradicionalmente empregados ou observados pelo homem (Elisabestky, 2001).

Alguns estudos quimicos e farmacologicos foram realizados com extratos
obtidos da casca do vegetal em questéo, objetivando confirmar os dados obtidos na
etnofarmacologia, tais como: ac&o cicatrizante, antiinflamatodria, hipotensora e
antibacteriana. Além desses estudos foram realizados trabalhos de controle de
qualidade da droga vegetal por um periodo de dois anos (Toledo et al., 1998;
Uemura et al., 2000).

Esse trabalho objetivou estudar as cascas do vegetal Stryphnodendron
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adstringens (Mart.) Coville sob os aspectos anatdmico e morfolégico das cascas,
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia de extratos bruto e
semipurificados, testar esses extratos em bactérias (Gram positivas e Gram
negativas) e no parasita Leishmania (L.) amazonensis e, isolar e reconhecer

compostos fendlicos, taninos condensados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Como sinonimia de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville s&o
encontrados Mimosa barba de timan Vellozo, Acacia adstringens Mart.,
Stryphnodendron  barbatimao Mart., Stryphnodendron barbatiman Mart. e
Stryphnodendron barbadetiman (Vellozo) Mart. em Index Kewensis (1885). Optou-se
por empregar o termo Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville segundo Forero
(1972). Como nome vulgar nas diversas regides do pais, tém-se: barbatimao (Sao
Paulo, Minas Gerais), barbatimdo verdadeiro (Minas Gerais), chordozinho verde
(Minas Gerais), fava de veado (Maranh&o), barbatimao de folha grande (Minas
Gerais).

O género Stryphnodendon Mart. pertence a familia Leguminosae (ordem
Fabales), a qual perfaz, para Cronquist (1988), cerca de 3000 espécies. Hegnauer e
Hegnauer (1994) as ordenam em 3 sub-familias, Mimosoideae, Papilionoideae e
Caesalpinioideae dentro da familia Leguminosae, ordem Rosales. Entre os dois
sistemas naturais de classificacdo adotados atualmente, ndo esta totalmente
esclarecido, qual deles deve ser empregado. Com finalidade didatica, adota-se a
sistematica de Cronquist (1988) como a mais atual, ja que Hegnauer e Hegnauer
(1994) utilizam a proposta de Isely (1990) e néo justifica o seu emprego.

O vegetal Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, Leguminosae (fig.
2), caracteriza-se como um arbusto ou arvore, com ramos curtos e grossos
possuindo cascas recuadas no sentido transversal, com coloragdo pardo-
esverdeada na superficie externa e pardo-avermelhada na superficie interna; as
folhas sao alternas, grandes, duplicado-pinadas de cerca de 30 cm de comprimento;
pinas com 9-12 cm aproximadamente e 5-8 jugos; foliolos quase todos alternos, com
6-8 jugos, de base obliqua, arredondada e parte apical obtusa, glabros em ambas as
faces e membranosos (Ferri, 1969). Possui flores pequenas, numerosas e em

espigas densas, com cerca de 7 cm; os frutos sdo do tipo legume (vagem) com
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aproximadamente 10 cm; as sementes possuem forma oblonga (mais longa que

larga), e séo levemente achatadas (Oliveira e Akisue, 1989).

Figura 2 — S. adstringens (Mart.) Coville, Leguminosae — A — Coleta em Sao
Jerébnimo da Serra; B — Foliolos; C — Casca picada

Algumas indicagbes do conteudo quimico do vegetal encontram-se na
Farmacopéia Brasileira (1959), a qual indica o teor minimo de 20% em taninos nas
cascas.

Tursch et al. (1963) isolaram a partir de um extrato etandlico dos frutos de
S. coriaceum Benth., duas saponinas triterpénicas conhecidas como sapogeninas 1
e 2 (fig. 3). Sapogeninas homodlogas as 1 e 2 (fig. 4) foram isoladas mais tarde do

extrato etandlico dos frutos da mesma espécie vegetal (Tursch et al., 1966).
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Sapogenina 1-R=0H; R'=H

Sapogenina2-R=R'=0OH

Figura 3 - Estrutura das sapogeninas 1 e 2

\COOH

HO

Sapogenina3-R=0H; R'=H
Sapogenina4-R = H; R'=0OH

Figura 4 - Estrutura das sapogeninas 3 e 4

Reicher et al. (1992) isolaram a partir dos frutos do S. barbatiman Mart.
uma galactomanana e sua estrutura foi explicada com ajuda de espectroscopia de
RMN de *C. Mello et al. (1996a e 1996b) isolaram, a partir de liofilizados das cascas
secas do S. adstringens (Mart.) Coville, flavan-3-6is (fig. 5), prodelfinidinas e
prorobinetinidinas, tendo sido suas estruturas elucidadas através de analise
espectroscopica em 1D ("H-RMN, ">C-RMN), 2D (COSY 'H/'H, HETCOR e NOE),
El- e DCI-MS, além de meétodos opticos (polarimetria e dicroismo circular). Mais
recentemente foi isolada e identificada uma nova prodelfinidina, 4'-O-metil-

galocatequina-(4a—8)-4'-O-metil-galocatequina (fig. 6) (Mello et al., 1999).



46
Resultados e Discusséo

' OCH3 2l OR

g OR
S OR 6
'l"'Heq ORHax “Heq
ORHax
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Epigalocatequina-3-O-(3”,5"-dimetil)-galato Epigalocatequina-3-O-(3"-metéxi-

4”-hidroxibenzoato

Figura 5 - Flavan-3-6is isolados das cascas do barbatimao (R= H)
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OH
OCH;
OH
OH
OCH;
OH

Figura 6 - Prodelfinidina dimérica das cascas do barbatimao [4’-O-metil-
galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina]

Ha muito o barbatimado vem sendo empregado pela populagao nativa para
diversas finalidades. Entretanto, poucos sao os trabalhos cientificos realizados que
confirmam esses usos.

O composto chamado cortex adstringens brasiliensis, produzido através
dos vegetais: Stryphnodendron barbatimao Mart. , Piptadenia colubrina (Vell.)
Benth., Pithecellobium avaremotemo Mart. e Mimosa verrucosa Benth. € empregado
contra leucorréia, diarréia, hemorragia e como agregante plaquetario (Oliveira, 1947;
Siqueira, 1982).

O extrato aquoso das cascas de S. barbatimao Mart. foi descrito por
Coimbra (1942) e Hoehne (1978) na lavagem das genitalias femininas, bem como
uma solugao contra pruridos para uso externo. Santos et al. (1987) indicam o uso do
mesmo extrato como adstringente, anti-séptico e antiinflamatério.

Panizza et al. (1988) testaram em ratos o extrato aquoso a 1% sobre uma
ferida de 0,8 cm de didmetro. Observaram através de analise histolégica que o grupo
de animais tratados com o extrato apresenta uma cicatrizacdo mais rapida em

relagdo ao grupo controle.
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Outro teste de cicatrizagao realizado por Neves et al. (1992a), comparando
extratos aquosos de S. barbatimao Mart. e de Hamamelis virginiana L., demonstrou
que o extrato de barbatimao foi mais eficaz do que o extrato de H. virginiana L. Os
autores observaram, ainda, uma nitida acado antiinflamatéria dos dois extratos e um
aumento da estabilizagdo das paredes das artérias (Neves et al., 1992b).

Vieira et al. (1998) demonstraram, através do modelo da promogao de
feridas, com 10 mm de didmetro no dorso de ratos, que a pomada de barbatimao a
1%, obtida a partir de um extrato acetona-agua, quando comparada a pomada de
Nebacetin®, acelerou o processo de cicatrizagao.

Lima et al. (1998) demonstraram que a fragao aceténica do extrato bruto da
casca do S. adstringens (Mart.) Coville foi avaliada em modelos de inflamagao aguda
e cronica apresentando uma diminuigdo significativa no edema de pata de rato
induzido por carragenina e dextrana, confirmando a diminuicdo da permeabilidade
vascular proposta por Neves et al. (1992b).

Mais recentemente foi possivel, além de confirmar os trabalhos de Neves
et al. (1992a e 1992b) e de Lima et al. (1998), apresentar novas perspectivas de
ampliacdo dos estudos através da avaliacao das atividades antiulcera e hipotensora,
com resultados significativamente positivos para essas atividades com extrato bruto
liofilizado e suas fragbes, obtidas através de particdo liquido-liquido (Audi et al.,
1999).

Bersani-Amado et al. (1996) demonstraram que extrato bruto liofilizado e
fracbes da casca do barbatimido, foram capazes de inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Alves et al. (2000) também
comprovaram atividade antibacterina das cascas do vegetal, demostrando que os
extratos cloroférmico e aquoso possuem efeito contra as bactérias S. aureus, E. coli,

B. cereus e P. aeruginosa.
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2.2. Taninos condensados

Taninos sao metabdlitos secundarios de plantas superiores, conhecidos
pela capacidade de formar complexos insoluveis com proteinas. Por esse motivo, foi
o primeiro produto natural vegetal a ser utilizado industrialmente no processo de
transformacdo de pele em couro (Porter, 1989). Os taninos também formam
complexos com alcaléides e metais pesados e possuem massa molecular entre 500
a 3000 Daltons (Mello e Santos, 2001). Os complexos com os alcaléides, como no
caso com a cafeina, ocorrem através de pontes de hidrogénio entre as metoxilas
ligadas ao nitrogénio da cafeina e os hidrogénios aromaticos dos taninos. Essas
associagdes ocorrem, preferencialmente, quando existe a presenga de grupos
galoilas, como no caso dos taninos hidrolisaveis ou nos condensados galoilados
(Haslam, 1998).

Os taninos condensados sao também denominados de proantocianidinas
ou leucoantocianidinas (Haslam, 1975). As proantocianidinas sao formadas
comumente por unidades de catequina e/ou epicatequina com ligagdes 4—6 ou 4—8
(fig. 7). Além desses, outros mondmeros sao bastante comuns, como galocatequina,
epigalocatequina, robinetinidol e fisetinidol (tab. 1; fig. 8). Bate-Smith e Lerner (1954)
estudaram a distribuicdo sistematica das leucoantociandinas nas plantas e
mostraram que com tratamento acido, a maioria formava cianidina, e uma pequena
porcao delfinidinas (fig. 8). Bate-Smith (1953) sugeriu que leucoantocianidinas eram
provavelmente as substancias responsaveis por reagdes caracteristicas de tecidos
vegetais ora atribuidas aos taninos.

Muitos trabalhos desde entdo avaliaram as propriedades quimicas das
leucoantocianidinas e proantocianidinas. Nesses, foram demonstrados que as
estruturas responsaveis por diversas propriedades sio, respectivamente, flavan-3,4-

diol e flavan-3-ol, além de seus derivados oligoméricos (Weinges et al., 1969).
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Figura 7 - Exemplos de proantocianidinas diméricas
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Tabela 1- Monémeros de taninos condensados de acordo com a figura 8

Tipo | Proantocianidinas | Monbémero Substituinte
nome ftrivial R1 R2 R3 R4
1 Prodistenidina Distenina H H H H
Propelargonidina Afzlequina H H OH H
Procianidina Catequina H OH OH H
Prodelfinidina galocatequina H OH OH OH
2 Proguibourtinidina | Guibourtinidol H H OH
Profisetinidina Fisetinidol H OH OH H
Prorobinetinidina | Robinetinidol H OH OH OH
Proteracacinidina Oritina OH H OH H
Promelacacinidina Mesquitol OH OH OH H
Fonte: Mello e Santos, 2000.
R, R,
Rs R,
o OH
R, o) Re
"oH
Figura 8 — Estrutu as dos principais monémeroide faninos condensados (tab. 1)
Tipo 1 Tipo 2
OH

OH
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R =H - Cianidina

R = OH - Delfinidina

Figura 9 — Estrutura quimica da cianidina e delfinidina

Varias proantocianidinas triméricas foram isoladas das cascas de Kandelia
candel (L.) Druce e auxiliaram no entendimento da biossintese desses compostos
(Hsu et al, 1985). Catequina-(4a—8)-galocatequina-(4o—8)-catequina e
galocatequina-(4a—8)-catequina-(4a—8)-catequina (fig. 10) foram isoladas da
cevada (Hordeum vulgare L.) (Outtrup e Schaumburg, 1981).

As proantocianidinas sao excelentes marcadores taxonémicos devido a
sua facil detecgao (Bate-Smith, 1966). Distribuem-se em todo reino vegetal, mas
principalmente em Gimnospermas e Angiospermas. Bate-Smith (1966) foi o primeiro
a observar a correlagao entre madeira (lenho, cascas) e proantocianidinas. De uma
amostra de 800 espécies, 61% das familias ditas lenhosas continham
proantocianidinas, e apenas 15% das familias herbaceas apresentaram estes

constituintes. OH OH

OH OH

OH
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Figura 10 - Exemplo de procianidinas triméricas isoladas da cevada (Hordeum
vulgare L.); A- catequina-(4a—8)-galocatequina-(4a—8)-catequina; B-
galocatequina-(4a—8)-catequina-(4a—8)-catequina;

Duas revisdes recentes de Ferreira e Bekker (1996) e Ferreira e Li (2000)
demonstram varios tipos novos de taninos condensados isolados e identificados de
fontes naturais. Juntos, os artigos abrangem um levantamento de proantociandinas
isoladas de janeiro de 1992 a dezembro de 1998.

Mole (1993) fez uma revisdo da distribuicdo sistematica de taninos em
Angiospermas.

Bate-Smith e Swain (1953) avaliaram as proantocianidinas como fator
nutricional, enquanto Price e Butler (1980) fizeram uma revisao envolvendo taninos
condensados e nutricdo, elaborando uma lista de frutos, cereais, bebidas e outros
géneros alimenticios contendo taninos. Os frutos incluem, por exemplo, Malus
pumila Mill. (magd), Rubus fruticosus L. (framboesa), Vaccinium oxycoccus L.
(“cranberries”); cereais: Hordeum spp. (cevada), Vicia spp., Pisum spp (ervilha).,
Brassica napus L. (canola), entre outros. Entre as bebidas incluiram-se Coffea
spp.(café), Camellia sinensis (L.) Kuntze (cha verde) e Vitis spp. (uva). Reddy et al.
(1985) publicaram uma lista de 20 espécies de legumes, e demonstraram que
algumas variedades de feijdes s&o de baixo valor nutricional diminuindo a
digestibilidade das proteinas, causando baixa eficiéncia alimentar e aumentando a
depressao em animais de laboratério, provavelmente devido aos taninos presentes.

Taninos condensados vém sendo pesquisados por suas diversas
propriedades farmacoldégicas e fisioldgicas. Devido a propriedade de se combinarem
com as proteinas das plantas, protegem-nas contra o ataque de herbivoros, além de
apresentarem inibicdo enzimatica em humanos (Galloway, 1989).

Scholz (1994) apresenta uma revisdo sobre as atividades farmacoldgicas e
toxicoldgicas tanto de taninos condensados como de hidrolisaveis. Revisao realizada
por Chung et al. (1998) relata algumas caracteristicas de taninos confirmando dados

de outros autores como: acdo antibacteriana; atividade hipotensora; auxilio na
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coagulagdo sangulinea; diminuicdo do nivel de lipidios no soro devido a baixa
absorc¢ao intestinal e, modulagéo da resposta imunoldgica.

As propriedades fisiolégicas e farmacologicas dos taninos foram
observadas por Haslam et al. (1989), assim como o principio da adstringéncia e a
cicatrizacdo como base terapéutica nos ferimentos de mucosa. Os taninos podem
formar complexos com proteinas (fig. 11 e 12) de forma reversivel (pontes de
hidrogénio ou interacdes hidrofébica) ou irreversivel (ligagdo covalente). As pontes
de hidrogénio sao formadas provavelmente entre hidroxilas fendlicas dos taninos e
as fungdes carbonilicas das ligagdes peptidicas das proteinas. Ja as interagdes
hidrofébicas ocorrem entre os nucleos aromaticos dos taninos e as cadeias laterais
alifaticas ou aromaticas dos aminoacidos protéicos. Quando tecidos do vegetal séo
lesados, ha formacado de complexos irreversiveis entre taninos e proteinas (reagao
catalisada por enzimas) numa tentativa de corregéo ou cicatrizagédo da lesdo (Mello e
Santos, 2001). Esse mesmo tipo de ligagdo promove a produgdo de couro em

curtumes.
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Figura 11— Associagao polifenol-proteina (P— proteina; PF— polifenol) (Haslam et al.,
1989)
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Figura 12 — Precipitagcdo do complexo polifenol-proteina — P- proteina; PF— polifenol;
A-— baixa concentracao de proteinas; B— alta concentracao de proteinas; C—
interacao proteina-fenol (F) (Haslam et al., 1989)

Uma forte atividade antiulcerogénica pode ser observada a partir de uma
procianidina trimérica isolada da Lindera umbellata Blume (Lauraceae), contra
nenhuma atividade dos monémeros e dimeros, ou mesmo uma fraca atividade de
tetr@meros, como o cinamotanino B-1 e D-1 (Ezaki et al., 1985).

Proantocianidinas oligoméricas possuem atividade sobre o sistema
circulatério, que se baseia na dilatacdo das paredes coronarianas e um efeito
inotropico positivo (Weinges et al., 1971). Estas propriedades foram demonstradas
pelos flavondides e procianidinas de Crataegus monogyna Jacq. e C. oxyacantha L.,
Rosaceae (Ammon e Kaul, 1994a, 1994b e 1994c).

Plantas que agem contra diarréia, atuam geralmente como adstringente e
possuem gosto amargo (Heinrich et al., 1992). Galvez et al. (1991 e 1993) testaram

um extrato aquoso das cascas de Sclerocarya birrea A. Rich. Hochst.
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(Anacardiaceae) como antidiarréico e atribuiram este efeito a uma inibicdo da
contracdo da musculatura lisa do célon. O mesmo foi observado com o extrato
metandlico das raizes de Psidium guajava L., Myrtaceae (Obasi et al., 1993).

Morton (1986) demostrou que alguns chas contendo taninos apresentaram
efeitos positivos contra cancer esofagico. Hatano et al. (1989) observaram que os
flavan-3-6is, as proantocianidinas e os taninos hidrolisaveis possuem a propriedade
de capturar os radicais livres do oxigénio, importantes no processo inflamatério,
levando a acreditar num possivel efeito anticarcinogénico e antimutagénico, ja que
muitos genes mutantes e carcindgenos produzem radicais livres que interagem com
macromoléculas celulares (Chung et al.,, 1998). Seus estudos mostram que essa
acgao é dependente do grau de hidroxilagao do anel B, do grau de polimerizagao e do
grau de galoilagdo das substancias. Os autores observaram, ainda, uma diminui¢céo
do efeito toxico dos radicais anion-superdoxidos e atribuiram essa atividade a
estabilidade dos radicais fendxi. Prodelfinidina B-2 e diversos elagitaninos agem
como antiinflamatdrios por bloquear a hialuronidase ativa ou a degranulagdo dos
mastoécitos (Kakegawa et al., 1985). Kandil e Nassar (1998) demostraram uma
atividade positiva de um elagitanino, obtido de Terminalia arjuna Wight & Arn., contra
cancer de mama.

Gazave et al. (1975) estudaram a epigalocatequina como co-fator para
vitamina C enquanto Matthe et al. (1999) relataram os taninos como inibidores da

HIV transcriptase reversa.

2.3. Atividade antibacteriana

Ao longo dos ultimos anos, grande numero de farmacos foi testado, na
expectativa de descoberta de novos agentes antibacterianos. Esses farmacos
provém de diversas fontes, podendo ser resumidos em sintéticos (produzidos em
laboratérios), naturais (vegetal, animal, mineral e microbiolégico) e semi-sintéticos

(naturais modificados). Muitos desses tornaram-se medicamentos de escolha contra
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algumas patologias causadas por bactérias, mas, com o passar do tempo, pode-se
observar uma diminuigdo de atividade efetiva destes agentes. O motivo principal € a
resisténcia bacteriana, que em sua reprodugdo, acabam gerando individuos
resistentes aos antibacterianos. Um dos fatores que contribuem para o aumento
desse fato € o uso indiscriminado dos antibacterianos pela populagao, muitas vezes,
aconselhada por algum profissional de saude.

Atualmente ha uma caréncia de antiinfecciosos com agao especifica, eficaz
e de baixo efeito colateral. Isso levou a uma corrida em busca de novos agentes
antibacterianos, principalmente através de fontes naturais. Muitos extratos vegetais e
substancias isoladas estdo sendo testados contra os mais diferentes tipos de
bactérias patogénicas ao homem. Os vegetais ricos em polifendis estdo entre os
pesquisados para essa atividade. Chah et al. (2000) comprovaram o relato
etnofarmacoldgico de atividade antibacteriana dos frutos do vegetal Solanum torvum
Sw. (alcaldides, flavondides e taninos) contra bactérias de isolados clinicos de
humanos e animais. O extrato bruto das folhas de Trichilia heudelotti Planch ex
Oliver, diterpenos e alguns acidos fendlicos isolados mostraram atividade
antibacteriana e antifungica moderada (Aladesanmi e Ododiran, 2000). Rauha et al.
(2000) demonstraram a atividade de quatro plantas ricas em flavondides e outros
compostos fendlicos contra nove bactérias diferentes, entre elas Pseudomonas
aeruginosa, Staphyloccocus aureus, Bacilus subtilis e Escherichia coli.

Os taninos sao polifendis que demonstram atividades farmacoldgicas,
principalmente no tocante a infeccéo por bactérias. Propdem-se trés mecanismos de
acao para essa atividade: inibicado de enzimas das bactérias, complexando-se com
os substratos dessas enzimas; a¢ao dos taninos sobre as membranas celulares dos
microorganismos, modificando o seu metabolismo; complexagdo com ions metalicos,
diminuindo, assim, a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo dos
microorganismos (Mello e Santos, 2001).

Varios vegetais com taninos estdo sendo testados para atividade

antibacteriana. Os extratos aquoso e acetbnico de Syzygium jambos (L.) Alston,
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ricos em taninos, mostraram atividade antibacteriana, superando plantas classicas
como Hamamelis virginiana L., Krameria triandra Ruiz & Pav., Alchemilla vulgaris L.
e Rubus fruticosus L. (Djipa et al., 2000). Esses autores mostraram, ainda, que com
a eliminagdo dos taninos, os extratos perdem a atividade. Ahmad e Beg (2001)
demonstraram atividade antibacteriana de varias espécies vegetais indianas ricas
em taninos e flavondides contra bactérias droga-resistentes. Chattopadhyay et al.
(2001) determinaram a presencga de taninos e flavondides em Alstonia macrophylla
Wall. Ex G. Don e a atividade antibacteriana dos extratos brutos metandlico e
metandlico-aquoso. Ebi et al. (1999) mostraram que algumas subfragdes do extrato
bruto de casca de Uvaria chamae P. Beauv. possuem atividade maior que a
penicilina G e cloranfenicol, sendo que a subfracdo mais ativa € a que contém
taninos entre seus compostos.

Alguns extratos de diferentes espécies vegetais foram avaliados contra
Helicobacter pylori e aqueles que continham taninos se mostraram mais ativos
(Annuk et al., 1999), demonstrando um importante auxilio no tratamento de ulceras
estomacais.

Monbémeros galoilados demonstraram atividade antibacteriana contra
Streptococcus mutans, agente etiolégico da carie (Otake et al., 1991; Nakahara et
al., 1993). Apesar da atividade antibacteriana dos taninos ser avaliada tanto contra
bactérias Gram-negativas como Gram-positivas (Scholz, 1994), as proantocianidinas
diméricas, triméricas e tetraméricas isoladas de Pavetta owariensis P. Beauv.
(Rubiaceae) nao demonstraram atividade contra Streptococcus pneumoniae e

Neisseria gonorrhoeae (Baldé et al., 1990).

2.4. Leishmaniose

A leishmaniose tegumentar americana € uma doenga de evolugao crénica
que acomete pele e mucosas. E causada por protozoarios do género Leishmania e

transmitida por insetos hematéfagos conhecidos genericamente por fleb6tomos.
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As leishmanioses sao protozooses com ampla distribuicdo mundial e
aproximadamente 350 milhdes de pessoas vivem sob o risco de contrair uma das
diversas formas da doenca. Estima-se em 12 milhdes o niumero de casos existentes,
com um acréscimo anual de 1,5 milhdes de novos casos (Modabber, 1993).

As primeiras suspeitas sobre a ocorréncia da doenga nas Américas foram
levantadas em 1885, época em que ja se registravam, em pacientes do Brasil,
Ulceras de pele que lembravam a leishmaniose tegumentar do velho mundo,
conhecida como botdo do oriente (Pessoa e Martins, 1982).

Apesar de ser considerada uma zoonose, a leishmaniose tegumentar
americana acomete a cada ano milhares de individuos, deixando como saldo um
vasto espectro de formas clinicas, que vai desde ulceras cutdneas benignas até
formas mucosas graves e mutilantes.

Os agentes etioldgicos das leishmanioses sao protozoarios do género
Leishmania. De acordo com Laison e Shaw (1987), esse € dividido em dois
subgéneros: Viannia e Leishmania, conforme o local de desenvolvimento no trato
intestinal dos vetores.

Os mosquitos, genericamente denominados flebotomineos, sédo os
hospedeiros invertebrados de Leishmania, nos quais os parasitas vivem na forma
flagelada, denominada promastigota. O homem e outros vertebrados sao infectados
ao serem picados por aqueles flebotomineos (Grimaldi et al., 1987 e 1989; Marzochi,
1992).

No hospedeiro vertebrado os protozoarios sido parasitas intracelulares
obrigatérios de fagocitos mononucleares. Nessas células os parasitas séo
encontrados nos fagolisossomas como formas nao flageladas, denominadas
amastigotas. Esse fato constitui um dos mistérios da biologia do parasita, que
consegue sobreviver e replicar-se no interior de macréfagos, subvertendo uma das
fungdes primarias dessas células que € destruir microorganismos (Berman, 1997).

Quando as formas promastigotas sédo inoculadas pelo vetor, ocorre rapida

internalizagdo por células locais e a transformagdo para amastigotas. Varios
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mecanismos garantem esse processo e, para o parasita sobreviver, € importante
que a fagocitose ocorra por macréfagos, uma vez que varias células podem fagocitar
Leishmania, mas sua sobrevivéncia ocorre somente nessas células.

A adaptacao de flebotomineos nos ambientes antrépicos é evidente e tem
propiciado a formacdo do ciclo de transmissdo nos ambientes domiciliar e
peridomiciliar em zonas rurais e urbanas, facilitando a infeccdo do homem e dos
animais domésticos, sobretudo cées e equideos (Aguilar et al., 1986 e 1989;
Yoshida, 1990).

A doenca humana tradicionalmente é dividida em sindromes clinicas:
visceral, cutdnea e cutdneo-mucosa. Cada espécie de Leishmania pode produzir
mais de uma sindrome clinica e cada sindrome pode ser causada por multiplas
espécies (Pearson e Queiroz-Souza, 1996).

As leishmanioses cutdnea e cutaneo-mucosa resultam da multiplicacao do
protozoario em fagécitos da pele. Nas leishmanioses cutdneas do velho mundo
estdo envolvidas principalmente as espécies L. (L.) major, L. (L.) tropica e L. (L.)
aethiopica (Laison e Shaw, 1987).

Nas Ameéricas a doencga € causada primariamente por espécies como L.
(L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (V.) venezuelensis, L. (V.) brasiliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) peruviana. Os reservatdrios podem ser os
caes e principalmente os roedores silvestres. O homem geralmente se infecta por
viver ou trabalhar em regides florestais.

As manifestagdes clinicas sdo pequenas ulceras, unicas ou multiplas, que
se desenvolvem no local da picada do vetor, em regides expostas como orelhas,
face, membros superiores ou outras. Em raras ocasides podem ocorrer casos de
leishmaniose cutanea difusa, em que a L. (L.) amazonensis geralmente esta
envolvida. A infecgdo causada por L. (V.) brasiliensis pode resultar na doenca
mucosa, que afeta o nariz, boca, garganta e faringe, com destruicdo dos tecidos
cartilaginosos e desfiguragdes na face. Essas manifestagbes mucosas podem

ocorrer meses ou mesmo anos apds a cura das lesdes cutdneas (Pearson e
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Queiroz-Souza, 1996; Berman, 1997).

No Brasil, a leishmaniose tegumentar tem vasta distribuicdo, abrangendo
quase todos os estados, onde acomete pessoas de todas as faixas etarias e de
ambos os sexos. No estado do Parana, a leishmaniose tegumentar incide em
diversos municipios (Roberto et al., 1997; Teodoro et al., 1991). Em inquérito
realizado entre 1992 e 1993 por Silveira e colaboradores (1996) mostraram que
19,9% dos individuos investigados entre 30 e 39 anos de seis propriedades
agricolas nos municipios de Jussara e Terra Boa (noroeste do estado do Parand)
tiveram ou estavam com a doenca.

Muitos compostos sdao conhecidos por apresentar acao leishmanicida, mas
o tratamento da doenga é baseado principalmente no uso de antimoniais
pentavalentes como estibogluconato de sédio (Pentostan®) e antimoniato de N-
metil-glucamina (Glucantime®). No Brasil, o Ministério da Saude normatizou a
conduta para o tratamento, que é feito com o Glucantime®, em esquemas de
injecdes intramusculares diarias, em ciclos que se repetem até a cicatrizagdo da
lesdo. Muitos pacientes chegam a tomar mais de 100 doses injetaveis. Os efeitos
colaterais desse farmaco sao significativos: dores de cabega, mal estar geral, dores
musculares e existe o risco de reacdo de hipersensibilidade. O Estado garante a
distribuicdo gratuita através do Sistema Unico de Saude, sendo, no entanto,
frequente o racionamento na distribuicdo desse medicamento.

Ha um crescente interesse em se buscar novas formas de tratamento, com
farmacos de facil obtengdo, melhor eficacia e custo. Assim, as drogas vegetais
aparecem como uma das alternativas.

Varios estudos tém sido realizados nesse sentido e diferentes espécies
vegetais tém apresentado componentes ativos contra espécies de Leishmania, por
exemplo: Nyctanthes arbortristis L. (Tandon et al.,1991), Anacardium occcidentale L.
(Franca et al., 1993), Peschiera vanheurckii (Mull. Arg.) L. Allorge (Moretti et al.,
1994) e Plumbago scandens L. (Santos et al., 1997).

O extrato de "barbatimao", Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville,
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apresentou atividade sobre formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (Jorge et
al.,, 1996). Experimentos em andamento mostram que esse efeito também é

observado sobre as formas intracelulares de leishmania, as amastigotas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIA-PRIMA VEGETAL

As cascas do vegetal Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville foram
coletadas em 20 de novembro de 1999 as 9:00 h no municipio de Sdo Jerdbnimo da
Serra (23°43’7,8”S; 50°45'23,5”E; 926 m altitude), Estado do Parana. Apds o
processo de herborizacao, preparou-se exsicata, com as folhas, flores e cascas, que
encontra-se depositada como documento taxonédmico no Herbario do Departamento
de Biologia da Universidade Estadual de Maringd sob numero HUM 3800. Sua
identificacdo foi realizada pela Profa. Dra. Cassia Ménica Sakuragui. Algumas
amostras de cascas e foliolos foram colocadas em solugdo de FAA e glicerina para
posterior estudo anatdmico. As cascas foram fragmentadas e deixadas para
secagem a temperatura ambiente (24 °C) em local arejado e com auséncia da luz

solar.

3.2. SOLVENTES E REAGENTES

Todos os reagentes, exceto quando especificado, possuiam grau de
pureza pro-analise (p.a.), e de marca Mallincrodt®, Merck® ou Sigma®.
- Acetato de etila

Acetona

- Acido acético

- Acido férmico

- Agar Mueller-Hinton meio desidratado Difco
- Anidrido acético

- Azul de astra

- Caldo Mueller-Hinton Difco

- Cloroférmio
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3-3-3.3.

Cloroférmio deuterado Isotec

Etanol

FAA — etanol/agua destilada/formol/acido acético (10:7:2:1; V/IV)
Formalina a 2% em solucgao salina

Glicerina

Hipoclorito de sddio

Meio 199

Metanol

Metanol deuterado Isotec

n-propanol

Penicilina

Piridina

Resina Permount ®

Safra-blau (safranina/azul de astra; 1/90; V/V)

Safranina

Solugdo aquosa de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio a 2%
Solucéo de cloreto férrico a 2% em metanol

Solucédo de Fast-green - fast-green/etanol/xilol (0,1:10:10; V/V)
Solugédo de L-glutamina

Solugéao de 6leo de cravo - 6leo de cravo/etanol/xilol (2:1:1; V/IV)
Soro bovino fetal Difco

Tolueno

Xilol

EQUIPAMENTOS

Aparelho de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear Varian
Gemini 300BB
Camera fotografica Digital Sony Mavika modelo FD71
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- Camera fotografica Pentax K1000

- Coletor ISCO modelo 328

- Cromatografo liquido Gilson modelo 321, com injetor manual Rheodyne
(alca de 20 pl) e software UniPoint LCNT; colunas (c: 4 mm; & 3 mm) e
coluna (c: 250 mm; & 4 mm) preenchidas com LiChrospher® 100 RP-
18 com tamanho de particula de 5 ym; detector de comprimento de
onda variavel Gilson UV/VIS 156; Degasser 184.

- Cromatografo de contra corrente de alta velocidade PC INC, Minarik®
equipado com coluna “triple coil” de 320 ml e mddulo de injecéo.

- Espectrébmetro de massas ESI-MS Quattro LCZ MICROMASS.

- Evaporador rotatério Blchi R-114

- Lidfilizador Christ Alpha [-2

- Céamara de UV Germetec GM-24 (254 e 365 nm)

- Microscopio 6ptico Nikkon modelo Alphaphot-2 YS2

- Moinho de martelos Tecnal Marconi modelo TE 048

- Turbo extrator Skymsen modelo LSV 04

- Ultrassom Unique-USC 1540, 25 kHz

3.4. DESCRICAO ANATOMICA

3.4.1. Corte a mao livre

As cascas foram mantidas em glicerina e FAA por 24 h. Os cortes
anatdmicos foram feitos com l|aminas de aco inoxidavel. Realizaram-se cortes
transversais e longitudinais, utilizando-se pedagos de isopor como suporte. Os
cortes foram recolhidos em vidro de relégio contendo agua e, apos selegdo dos
melhores, colocou-se em solucdo de hipoclorito de sodio até total clarificacao
(Oliveira e Akisue, 1989). Apéds, foram novamente lavados em agua e procedeu-se a

reagcao com safranina e azul de astra durante 2 minutos (Gerlach, 1969). Utilizou-se,
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também, solugdo de cloreto férrico a 2% em metanol para detectar a presenga de
substancias fendlicas. Os aspectos anatdomicos do vegetal foram observados,
descritos e ilustrados com auxilio de microscépio 6ptico. As fotomicrografias foram

obtidas em fotomicroscépio e em microscopio éptico com camera fotografica digital.

3.4.2. Inclusdo do material vegetal em parafina (Montenegro, 1985)

As cascas mantidas em glicerina e FAA foram seccionadas em fragmentos
com aproximadamente 0,5 cm de largura € 1 cm de altura, os quais foram

submetidos a desidratagdo conforme a sequéncia:

- Etanol 50 GL 30 min
- Etanol 70 GL 30 min
- Etanol 95 GL 30 min
- Etanol /t-butanol (1:1) 15 min
- t-butanol 8 h (58 °C)

Em seguida procedeu-se a inclusdo do material em parafina por 12 h em
estufa a 58 °C, sendo 4 h de imersdo em t-butanol/parafina (1:1, V/V) e 8 h em
parafina. Os blocos foram preparados em pequenas caixas de papel com volume
aproximado de 1 cm® e deixados em temperatura ambiente por 10 min e, apds, os
blocos foram colocados em refrigerador a 4 °C por 1 h.

Os cortes anatébmicos foram obtidos em microtomo na espessura de 12 ym
e transferidos para laminas de vidro, sendo distendidos em chapa aquecida a + 50
°C. Apds, procedeu-se a desparafinizagdo dos cortes utilizando a sequéncia: xilol 1,
xilol 2 e xilol 3 por 10 min em cada um. A etapa de coloragao dos cortes consistiu na
sequéncia de alcool 50 °GL por 5 min e safranina de 20 a 30 min. O excesso de
safranina foi retirado com agua destilada, alcool 70 °GL, alcool 90 °GL e alcool
absoluto durante 5 min em cada um deles. Aplicou-se solugdo de Fast-green
pingando-se uma gota em cada l&mina e deixando aproximadamente 3 min. Lavou-
se com uma ou duas gotas de solugéo de 6leo de cravo (6leo de cravo 20 ml; etanol

10 ml; xilol 10 ml) para ativag&o da coloragao.
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Continuou-se com a preparagao das laminas permanentes com a seguinte
bateria: xilo 1, xilol 2 e xilol 3 por 10 min em cada um. Em seguida montou-se a

laminula sobre a lamina com resina Permount®.

3.5. METODOS CROMATOGRAFICOS

No desenvolvimento desse trabalho foram empregados varios métodos
cromatograficos na obtencao de fragdes semipurificadas, auxiliando no isolamento

de substancias quimicas e nos estudos biolégicos.

3.5.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD das fragdes obtidas em cromatografia em coluna (CC) foi realizada
em folhas de aluminio contendo gel de silica 60 Fy54 (Merck®), utilizando-se como
fase mobvel acetato de etila/acido férmico/agua (90:5:5; V/V). Apdés o
desenvolvimento, as placas foram observadas sob luz UV (254 nm) e depois

reveladas com solugéo de cloreto férrico a 2% em metanol (Mello et al., 1996a).

3.5.2. Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As substancias isoladas foram inicialmente derivatizadas (se¢édo 3.7) e em
seguida aplicadas na forma de barra em gel de silica PF54 com gesso (Merck®)
sobre placas de vidro (20 x 20 cm), na espessura de 0,75 ou 1 mm. O sistema
eluente empregado foi tolueno/acetona (7:3; V/V). As faixas de substancias foram
demarcadas sob luz UV (254 nm), calculando-se o valor de R para a substancia. Em
seguida raspou-se a zona e adicionaram-se 3 ml de cloroférmio. Deixou-se em ultra-
som por aproximadamente 15 min. Filtrou-se em filtro G3, eliminando o cloroférmio
em evaporador rotatério sob pressao reduzida. A amostra foi deixada na capela a
temperatura ambiente para completa eliminagao do solvente, sendo posteriormente

congelada e liofilizada (Mello et al., 1996a).
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3.5.3. Cromatografia de contra corrente de alta velocidade (CCCAV)

Utilizou-se cromatdgrafo de contra corrente de alta velocidade, com
rotacdo média de 870 rpm e com fluxo de 1 ml/min. O sistema eluente empregado foi
preparado em funil de separagdo com acetato de etila/n-propanol/agua (140:8:80;
V/IV). A fase inferior foi utilizada como fase estacionaria e a fase superior como fase
movel. Os tubos coletores, com volume de 3 ml, foram monitorados por CCD (se¢ao

3.5.1) (Mello et al., 1996a).

3.5.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras analisadas foram solubilizadas em metanol nas
concentragbes de 1 mg/ml (substancias isoladas), 30 mg/ml (subfracdes F3#11 e
F3#12) e 50 mg/ml (extrato bruto, fragdo acetato de etila e demais subfragbes). Em
seguida filtrou-se em filtro Millipore® (FHLPO01300). A temperatura do forno para
coluna foi de 30 °C e os cromatogramas foram observados nos comprimentos de
onda de 278 e 300 nm.

O sistema eluente utilizado foi gradiente binario, com velocidade de fluxo

de 1 ml/min, entre acido acético 5% em agua e metanol de acordo com a tabela 2.

Tabela 2 — Gradiente da fase mével utilizada para CLAE

Tempo (min) | Metanol (%) | Ac. acético 5% (%)
0 10 9
25 50 50
30 100 0
35 100 0
40 10 90

3.6. PREPARACAO DE EXTRATOS

3.6.1. Extrato total (F1)

As cascas secas foram cominuidas em moinho de martelos, empregando-
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se 0 material sem separagao granulométrica. Preparou-se o extrato bruto em turbo-
extrator, por 15 min, tomando-se o cuidado para que a temperatura ndo excedesse
40 °C. A proporc¢ao utilizada foi de 1:10 (m/V), com a mistura de acetona-agua (7:3;
VIV) (Cork e Krockenberger, 1991). Apos a filtracado por algodao, o filtrado foi
concentrado em evaporador rotatorio na temperatura média de 40 °C até completa

eliminagao do solvente organico, congelado e liofilizado, obtendo-se o extrato F1.

3.6.2. Obtencao da fragado acetato de etila (F3)

O extrato F1 (50 g) foi ressuspendido em agua (500 ml) e particionado com
acetato de etila (500 ml; 10 vezes) (Porter, 1989). As fases aquosa restante (F2) e
acetato de etila (F3) foram reunidas, concentradas em evaporador rotatério sob
pressdo reduzida até a eliminagdo total do solvente organico, congeladas e

liofilizadas.

3.6.3. Cromatografia em coluna (CC) da fragao acetato de etila (F3)

A fracao F3 foi fracionada empregando-se uma coluna de vidro (h: 750
mm; & 55 mm) contendo Sephadex® LH-20 como fase estacionaria. A coluna, apés
limpeza apropriada, foi estabilizada com etanol 50 °GL. Vinte gramas da fracao F3
foram adicionadas no topo da coluna com auxilio de pipeta de Pasteur. Empregou-

se a seguinte sequéncia de fase mdvel em proporg¢ao volumétrica:

1. EtOH/agua destilada (1:1), 81
2. EtOH, 6
3. Acetona/agua destilada (7:3), 251

Recolheu-se em tubo de ensaio (10 ml cada) com fluxo de 1,0 ml/min. O
monitoramento foi realizado através de CCD (secdo 3.5.1). Obtiveram-se 12
subfracdes, que foram reunidas, concentradas em evaporador rotatério, até total

eliminagao do solvente organico, congeladas e liofilizadas (Mello et al., 1996a).
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3.6.4. Cromatografia em coluna das subfragbes

Algumas das 12 subfracdes obtidas a partir da fragdo F3 foram submetidas
a sucessivas CC (h: 320 mm & 30 mm; h: 400 mm & 25 mm; h: 600 mm & 15 mm)
contendo Sephadex® LH-20 e com fluxo de 1,0 ml/min. O sistema eluente foi

empregado na seguinte sequéncia:

EtOH 10 °GL
EtOH 20 °GL
EtOH 30 °GL
EtOH 40 °GL
EtOH 50 °GL
EtOH 60 °GL
EtOH 70 °GL

N o o R e nhd =

O monitoramento dos tubos foi realizado através de CCD (sec¢&o 3.5.1).

3.7. DERIVATIZACAO QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Para quantidades de até 100 mg de substancia, adicionaram-se 1 ml de
piridina e 1 ml de anidrido acético em baldo de fundo redondo de 100 ml. Deixou-se
em repouso por 24 h. Apos, colocou-se gelo picado interna e externamente ao
baldo, deixando por 2 h. Filtrou-se a vacuo em filtro G3 e a substancia acetilada foi
lavada com agua até completa eliminagdo da piridina. Dissolveu-se a substancia
acetilada em cloroférmio ou acetona e fez-se retirada do solvente em evaporador
rotatorio de forma sucessiva até total eliminacdo da piridina. Transferiu-se para um
frasco e colocou-se na capela a temperatura ambiente para total eliminagcdo do

solvente. Apos, a substancia foi congelada e liofilizada.

3.8. ANALISE ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Foi realizada através de métodos espectroscépicos de ressonancia
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magnética nuclear (RMN) 1D (1H, 13¢), 2D (1H/1H COSY, HETCOR e HETCOR-
LR), empregando-se solventes deuterados (MeOD e CDCIs) e espectrometria de
massas (EM). Os espectros das substancias foram obtidos no Departamento de
Quimica Organica da Universidade Estadual de Maringd e foram analisados e
comparados com dados da literatura. Os espectros de massas foram obtidos junto

ao Instituto de Quimica Orgénica da Universidade de Munster, Alemanha.

3.9. HIDROLISE DE DIMEROS (MELLO ET AL., 1996A)

3.9.1  Unidade superior

Colocou-se 1 mg da substancia acetilada em 2 ml de solugédo de HCI 5%
em etanol, em baldo de fundo afunilado de 25 ml. Deixou-se em refluxo por 60 min,
ou até a solugao tornar-se claramente vermelha. Realizou-se CCD em celulose com
sistema eluente ac. férmico/HCl/agua (10:1:3; V/V). Foi utilizado cloridrato de

pelargonidina como substancia referéncia.

3.9.2. Unidade inferior

Colocou-se 1 mg da substancia livre (ndo acetilada) em 2 ml de solugao de
HCI 0,1 N em etanol. Deixou-se em banho-maria a 60 °C por 15 min. Conseguiu-se
a identificagao através de CCD como descrito na secédo 3.5.1 em comparagao com

substancia referéncia.

3.10.ENSAIOS BIOLOGICOS

3.10.1. Atividade antibacteriana

As bactérias utilizadas foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
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Bacillus subtilis (ATCC 6623) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e os
antibacterianos de referéncia foram penicilina, vancomicina e cloranfenicol,

respectivamente.

3.10.1.1. Padronizagao da suspensao bacteriana

A suspensao bacteriana foi padronizada adicionando gotas de uma cultura
de 24 h em um tubo contendo solugao salina até a obteng¢ao de uma turvacéao igual a

encontrada na escala de Mc Farland (aproximadamente 1,5 x 10 UFC/ml).

3.10.1.2. Determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) através do

método da diluicdo em placas (Amsterdam, 1996)

As fragdes e substancias a serem testadas, foram solubilizadas em agua
(20 mg/ml) e diluidas (1:10) em caldo Mueller-Hinton (CMH), resultando numa
solugdo 2 mg/ml (Solugéo Teste - ST). Em uma placa de 96 pogos (fig. 13) foram
adicionados 100 yl de CMH em cada pogo. Um volume de 100 ul de ST foi
adicionado aos pocos da primeira fileira. Fez-se entdo a diluicdo seriada
homogeneizando e transferindo 100 ul da primeira fileira até a sétima, resultando
nas respectivas concentragdes: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,625 ug/ml. A
oitava fileira foi utilizada como controle, sem ST. Em seguida, a todos os po¢os,
foram adicionados 5 ul da suspensao de microrganismos previamente padronizada,
e a placa foi incubada a 37 °C durante 24-48 h. A inibicdo de crescimento foi
evidenciada pela auséncia de crescimento microbiano no meio, utilizou-se solugao
aquosa de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio a 2% (TTC) para facilitar a visualizagao,
determinando entdo a CIM, ou seja, a menor concentragdo da ST capaz de inibir o
crescimento microbiano in vitro. Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida
Minima (CBM), as diluicbes que nao resultaram em crescimento na CIM e duas
diluicdes anteriores foram utilizadas semeando-as em agar Mueller-Hinton (AMH),

comprovando-se, assim, a atividade bactericida.
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Figura 13 — Placa de 96 pogos com TTC, evidenciando os pogos com crescimento
bacteriano (pogos vermelhos)

3.10.1.3. Tempo de morte bacteriana

Obtido o resultado da CIM (x), em pl/ml, colocou-se 100 ul de CMH nos
sete primeiros pogos da primeira coluna de uma placa de 96 pogos. Adicionou-se ao
primeiro pogo superior da linha 100 ul da solugdo contendo a fragdo a ser testada
diluida em CMH. Fez-se uma diluicdo seriada, homogeneizando e transferindo,
sucessivamente, 100 ul do primeiro ao sexto pog¢o da primeira coluna, objetivando as
concentragodes finais, respectivamente, 0,5x, 1x, 2x, 4x, 8x e 16x (em pl/ml), ficando
a sétima fileira como controle. Colocaram-se 10 ul de suspensado bacteriana em
CMH, contendo aproximadamente 5 x 10* UFC/ml, nos sete pocos utilizados da
primeira coluna. Preparou-se uma placa para cada tempo de leitura (t = 0, 3, 6, 9,
12, 18, 24 h).

Em cada tempo de leitura, adicionaram-se 90 ul de CMH no restante dos
pocos da placa. Para facilitar as contagens das colbnias, fez-se uma diluicado seriada
homogeneizando e transferindo 10 ul do primeiro pogo da fileira até o ultimo,

repetindo-se para todas as fileiras. Realizou-se a semeadura dos pogos em placa de
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Petri com AMH para realizar a contagem das colénias (Klepser et al., 1996).

3.10.2. Atividade leishmanicida

3.10.2.1.Meio 199 completo

Foi utilizado o meio 199 contendo 1 ml de solucdo de L-glutamina,
penicilina 6,3 mg/ml, estreptomicina 10 mg/ml e soro bovino fetal 10%. O meio foi
esterilizado através de membrana Millipore® (HA em éster de celulose, 0,45 ym de

poro, 25 mm de diametro).

3.10.2.2.Repique de cultura

Utilizou-se a cepa MHOM/BR/73/M2269 de Leishmania (Leishmania)
amazonensis, mantida em camundongos por repiques a cada 50-60 dias. As formas
promastigotas foram obtidas apds isolamento dos parasitas dos camundongos,
inoculacdo em meio de cultura 199 completo e crescimento por 5-7 dias a 26 °C.

Em frascos de cultura de 25 ml estéreis, adicionaram 4 ml de meio 199
completo e 1 ml da cultura de leishmania (1 x 10° promastigotas/ml). Deixou-se em
estufa incubadora de 5 a 7 dias, a 26 °C. Apds, as culturas foram homogeneizadas
através de seringa e agulha (25 x 7 mm) e observadas ao microscopio optico (400x)

para confirmagao de crescimento homogéneo e sem contaminacao.

3.10.2.3. Padronizagao da cultura de formas promastigotas

Adicionaram-se 50 ul da cultura em 950 ul de formalina 2% em solugéo
salina, realizando-se a contagem em camara de Neubauer. Foram preparados 16 ml

de cultura contendo 2 x 10° promastigotas/ml.

3.10.2.4. Padronizagao da solugao teste (ST)
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Pesaram-se 20 mg da ST e diluiu-se em 10 ml de meio 199 completo (2
mg/ml). Essa solugéo foi filtrada em membrana Millipore® (HA em éster de celulose,

0,45 ym de poro, 25 mm de didmetro) no momento de uso.

3.10.2.5. Avaliacao da atividade leishmanicida

As diferentes concentragdes foram preparadas de forma estéril (tab. 3).

Tabela 3 - Preparacao dos tubos estéreis e respectivas concentragoes

Tubos Quantidade (ml) Concentragao final
(STP)* | Solugao teste | Meio 199 completo Cultura de da ST (ug/ml)
(ST) Leishmania
1 4,00 - 4,00 1000
2 0,40 3,60 4,00 100
3 0,04 3,96 4,00 10
Controle - 4,00 4,00 -

* STP — Solugdo Teste Padronizada

Aliquotas de 500 ul de cada concentragao e do controle foram distribuidas
em tubos de 1 ml estéreis e com tampa. Foram preparados 12 tubos para cada
concentragédo (STP) e 12 tubos para o controle, totalizando-se 48 tubos. Os tubos
foram mantidos em estufa a 26 °C. A primeira contagem das culturas de leishmania -
foi realizada apds 24 h, sendo avaliados 3 tubos de cada concentracéo e 3 tubos do
controle (n=3). A contagem foi repetida apos 48, 72 e 96 h.

Para a contagem, as culturas foram homogeneizadas com agulha e
seringa. Apos, preparou-se uma diluicdo adequada da cultura em formalina a 2% e
realizou-se a contagem em camara de Neubauer.

A concentracdo de formas promastigotas de leishmania nos tubos
contendo a droga foi comparada com a encontrada em seus respectivos controles. O
resultado final da atividade leishmanicida foi calculado para os quatro dias de
leituras em porcentagem de inibicdo do crescimento nos tubos contendo as
diferentes concentracdes da ST em relacdo ao crescimento nos tubos controle

(Callahan et al., 1997).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitos vegetais sao utilizados pela populacédo na tentativa de controlar
diversas doencgas ou sintomas, e muitas vezes sao utilizados indevidamente. Assim,
essas “plantas milagrosas” vém ao longo dos anos trazendo transtornos para seus
usuarios, seja simplesmente pela auséncia da atividade farmacolégica, ou mesmo
pela ocorréncia de intoxicacdes. Esse fato esta relacionado, normalmente, com o
uso errbneo das partes vegetais (ma caracterizagcdo e/ou preparagdo e
administracdo errada). Esses erros levam, além de prejuizos ao paciente, a um
intenso extrativismo, colocando em risco varias espécies vegetais nativas, sem que
sejam estudadas (Francga, 2001).

Em qualquer estudo envolvendo matéria-prima vegetal, é fundamental a
identificacdo correta da droga, que consiste na comparagdo com uma espécie ja
existente em uma colecdo e/ou com descricdes e ilustracbes encontradas na
literatura. O erro de identificacdo pode ocorrer em pesquisas académicas e na
produgao de medicamentos envolvendo drogas vegetais, levando, algumas vezes, a
falsos resultados e produtos, com consequente desperdicio de investimento e
problemas aos consumidores. Nas pesquisas, a matéria-prima pode ser
perfeitamente identificada, ja que normalmente, o préprio pesquisador faz a coleta
de varias partes vegetais, preparando a exsicata e facilitando o processo de
identificacdo. Ja na produgcdo medicamentosa, esse processo tende a ser mais
problematico. Normalmente apenas o farmacdégeno é comprado, e na maioria das
vezes na forma moida. Nesse caso faz-se uso de algumas analises quimicas como
complemento, (reagdes quimicas de caracterizagcdo, CLAE, CCD entre outras)
obtidas em monografias especificas para cada droga.

A analise anatdbmica mostrou as principais estruturas das cascas do
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. Esse trabalho envolveu técnicas de
corte diferenciado, tanto a méo livre como com o auxilio de micrétomo, isso se deve

a grande dificuldade de se obter cortes viaveis de serem analisados. Selecionaram-
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se os melhores entre aqueles obtidos pelos dois processos, resultando em cortes
preparados em laminas com glicerina e cortes que foram incluidos na parafina. Com
essa selecao de cortes, pode-se visualizar as estruturas celulares, e de acordo com
a cor resultante da aplicacdo do corante, observou-se suas possiveis composicoes
quimicas como: lignina, celulose ou suberina.

As caracteristicas anatdbmicas das cascas do vegetal Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville foram publicadas pela primeira vez na Farmacopéia
(1926). Sua monografia € composta de informacbes sobre seus caracteres
microscopicos, sem ilustracdes. Oliveira e Akisue (1989) descreveram as mesmas
caracteristicas acrescentando desenhos. Suas ilustragbes foram uteis para o
desenvolvimento do presente trabalho, auxiliando, entre outros fatores, na
identificacao do vegetal. Possiveis equivocos entre espécies do género podem ser
evitados, desde que outras espécies sejam estudadas da mesma maneira e de
forma comparativa. As apresentagdes por desenhos e fotos fornecem subsidios a
respeito das principais caracteristicas anatObmicas das cascas do barbatiméo,
facilitando o controle de qualidade do farmacdégeno.

Observando-se os cortes obtidos, tanto a méao livre, quanto aqueles
emblocados em parafinas, foi possivel reconhecer os tecidos apresentados na
Farmacopéia (1959) e por Akisue e Oliveira (1989).

Apesar da dificil separacao entre o felogénio e a feloderme (parénquima
cortical secundario), foi possivel a perfeita observagdao da periderme (fig. 14) que,
além dos tecidos citados, o suber também participa de sua formacgao. O suber, que é
originario do felogénio, tornou-se evidenciado pelo espessamento de sua parede por
suberina, substancia que confere impermeabilidade a agua e ao ar. Suas células séo
grandes, arredondadas e aparentemente sobrepostas. Foi possivel notar a presenca
de lignina nas células suberosas, evidenciada pela safranina. Ja o felogénio e o
feloderme sédo formados por células retangulares, alongadas no sentido tangencial,
enfileiradas e justapostas.

As células do parénquima cortical, propriamente dito, apresentaram-se
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mais arredondadas e com parede celular menos espessada e celuldsica (fig. 14).

BN

. Suber
Periderme

>_ (suber, felogénio

e feloderme)

, ) Parénquima cortical

Células pétreas

Figura 14 — Corte longitudinal da casca de barbatimao

O parénquima cortical apresenta um grande numero de células
esclerenquimaticas, facilmente distinguida por sua forma, tamanho e bordas
espessas, nomeadas como células pétreas (fig. 14 e 15) (Esau, 1974). Essas células
sdo dotadas de paredes secundarias espessadas com lignina, mostrando-se

avermelhadas em Safrablau, e sdo importantes na fungao de sustentagao do vegetal

Figura 15 — Células pétreas (CP) em corte transversal sem corante
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No corte transversal da casca na regido floematica, observa-se que as
fibras do floema estdo dispostas em grupos (fig. 16), evidenciadas também pela

safranina.

Parénquima cortical

Graos de amido

Grupos de fibras do floema

Figura 16 — Fibras do floema em corte transversal

Em corte longitudinal, observa-se que ao longo das fibras floematicas,
aparecem células contendo cristais prismaticos (monocristais), formando uma bainha

cristalifera (fig. 17 e 18), caracterizando fortemente a anatomia vegetal.

Figura 17 — Corte longitudinal (safrablau) mostrando fibras do floema (FF), raios
medulares (RM), cristais prismaticos (CR) e células parenquimatica
grandes (CG).
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Figura 18 — Corte longitudinal (safrablau) mostrando as fibras do floema (FF) e a
bainha de cristais prismaticos (CR)

As fibras floematicas, os raios medulares, as células gigantes e os cristais
podem ser observados na figuras 17, 18 e 19. Na figura 20 é possivel identificar
numerosos grupos de 5 a 7 células parenquimaticas que se destacam pelo seu

tamanho. Nas demais células, nota-se grande numero de graos de amido.

Raios ”i"""w ’* T

yorter o kalol Yo i

medulares \ ’9“.“- ‘j E ‘f‘bﬂ'- Fibras do floema
‘,l' . & B .|- : ;
| 7SS

Células gigantes

Cristais prismaticos

Figura 19 — Corte transversal da casca mostrando as fibras floematicas, raios
medulares, células gigantes e cristais prismaticos
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Em todo parénquima cortical é visto, isoladamente ou em grupos, células
com conteudo pardo, ainda ndo caracterizadas, mas, possivelmente resinosas (fig.

20).

Figura 20 — Células com conteudo pardo (CD)

Houve suspeita de que as células com conteudo pardo (ainda néao
elucidadas) fossem idioblastos taniferos, isto &, células com o meio intracelular com
grande quantidade de taninos. Isso ajudaria na explicagdo do armazenamento de
substancias fendlicas e adstringentes ou mesmo tanantes nas cascas do
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, que apresentam um teor de cerca de
20 % em taninos (Farmacopéia, 1959).

Essa idéia, da possivel presenca de substancias fendlicas em idioblastos e,
o isolamento e identificagcdo de 23 compostos das cascas da espécie vegetal, dos
quais 10 foram totalmente inéditos obtidos de fonte natural (Mello et al., 1996a,
1996b e 1999), resultaram no propdsito de isolamento e identificacdo de possiveis
novos taninos condensados. Assim, esse trabalho empregou a mesma metodologia
proposta por esses autores.

As cascas (3,960 kg) foram coletadas em Sao Jerdbnimo da Serra, estado
do Parana, Brasil. O material foi submetido a secagem a sombra e em local arejado.
Realizou-se paralelamente a perda por secagem (n= 5) da casca, e, apos nove dias
houve estabilizacdo no processo de secagem, perdendo 52,81% + 1,86 do peso

bruto. As cascas secas (1,864 kg) foram moidas, fornecendo um rendimento de
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87,39% (1,629 kg em po).

Com 1,5 kg da droga cominuida preparou-se extrato bruto por turbo-
extracdo com um rendimento de 42,13%, obtendo-se 633 g de material liofilizado
(F1).

Com 550 g da fracdo F1 produziu-se por particao liquido-liquido, 396,0 g
da fragcdo aquosa (fracéo F2) e 98,0 g da fragdo acetato de etila (F3). Empregou-se
na particdo 55 | de acetato de etila e 5,5 | de 4gua destilada. A obtenc¢ao das fragdes
e subfragdes a partir da fragdo F1, encontra-se no fluxograma 1. As quantidades
utilizadas de droga vegetal no trabalho se devem a amplitude do projeto elaborado,
com envolvimento de varias areas de pesquisa, como microbiologia, parasitologia,
farmacognosia, botéanica, histologia e farmacologia, e que resultardo em mais alguns

anos de estudo.

DROGA
\/FAFTAI
Turbélise
Acetona/Agua 7:3 VIV (15 1)

Extrato Bruto (F1)
(633 9)

Particéo Liquido-Liquido
Agua-Acetato de Etila (5,5:55 1)

Fracdo Aquosa (F2) Fracao Acetato de etila (F3)
(396,0 g) (98,0 g)

Cromatografia em Coluna
Sephadex® LH-20

F3#1 a F3#12

Fluxograma 1 - Obtengao das fragdes e subfragdes

Com o intuito de fracionamento da fragdo F3 (acetato de etila), realizou-se
cromatografia em coluna em Sephadex® LH-20 com 20 g da mesma. Repetiu-se o
procedimento por mais duas vezes com por¢des de 20 g. Através do monitoramento
por CCD, pbde-se reunir 12 subfragdes (F3#1 — F3#12) de acordo com a tabela 4.

Todas as subfragdes foram avaliadas em CCD (fig. 21).
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Tabela 4- Doze subfragdes obtidas por CC

Fracao Eluente Volume Quantidade (g) (%)
aproximado (1)
F3#1 Etanol/Agua (1:1; V/V) 4,8 2,0612 3,44
F3#2 Etanol/Agua (1:1; V/V) 1,35 7,4268 12,38
F3#3 Etanol/Agua (1:1; V/V) 1,8 8,4632 14,11
F3#4 Etanol/Agua (1:1; V/IV) 1,65 2,2966 3,83
F3#5 Etanol/Agua (1:1; V/V) 2,97 4,9626 8,27
F3#6 Etanol/Agua (1:1; V/V) 2,28 4,1726 6,95
F3#7 Etanol/Agua (1:1; V/IV) 2,85 3,1477 5,25
F3#8 Etanol/Agua (1:1; V/IV) 3,75 3,7152 6,19
F3#9 Etanol/Agua (1:1; V/IV) 4,95 1,2507 2,08
F3#10 Etanol/Agua (1:1; V/V) 7,20 2,8090 4,68
F3#11 Etanol 12,30 2,6231 4,37
F3#12 Acetona/Agua (7:3; VIV) 7,50 6,4586 10,76
a -

. R A s
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F3#1 F3#2 F3#3 F3#4 F3#5 F3#6 F3#7 F3#8 F3#9 F3#10 F3#11 F3#12

Figura 21 — CCD das 12 subfragbes (Ra=0,60; Rb=0,48; R«c=0,36; Rd= 0,60;
Re=0,40; Rf=0,30)

Pelo fracionamento ter sido realizado por Sephadex® LH-20, € de se
esperar que as substancias com maiores massas moleculares aparecessem nas
fragbes iniciais. Porém, houve uma predominancia de substéncias de massas
moleculares menores. Propde-se que o fato esteja relacionado com a interagao entre
os mondmeros de taninos e sistema eluente, ocorrendo a eluicdo sequencial de
mondmeros>dimeros>trimeros>tetrameros>oligdmeros>polimeros (Thompson et al.,
1972).

De acordo com o cromatograma (fig. 21) e, na tentativa de se conseguir
isolar monémeros de taninos condensados (flavan-3-6is), iniciou-se o fracionamento

com as fragcbes F3#2 e F3#3. Isto esta baseado na presenga de manchas com
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coloracéo entre o azul e o marrom (fig. 21 - Rss: a=0,60; b=0,48; c=0,36; d= 0,60;
e=0,40; f=0,30). O isolamento desses compostos foi realizado empregando-se a
metodologia proposta por Mello et al. (1996a), como pode ser observado nos
fluxogramas 1, 2 e 3. O esquema de eluicdo e acompanhamento das fragdes por
CCD encontra-se descrito nas segoes 3.5.1 e 3.6.4.

A CC em Sephadex® LH-20 (sec¢éo 3.6.4) com a subfracdo F3#2 (2,04 g -
fluxograma 2) produziu cinco novas fragbes semipurificadas, que foram submetidas
a analise por CCD. Selecionaram-se as subfracbes F3#2.3 e F3#2.4. A subfragcao
F3#2.4 (197,5 mg) foi submetida diretamente a cromatografia de contra-corrente
(CCCAV), resultando no isolamento das substancias I, Il e Ill, F3#2.4.4 — 8 mg;
F3#2.4.5 — 14 mg e F3#2.4.2 — 24 mg, respectivamente.

F3#2
2,04 g

CC - Sephadex® LH-20

F3#2.1 F3#2.2 F3#2.3 F3#2.4 F3#2.5
6,10 mg 20,0 mg 1450 mg 197,5 mg 125,0 mg
_ . L
CC - Sephadex® CCCAV
F3#2.3.1 F3#2.3.2 F3#2.3.3 F3#2.4.2 F3#2.4.3 F3#2.4.4 F3#2.4.5 F3#2.4.6
4 mg 1165 mg 41,3 mg 24 mg 12 mg 8 mg 14 mg 11 mg
CCCAV 1 | 1
1 1 1 1
F3#2.3.2.1 F3#2.3.2.2 F3#2.3.2.3 F3#2.3.2.5
40 mg 9 mg 26 mg 38 mg
Sub. Il Sub. | Sub. Il
I I Sub. VI
up.
Sub. V Sub. IV

Fluxograma 2 — Fracionamento cromatografico a partir de F3#2

A partir da subfracdo F3#3, obteve-se cinco novas fracbes por CC em

Sephadex® LH-20, selecionando-se a subfragdo F3#3.1 (361 mg) para ser




84
Resultados e Discusséo

cromatografada em CCCAV. Isolaram-se, novamente, as substancias I, Il e lll,

F3#3.1.2 — 27 mg; F3#3.1.3 — 50 mg e F3#3.1.1 — 10 mg, respectivamente.

F3#3
1,09
CC - Sephadex®
F3#3.1 F3#3.2 F3#3.3 F3#3.4 F3#3.5
361 mg 212 mg 128 mg 104 mg 55 mg
cC CC. — Senhadex®
F3#3.1.1 F3#3.1.2 F3#3.1.3 I I
10 mg 27 mg 50 mg F3#3.2.1 F3#3.2.2
114 mg 53 mg
CCCAV
Sub.ll || Sub.l || Sub.Il | | | |
F3#3.2.1.1 F3#3.2.1.2 F3#3.2.1.3 F3#3.2.1.4
3mg 10 mg 11 mg 2mg

Fluxograma 3 — Fracionamento cromatografico a partir de F3#3

O uso da cromatografia de contra-corrente (CCCAV) foi fundamental na
separagao das substancias. Esse tipo de cromatografia possui algumas vantagens,
como: recuperacao total da amostra introduzida; nao ha adsorcao irreversivel; riscos
minimos de degradagdo da amostra; baixo consumo de solventes e quantidades
minimas de uma determinada substancia pode ser separada de um extrato bruto.
Consequentemente, ela se torna de grande uso no isolamento de substancias em
produtos naturais. Sua técnica envolve, basicamente, a particdo de um soluto em
dois solventes imisciveis, dependendo do coeficiente de particdo do soluto para
cada solvente. A CCCAV consiste de um tubo (d 1,6 ou 2,6 mm) com capacidade
para 350 ml enrolado em uma coluna e colocada sobre um eixo giratorio. Essa
coluna sofre uma agao centrifuga ocasionada pelos processos de rotagao sobre o

eixo e de translagcéo do equipamento, ha 700 rpm. A coluna é ligada a uma bomba
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que promove uma entrada de liquido, controlando, assim, o fluxo. O mecanismo de
distribuicdo dos solventes no tubo ainda ndo é conhecido (Marston e Hostettmann,
1991). Esse sistema é util em separagao de substancias polares e com similaridade
quimica. Assim, a CCCAV foi fundamental para o isolamento das substancias,
principalmente pelo fato de que os flavan-3-6is possuem varias caracteristicas
estruturais semelhantes, o que pode ser comprovado analisando os dados
cromatograficos como Rss e a reatividade frente aos reveladores cromogénicos.

Apds a separacdo cromatografica e andlise dos espectros de RMN 'H
(MeOD) de todas as substancias, observou-se que todos apresentavam picos
caracteristicos de flavan-3-6is. Com o intuito de obter espectros de ressonancia que
apresentasse facilidade na interpretacao, além de torna-las mais estaveis do ponto
de vista quimico, as substancias foram acetiladas (se¢éo 3.7) e, novamente, sujeitas
a espectroscopia em cloroférmio deuterado (CDCIs).

Na CCD, a substancia | apresentou-se como uma mancha de coloracao
azul intenso apods revelagdo com FeCl;, com R =0,67. Isso forneceu indicios
caracteristicos de taninos condensados. No espectro de massas foi possivel
observar o pico do ion molecular [M+Na‘']" em m/z 581, sendo que a substancia
possui, na forma acetilada, massa molecular igual a 558. O processo de

fragmentacao da substancia | pode ser observado na figura 22.
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I OR

C OR

OR m/z = 539 7N\ m/z = 359

OR m/z = 521

Figura 22 — Proposta de fragmentagdo das substancias | e Il (R= acetato)

Na tabela 5 encontram-se os deslocamentos (5 em ppm) de RMN 'H
obtidos para a substancia | acetilada comparados com aqueles encontrados na
literatura (Mello et al., 1996a). Pode-se notar na figura 23 um caracteristico espectro
de mondmero de flavan-3-ol peracetilado. E possivel observar os hidrogénios

alifaticos H-4 (axial e equatorial) como multipletos em & 2, 66 e & 2,92
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respectivamente. A constante de acoplamento Ju., w3 (6,3 Hz) caracterizou o
mondmero como tendo uma configuragao relativa do tipo 2,3-frans (Weinges et al.,
1969). Pode-se comprovar a tri-hidroxilagdo do anel B em C-3’, C-4’ e C-5 pela
presenca de um singleto referente aos deslocamentos de H-2' e H-6’, pelo fato de
serem quimicamente equivalentes. Tornou-se possivel, pelo espectro COSY "H/'H
(fig. 24), verificar o acoplamento entre H-3 e H-4, (J= 6,6 Hz), comprovando a
identidade desses hidrogénios. Assim identificou-se a substancia | como sendo

galocatequina, de acordo com essa interpretagcao e os dados da literatura.

Tabela 5 - Deslocamentos da substancia | peracetilada

S (ppm) o- Literatura Hidrogénio Multiplicidade J (Hz)
(ppm)

2,94 2,92 H-4eq m 2J3Heq_4 Haxa = 16,8

Jheq4 —H-3 = 5,1
2,60 —2,70 2,66 H-4ax m

5,12 5,12 H-2 d *ho_n3=6,3
3JH-3— H2=6,3

5,21 5,19 H-3 ddd ks - Haxa = 6,6
Jh3- Heq-4 = 5.1

6,60 6,60 H-6 d ue_ne=2,1

6,66 6,66 H-8 d ns_ne=2,1

7,12 7,12 H-2'/H-6' s

s= singleto; d= dubleto; m= multipleto; ddd=duplo duplo dubleto
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Figura 23 — Espectro de RMN "H da galocatequina peracetilada (CDCl; relativo para TMS; 300 MHz)

38



38
Resultados e Discusséo

Figura 24 — Espectro COSY "H/'H da galocatequina peracetilada (CDCls, 300 MHz)
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A substancia Il forneceu dados semelhantes aos da substancia |, para R¢
(0,66) e coloragdo em CCD e para o pico do ion molecular [M+Na']" (m/z= 581).
Assim foi possivel confirmar uma substincia de estrutura semelhante a
galocatequina (substancia |). O processo de fragmentagdo mostrou-se idéntico ao da
substancia | (fig. 22). Entretanto, como os porcentuais dos fragmentos sao diferentes
para as duas substancias, optou-se por nio cita-los.

Os deslocamentos referentes a substancia Il encontram-se na tabela 6 e,
na figura 25, o espectro de RMN "H. N3o foi possivel a diferenciacdo entre H-4,, e
H-4.4, apresentando-se com um multipleto entre 5 2,82 e 3,04. A constante de
acoplamento H-2 e H-3 foi muito pequena, ndo sendo possivel calcula-la. O pico
referente a H-2 apresenta-se como um pseudo singleto e H-3 como um multipleto
resultante do acoplamento com H-4 (equatorial e axial). Segundo Weinges et al.
(1969), a pequena constante de acoplamento entre H-2 e H-3, caracteriza a
substancia com uma configuragao relativa do tipo 2,3-cis. Os demais deslocamentos
se assemelham aqueles obtidos para substancia I. No espectro COSY "H/'H (fig. 26)
foi possivel verificar o acoplamento entre H-3 e H-4 (equatorial e axial) que, apos
comparagao com dados da literatura (Mello et al., 1996a), confirma a substancia |l

como sendo epigalocatequina.

Tabela 6 - Deslocamentos da substancia Il peracetilada

3 (ppm) 3 - Literatura Hidrogénio Multiplicidade J (Hz)
(ppm)
2,86 — 3,01 2,82 — 3,04 H-4eq/H-4ax m
5,09 5,08 H-2 ps
5,38 5,35 5,42 H-3 m
6,57 6,57 H-6 d he_ne=2,4
6,67 6,67 H-8 d hs_ne=2,4
7,23 7,22 H-2'/H-6’ s

ps= pseudo singleto; s= singleto; d= dubleto; m= multipleto;
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Figura 25 — Espectro de RMN "H da epigalocatequina peracetilada (CDCls relativo para TMS; 300 MHz)
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Figura 26 — Espectro COSY 'H/'H da epigalocatequina peracetilada (CDCls, 300
MHz)
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O principal aspecto de diferenciacdo entre a galocatequina e a
epigalocatequina esta nos deslocamentos referentes aos hidrogénios H-2 e H-3. A
substancia | apresentou Jy.» - 13=6,3 Hz, enquanto que na substancia Il, o H-2
mostrou-se como um pseudosingleto em & 5,09 (tab. 5 e 6). Outras diferencas
podem ser notadas nos espectros RMN 'H. Na substancia I, o hidrogénio H-2
aparece como um dupleto em 6 5,12 e H-3 um duplo duplo dupleto em & 5,19. O H-3
da substancia Il aparece como um multipleto entre 6 5,35 — 5,42. Conclui-se que a
configuragcédo entre H-2 e H-3 da substancia | é do tipo trans, ja que possui uma
constante de acoplamento (J23) grande em torno de 8-10 Hz (Weinges et al., 1969;
Kolodziej, 1992). As conformacdes trans e cis foram confirmadas pela correlagao H-
3 com H-4.q e H-4, da substancia Il, enquanto na primeira substancia, houve
apenas correlacao entre H-3 e H-4,. Apds a analise e a comparacdo com dados de
literatura, pode-se diferenciar as substancias e identifica-las como galocatequina
(substancia I) e epigalocatequina (substancia Il).

A substancia lll apresentou-se como uma mancha azul escura intensa em
CCD apés revelagao com FeCl;, fornecendo R~ 0,75 e também mostrando
caracteristicas de polifendis. No espectro de massas (fig. 27) pode verificar o ion do
pico molecular [M+Na®]" para a substancia peracetilada em m/z 553, caracterizando
um mondmero de taninos condensados e resultando na massa da substancia na
forma acetilada (m/z 530). O processo de fragmentacédo da substancia Il encontra-

se na figura 28.
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Figura 27 — Espectro de massas da substancia Ill peracetilada
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OR

miz = 553 (46%)

+,
OR
OCHjs

OR N
OR
R\ﬁ OR =
C
PN o
RoOR miz = 331 (48%) l m/z = 493 (100%)

+.
OR
o OH O

H
~c OR CH3

| OH
PN m/z = 246 (2%)
= "OR m/z = 316 (3%)

Figura 28 — Proposta de fragmentagao da substancia Ill (R= acetato)
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Os dados referentes aos deslocamentos de RMN 'H da substancia |l

encontram-se na tabela 7.

Tabela 7 — Deslocamentos da substancia lll peracetilada

o (ppm) 0 - Literatura Hidrogénio Multiplicidade J (Hz)
(ppm)

2,65 2,65 H-4ax dd 2JHax_4_Heq_4 =16,8
3JHa><-4—H-3 =6,9

2,88 2,88 H-4eq dd 2JHeq_4_Hax_4 =16,8
3JHeq-4—H-3 =48

3,81 3,80 O-Metil S

5,08 5,08 H-2 d *Jh2-ns=6,3
3JH-3—H-2 =6,3

5,21 5,20 H-3 ddd ®JH.3— Haxs = 6,6
*JH3_Heqa = 5,4

6,59 6,59 H-6 d *Jhs-ns= 2,1

6,65 6,66 H-8 d 4JH—8—H—6 = 2,1

6,97 6,97 H-2’/H-6’ S

s= singleto; d= dubleto; m= multipleto; ddd=duplo duplo dubleto

O espectro de RMN 'H (fig. 29) apresentou similaridades com a
galocatequina (substancia ), exceto para um sigleto com 3 hidrogénios a & 3,80
indicando um grupamento metoxila. Os hidrogénios heterociclicos exibiram um
sistema ABMX caracteristico para o spin padrao de 2,3-frans flavan-3-ol (J,3= 6,3
Hz) (Mello et al., 1996a). Pelo espectro COSY 'H/'H (fig. 30) pode-se verificar o
acoplamento entre H-3 e H-4, e H-4¢4. A posigdo do grupamento metoxila no C-4’
foi determinada com base nos resultados de experimentos HETCOR e HETCOR-LR
(fig. 31 e 32), os quais mostraram correlagdes entre o C-4’ e os hidrogénios H-2’/6’ e
os hidrogénios da metoxila (6 3,80). Assim, essa substancia foi identificada como
sendo 4’-O-metil-galocatequina, a qual foi isolada de Panda oleosa Pierre
(Pandaceae) (Garcia et al., 1993) e posteriormente de Stryphnodendron adstringens

(Mart.) Coville (Leguminosae) (Mello et al., 1996a).
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Figura 29 — Espectro de RMN "H da 4’-O-metil-galocatequina peracetilada (CDCl; relativo para TMS; 300 MHz)
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Figura 30 — Espectro COSY "H/'H da 4’-O-metil-galocatequina peracetilada (CDCls,
300 MHz)
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Figura 31 — Espectro HETCOR da 4’-O-metil-galocatequina peracetilada (CDClIs, 300
MHz)

Figura 32 — Espectro HETCOR-LR da 4’-O-metil-galocatequina peracetilada (CDCls,
300 MHz)
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Fletcher et al. (1977) mostraram através de estudos de RMN de
procianidinas peracetiladas que as ligagdes 4—6 e 4—8 encontram-se em duas
conformacgdes energéticas protegidas. Como critério de diferenciagao para o tipo de
ligacdo, os autores utilizam a relacdo dos sinais dos rotameros. A ordem de
grandeza das substancias com ligagdes tipo 4—6 € na propor¢ao de 1:1, enquanto
que das substancias com ligagcdes do tipo 4—8 existe uma conformagdo de
rotdmeros dominante. A duplicidade dos sinais depende da rigorosidade da
temperatura de medida e do tipo de solvente empregado (Outtrup e Schaumburg,
1981).

Outra forma de avaliar o tipo de ligagdo entre as unidades superior e
inferior, foi relacionada por Hemingway et al. (1982). Os autores correlacionaram os
pares de procianidinas peracetiladas do sistema de spins AB dos prétons do anel A
das substdncias com ligacdo 4—6 como estando em campos mais baixos
(desprotegidos) (5 6,7), enquanto os sinais da ligacdo 4—8 em campos mais altos
(6 6,1). Entretanto esse critério de diferenciagdo, somente é valido para substancias
com uma configuragcado 4R (Kolodziej, 1992). Adicionalmente, o hidrogénio H-2 de
substancias com ligacdo 4—8 apresentam-se com deslocamentos entre 6 4,37 e
5,01, enquanto substancias ligadas 4—6, entre 6 5,04 e 5,35.

Apesar de todos os indicios fornecidos pela interpretacdo do espectro de
RMN 'H, até a configuragdo absoluta deixa-se “transparecer” através do C-4 (C) da
ligacao entre as unidades de interflavandis, quando a unidade superior for do tipo
catequina (2R, 2S). isso €& devido a essa substdncia ter uma constante de
acoplamento grande, pois fornece uma ordem pseudoequatorial. No entanto, quando
a unidade superior for epicatequina, o C-4 (C) apresentara sempre uma constante de
acoplamento pequena e n&o podera, nesse caso, se afirmar a configuragcéo
absoluta, pois esse composto possibilita tanto uma configuragcdo 4R (posigcéao
diequatorial do hidrogénio) como 4S (acoplamento axial-equatorial) (Petereit, 1992).
O método apropriado para determinar a configuragdo absoluta de C-4 é através do

dicroismo circular (CD). Thompson et al. (1972) indicaram a medida em CD de
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procianidinas diméricas significativamente pelo efeito “cotton” em 275 nm.
Procianidinas diméricas com configuragdo 4S, mostram-se através de um efeito
negativo, enquanto que substancias 4R, uma curva espelhada (efeito positivo). E
possivel, ainda, utilizar outro comprimento de onda para fazer a diferenciagcdo, como
na regiao entre 220-240 nm (Mello, 1996a e 1996b).

Com a subfragdo F3#2.3 (1450 mg) empregou-se novamente a CC em
Sephadex® LH-20, e das trés fragdes resultantes optou-se por fracionar a subfracao
F3#2.3.2 (1165 mg) (fluxograma 2), empregando-se a cromatografia de contra-
corrente (CCCAV) obtendo-se a substancia IV (F3#2.3.2.3 — 26 mg) visivelmente
pura em CCD (seg¢ao 3.5.1, p. 29) com valor de Ry = 0,58 e com coloragado azul
escura intensa com FeCls.

Cerca de 10 mg da substancia IV foi acetilada e purificada por CCDP
(secdo 3.5.2). O espectro de massas apresentou pico do ion molecular [M+Na']" em
m/z 1081 (fig. 33), caracteristico de substancias diméricas acetiladas. A proposta de

fragmentacao da substancia IV pode ser observado na figura 35.
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Figura 33 — espectro de massas da substancia IV peracetilada
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OR

m/z = 1081 (100%)

\ oR .
OCH;

OR miz = 529 (22%)
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OCH;

OCH;

OR
m/z = 995 (6%)

OR
Figura 34 — Proposta de fragmentagao da substancia IV (R= acetato)
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O espectro de RMN "H em CDCl; (fig. 35) da substancia acetilada forneceu
dados representativos de um composto fendlico do tipo tanino condensado dimérico.
Os dados de deslocamento (3 em ppm) encontram-se na tabela 8. O espectro de
RMN'H do composto IV apresenta dois singletos correspondendo a 3 hidrogénios
cada em 6 3,79 e 3,77 indicando dois grupamentos metoxilas. Através do espectro
COSY 'H/'H (fig. 36) foi possivel atribuir os acoplamentos entre os hidrogénios H-
2/H-4 (C) e H-3 (C), e também entre H-2/H-3 (F) e H-4a/H-4B (F). Os acoplamentos
de longo alcance entre os sinais de hidrogénios H-2(C) e H-2(F) e os respectivos
sinais de H-2'/6’ permitem distinguir os sinais dos hidrogénios do tipo pirogalol dos
anéis B (5 6,81) e E (5 6,60). As constantes de acoplamento dos hidrogénios do anel
C (J235= 9,9 Hz e J34= 9,6 Hz) indicam a configuragao relativa do anel C como sendo
do tipo 2,3-trans-3,4-trans. O pico largo sobreposto dos hidrogénios H-2(F) e H-3(F)
em § 5,02 ndo permite distinguir com certeza a estereoquimica relativa das posi¢oes
2,3. Essa observacgao ja foi relatada para galocatequina-(40—8)-catequina (Helsper
et al., 1993) e pode ser explicada pelas trocas conformacionais do anel F (Balas e
Vercauteren, 1995). A configuragcao relativa 2,3-trans-3,4-frans do anel C da
proantocianidina foi também confirmada pela posi¢céo (6 ca. 4-5) da ressonancia do
C-2 devido ao substituinte em C-4 em comparagdo com a analoga configuragao 2,3-
cis (Fletcher et al., 1977). O dimero nédo poderia ter a ligagdo 4—6, pois assim,
segundo Petereit et al. (1991) apds analise de varios espectros de dimeros de
proantocianidinas, os picos de H-2' e H-6’, apareceriam em & > 7. Pelo espectro
HETCOR e HETCOR-LR (fig. 37 e 38) foi possivel caracterizar o carbono da
metoxila e os carbonos C-2’/6’ dos anéis B e E. Os grupamentos metoxilicos foram
estabelecidos na posi¢ao C-4’ por comparagao com a literatura (Mello et al., 1999) e
com a substancia | isolada e identificada nesse trabalho. Na analise por hidrélise do
dimero, verificou-se para a unidade superior o mesmo valor de Rrque o cloridrato de
pelargonidina (0,69) confirmando ser um flavan-3-ol. A unidade inferior mostrou-se
semelhante em CCD (segao 3.5.1) com a 4’-O-metil-galocatequina (R=0,87). Dessa

forma, a substancia IV foi identificada como sendo 4’-O-metil-galocatequina-(4a—8)-
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4’-O-metil-galocatequina, tendo sido isolado e identificado anteriormente por Mello et

al. (1999) em Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville.

Tabela 8 - Deslocamentos da substancia IV peracetilada

3 (ppm) d - Literatura® Hidrogénio Multiplicidade J (Hz)
(ppm)

2,66 2,65 H-4B (F) dd i () -da 0= 16,7
*Jh- 48 (F)-H3(F)= 7,8

2,84 2,83 H-4OL (F) dd 2J|-|4a(|:) H- 4[3(':) 16,7
° H-4a (F) - H-3 (F) = 95,

3,77 3,77 O-metil (B) s

3,79 3,79 O-metil (E) s

4,48 4,48 H-4 (C) d 3J|—|.4 (C)-H-3(C) = 9,9

4,73 4,73 H-2 (C) d 3JH.2 (C)-H-3(C) = 9,9

5,02 5,02 H-3 (F)/H-2 (F) m

5,62 5,61 H-3 (C) pSGUdO t JH 3(C)-H=2(C)~ 9 9
*Jha o) -4 ©) = 9,9

6,49 6,49 H-6 (A) d e o= 2.4

6,52 6,52 H-8 (A d 4JH -8 (A)—H-6 (A) = 2,4

6,60 6,60 H-2°/6’ (E) S

6,65 6,65 H-6 (D) s

6,81 6,81 H-2’/6’ (B) S

s= singleto; d= dubleto; m= multipleto; dd=duplo dubleto; t= tripleto
* Mello et al., 1999
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Figura 35 — Espectro de RMN 'H da 4’-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina peracetilada (CDCls relativo
para TMS; 300 MHz)

38



38
Resultados e Discusséo

Figura 36 — Espectro COSY 'H/'H da 4-O-metil-galocatequina-(40—8)-4’-O-metil-
galocatequina peracetilada (CDCl3z, 300 MHz)
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Figura 37 — Espectro HETCOR da 4’-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-
galocatequina peracetilada (CDCl3z, 300 MHz)

Figura 38 — Espectro HETCOR-LR da 4’-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-
galocatequina peracetilada (CDCl3z, 300 MHz)
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Uma caracteristica marcante de metoxi-acetatos de dimeros de
robinetinidinas e fisetinidinas no espectro de RMN 'H em CDCl; é o sinal do
hidrogénio da posigdao 5 (H-5) do anel A. Esse hidrogénio apresenta-se como um
dupleto largo com uma constante de acoplamento de Jsg > 8,0 na regiao entre o
6,74-6,82 ppm (Botha et al., 1981; Nunes et al., 1989). Bam et al. (1990) isolaram
pela primeira vez robinetinidol-3-O-galato de cascas de Peltophorum africanum
Sond. (Fabaceae) e demonstraram que a regido do H-5 (A) encontrava-se em
campos mais altos (6 6.97). Diagnédstico significativo, no entanto, refere-se ao
hidrogénio H-3 (C). Com dimeros 5-dedxi-proantocianidinas, o hidrogénio H-3 (C)
aparece em campos mais altos como pseudo-tripleto com constante de acoplamento
de XJ3 + J34 = 20,0 Hz (Drewes et al., 1967; Steynberg et al., 1990; Mello et al.,
1996b). Botha et al. (1981) diferenciam ligagdes (4a—8) e (4p—8) em
profisetinidinas de acordo com as seguintes caracteristicas: o hidrogénio H-3 (C) de
dimeros com ligagdo do tipo (4a—8) (configuracédo relativa 2,3-trans; 3,4-trans)
aparecem como pseudo-tripleto na regido de 6 5,9-6,1 ppm com um somatdrio na
constante de acoplamento de xJ = 20,0 Hz, enquanto que dimeros com ligagao do
tipo (4B—38) (configuragao relativa 2,3-trans; 3,4-cis) aparecem como um quarteto na
regidao de 4 5,3-5,6 ppm e com um somatorio na constante de acoplamento de xJ =
15,5 Hz.

Da mesma maneira que no caso das prodelfinidinas (p. 63), a configuragao
absoluta em C-4 ¢é obtida através da utilizacdo do dicroismo circular.

A fixagao da ligagcao (4—6) ou (4—8) faz-se analogamente como no caso
de proantocianidinas diméricas, observando-se a proporcionalidade dos sinais
rotaméricos (Fletcher et al., 1977).

Realizou-se com a subfracdo F3#2.3 (1450 mg) CC em Sephadex® LH-20.
Entre as fragdes resultantes optou-se por fracionar a subfragcao F3#2.3.2 (1165 mg)
(fluxograma 2, p. 46), empregando-se a cromatografia de contra-corrente (CCCAYV,
secao 3.5.3, p. 30). Obteve-se a substancia V (F3#2.3.2.1 — 40 mg) visivelmente

pura em CCD (secédo 3.5.1, p. 29) com Rr = 0,59 e com coloragédo azul escura
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intensa com FeCls.

Cerca de 10 mg da substancia V foi acetilada e purificada por CCDP
(secdo 3.5.2, p. 29). O espectro de massas apresentou pico do ion molecular
[M+Na*]" em m/z 1023 (fig. 39), caracteristico de substancias diméricas acetiladas.
O processo de fragmentacgao da substancia V pode ser observado na figura 40.

O espectro de RMN 'H em CDCl; (fig. 41) da substéncia acetilada forneceu dados
representativos de um composto fenolico do tipo tanino condensado dimérico. Os dados de
deslocamento (8 em ppm) encontram-se na tabela 9. O espectro de RMN 'H do composto V
apresenta dois singletos em 6 3,79 e 3,77 que, pela integragdo corresponde a 6 hidrogénios
indicando dois grupamentos metoxilas. Através do espectro COSY 'H/'H (fig. 42) foi
possivel atribuir os acoplamentos entre os hidrogénios alifaticos H-2 e H-4 (C) com H-3 (C),
e entre H-2 e H-4a/H-4p (F) com H-3 (F) e determinar os picos referente aos hidrogénios H-
2’/H-6’ dos anéis B (7,08 ppm) e E (6,80 ppm). As constantes de acoplamento dos
hidrogénios do anel C (J,3= 9,6 Hz e Js4= 10,2 Hz) indicam a configuracao relativa do anel
como 2,3-trans-3,4-trans. A configuracdo 2,3-cis do anel F ¢ comprovada pelo pseudo-
singleto em 0 5,05, o que indica um acoplamento minimo entre os hidrogénios H-2 (F) e H-3
(F). A unidade superior da substidncia foi caracterizada com robinetinidol devido ao
hidrogénio H-3 (C), que aparece em o 5,80 como pseudo-tripleto com constante de
acoplamento de XJ,3 + J34 = 19,8 Hz, estando de acordo com a literatura (Drewes et al., 1967;
Steynberg et al., 1990; Mello et al., 1996b). O dubleto em 6 6,99 [H-5 (A)] com constante de
acoplamento Js¢= 7,0 Hz auxiliou na confirmacdo da unidade superior como sendo uma
robinetinidina. Pelo espectro HETCOR-LR (fig. 43) foi possivel caracterizar o carbono da
metoxila e os hidrogénios H-2’/6" dos anéis B e E. A ligacdo (4a—?8) foi determinada pelo
deslocamento do hidrogénio H-3 (C) que apareceu como pseudo-tripleto em & 5,80, dado esse

anteriormente discutido por Mello e colaboradores (1996b).
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Figura 39 — Espectro de massas da substancia V peracetilada
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Figura 40 — Proposta de fragmentagao das substancias V e VI (R= acetato)
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Na analise por hidrélise do dimero, verificou-se para a unidade superior um valor de
R, diferente do encontrado para cloridrato de pelargonidina (0,84 e 0,70, respectivamente). A
unidade inferior mostrou-se semelhante em CCD (se¢dao 3.5.1) com a 4’-O-metil-
galocatequina (R/~0,87), confirmando ser uma unidade de flavan-3-ol metoxilada. Dessa
forma, a substancia V foi identificada como sendo 4’-O-metil-robinetinidol-(40—8)-4’-O-
metil-epigalocatequina. Essa substancia ¢ inédita no reino vegetal e ndo foi, ainda, isolada ou

mesmo sintetizada.

Tabela 9 - Deslocamentos da substancia V peracetilada

d (ppm) Hidrogénio Multiplicidade J (Hz)
2,84-3,00 H-4o (F)/ H-4p (F) m
3,82 O-metil (B/E) S
4,48 H-4 (C) d *Jyac)_ma3 )= 10,2
4,83 H-2 (C) d *Jn2c)-H3 )= 9,6
5,37 H-3 (F) pseudo t
5,05 H-2(F) d *u2@ -naE =81
5,80 H-3 (C) pseudo t *Jusc)-H2c)= 9,6
Jh3(c)-H2)= 10,2
6,57 H-8 (A) d JH.g (A) - H-6 (A)= 2,4
6,59 H-6 (A) dd JH-6 (A) - H-8 (A)= 2,
Jh-6 (A)-H5 (A= 7,8
6,80 H-2'/6’ (E) s
6,49 H-6 (D) s
7,08 H-2'/6’ (B) s
6,99 H-5 (A) d ®Jhes (A)—H-4 )= 6,9

s= singleto; d= dubleto; m= multipleto; dd=duplo dubleto; t= tripleto
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Figura 41 — Espectro de RMN "H da 4’-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-epigalocatequina peracetilada (CDCl; relativo
para TMS; 300 MHz)
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Figura 42 — Espectro COSY 'H/'H da 4’-O-metil-robinetinidol-(40—8)-4’-O-metil-
epigalocatequina peracetilada (CDCl3, 300 MHz)
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Figura 43 — Espectro HETCOR-LR da 4’-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-
epigalocatequina peracetilada (CDCl3, 300 MHz)
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Submeteu-se a subfragdo F3#2.4 (197,5 mg) a cromatografia de contra-
corrente (CCCAV, secao 3.5.3, p. 30), obtendo-se a substancia VI [F3#2.4.3 (6 mQ)]
visivelmente pura em CCD (secdo 3.5.1, p. 29) com Ry = 0,58 e com coloragao azul
escura intensa com FeCls.

A substancia VI foi acetilada (6 mg) e purificada por CCDP (segao 3.5.2, p.
29). O espectro de massas apresentou pico do ion molecular [M+Na*]" em m/z 1023
caracteristico de taninos condensados diméricos e acetilados. A proposta do
processo de fragmentagao da substancia VI é semelhante ao da substancia V (fig.
40). Entretanto, como os porcentuais dos fragmentos sao diferentes das substancias
V e VI, optou-se por nao cita-los.

A substancia acetilada apresentou-se no espectro de RMN "H (CDCls) (fig.
44) com caracteristicas de compostos fendlicos do tipo tanino condensado dimérico.
Os dados de deslocamento (6 em ppm) encontram-se na tabela 10. O espectro de
RMN "H do composto VI demonstra um singleto em & 3,82 que, pela integracéao
corresponde a 6 hidrogénios indicando dois grupamentos metoxilas coincidentes,
ligadas aos anéis B e E. Através do espectro COSY 'H/'H (fig. 45) foi possivel
atribuir os acoplamentos entre os hidrogénios H-2 e H-4 (C) com H-3 (C), e também
entre H-2 e H-4o/H-4p (F) com H-3 (F). As constantes de acoplamento dos
hidrogénios do anel C (J23= 9,9 Hz e J34= 9,9 Hz) indicam a configuracéao relativa do
tipo 2,3-trans-3,4-trans. A configuracdo 2,3-frans do anel F é comprovada pelo
dubleto em 6 4,97 [H-2 (F)] com constante de acoplamento J= 8,1 Hz. Essa forma de
interpretacdo esta diretamente relacionada com as estruturas monomeéricas,
discutidas nesse trabalho. A unidade superior da substancia foi caracterizada como
5-dedxy-flavan-3-ol devido ao hidrogénio H-3 (C), que aparece em & 5,80 como
pseudo-tripleto com constante de acoplamento de XJ,3 + Js4 = 19,8 Hz,
caracteristico para profisetinidinas e prorobinetinidinas (Drewes et al., 1967;
Steynberg et al.,, 1990; Mello et al., 1996b). O dubleto em 6 6,88 [H-5 (A)] com
constante de acoplamento Jss= 8,1 auxiliou na confirmagdo da unidade superior

como um 5-dedxi-flavan-3-ol (Botha et al., 1981; Nunes et al., 1989). A possibilidade
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de confirmacdo de que a unidade superior venha a ser fisetinidol ou robinetinidol,
relaciona-se com o grau de hidroxilagdo no anel B. Na regido aromatica no espectro
de RMN "H observou-se um singleto correspondendo a 2 hidrogénios quimicamente
equivalentes referente ao anel B (6,80 ppm) e outro singleto, também
correspondendo a 2 hidrogénios quimicamente equivalentes referente ao anel E
(6,49 ppm). Dessa forma confirma-se a unidade superior como sendo robinetinidol. A
ligacao (4a—8) foi determinada pelo deslocamento do préton H-3 (C) que apareceu
como pseudo-tripleto em & 5,80 (Mello et al., 1996b). Na analise por hidrdlise do
dimero, verificou-se para a unidade superior Ry diferente daquele apresentado para
o cloridrato de pelargonidina (0,85 e 0,70, respectivamente). Dessa forma, a
substancia VI foi identificada como sendo 4’-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-
galocatequina. Essa substancia foi isolada pela primeira vez de material vegetal e,

nao foi sintetizada até o momento.

Tabela 10 - Deslocamentos da substancia VI peracetilada

d (ppm) Hidrogénio Multiplicidade J (Hz)
2,65 H-40. (F) dd ZJeraa () —t-4 () = 16,95
23JH-4a F) -H3F = 8,1
2,94 H-43 (F) dd J§-4;3 (F) - H-4a (F) = 16,5
H-48 (F) - H-3 (F) =
3,82 O-metil (B/E) S
4,48 H-4 (C) d zJH-4 ©-H3©)= 9.9
4,83 H-2 (C) d Jrz20)-r30= 9.9
4,88 — 4,91 H-3 (F) m
4,97 H-2(F) d Jr2 ;) -Ha @ = 8,1
5,80 H-3 (C) pseudo t Jra (-2 = 9.9
3 —
Jh3(c)-H4 )= 9,9
6,60 H-6/H-8 (A) dd
6,49 H-2'/6’ (E) s
6,66 H-6 (D) S
6,80 H-2'/6’ (B) s
6,88 H-5 (A) d *Jis A -H-4 )= 9,98,1

s= singleto; d= dubleto; m= multipleto; dd=duplo dubleto; t= tripleto
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Figura 44 — Espectro de RMN 'H da 4’-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina peracetilada (CDCl; relativo para
TMS; 300 MHz)



Figura 45 — Espectro COSY 'H/'H da 4’-O-metil-robinetinidol-(40—8)-4’-O-metil-
galocatequina peracetilada (CDCl3s, 300 MHz)
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A cromatografia constitui um processo fisico-quimico de separagdao dos
constituintes de uma mistura, muito util na analise de produtos vegetais. Dentre os
diferentes métodos, um dos que mais se destacam € a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). E uma técnica apurada e relativamente dispendiosa,
principalmente pela necessidade de uma alta pressao e fluxo livre de pulsagao, que
faz com que a fase movel flua a uma velocidade constante e controlada através da
coluna (Falkenberg et al., 2001).

A obtencdo de um perfil cromatografico € uma possibilidade de
identificagao utilizada, principalmente, para preparados fitoterapicos intermediarios
como extratos, tinturas, entre outros. Dependendo da técnica utilizada, fatores como
tipo de coluna ou suporte, sistema solvente, fluxo, tempo de desenvolvimento sao
fatores que influenciam positivamente o seu estabelecimento. Assim, além de
viabilizar uma possivel caracterizacdo, pode-se determinar a presenca de
interferentes na droga. Nesse tipo de analise € necessario o uso de padrbes
comparativos que podem ser substancias marcadoras ou de referéncia ou entao
literaturas especificas como no caso de monografias em farmacopéias ou
publicagdes cientificas (Sticher et al., 2000).

Nesse sentido, optou-se por caracterizar os extratos e fracbes obtidas a
partir das cascas do barbatimdo empregando-se a CLAE, em face de sua
sensibilidade e reprodutibilidade.

Devido a grande quantidade de substancias no extrato e nas fragodes,
obtidas a partir das cascas do barbatimdo, houve dificuldades em encontrar um
sistema eluente adequado. Apds diversas tentativas no desenvolvimento com
diferentes sistemas eluentes, selecionou-se um gradiente entre metanol e acido
acético 5% (tab. 2, p. 30). Entretanto, nao foi possivel obter picos isolados, o que
demonstra o grande numero de substancias extraiveis pelo método utilizado. Isso
dificultou uma analise mais profunda, que poderia resultar no doseamento das
substancias isoladas e outras de referéncia nas fragbes, no extrato bruto e, com

controle rigoroso do método extrativo, na droga vegetal.
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Nos cromatogramas obtidos do extrato bruto F1 (fig. 46) e da fracao
acetato de etila F3 (fig. 47), foi possivel verificar a quantidade de substancias ali
presentes referentes a casca de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville,
caracterizando a riqueza quimica da droga vegetal. Empregaram-se varios sistemas

eluentes, variando os solventes, a forma de gradiente e o fluxo.
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Figura 46 — Cromatograma do extrato bruto liofilizado F1 (A— ac. acético 5%; M-

metanol)
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Figura 47 — Cromatograma da fragdo acetato de etila F3 (A- ac. acético 5%; M-
metanol) com a possivel localizagdo dos picos das substancias isoladas (G-
galocatequina; E- epigalocatequina; M- 4’-O-metil-galocatequina; D1- 4’-O-metil-
galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina)

Muitos dos picos presentes nos cromatogramas das subfra¢cdes obtidas a

partir da fracdo F3 e também presentes no cromatograma da fragdo F3 possibilitam
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comprovar que, as diferentes substancias se mantiveram integras durante o
processo de fracionamento através de cromatografia em coluna. Isso pode ser
comprovado pela semelhanga entre os cromatogramas em diferentes tempos de
retencdo. Na figura 48 e na tabela 11 podem ser observados todos os picos das

substancias isoladas e seus respectivos tempos de retencao.
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Figura 48 — Cromatograma das substancias isoladas [A— galocatequina; B— 4’-O-
metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina; C— epigalocatequina; D- 4’-O-
metil-galocatequina; E— 4’-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-epigalocatequina]

Tabela 11 — Tempo de retencao das diferentes substancias isoladas.

Substancias isoladas | Tk (min.)
Galocatequina (A) 3,95
Epigalocatequina (C) 7,06
4’-O-metil-galocatequina (D) 7,27
4’-0-metil-galocatequina-(40—8)-4’-O-metil-galocatequina (B) 6,78

4’-0-metil-robinetinidol-(40—8)-4’-O-metil-epigalocatequina (E) 12,01

O pico referente a epigalocatequina (F3#3.1.3 e F3#2.4.5) apresentou um
Trde 7,06 min. A sua localizagao no extrato bruto (F1) e nas fragbes tornou-se dificil
devido a sobreposigao com o pico da 4’-O-metil-galocatequina (Tr = 7,27 min) e da
4’-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina (Tr = 6,78). Os picos se
sobressaem nos cromatogramas do extrato bruto, da fragado F3 e da subfragao F3#3.

O pico referente a galocatequina (A - F3#3.1.2 e F3#2.4.4) teve um tempo
de retencao de 3,95 min, facilitando sua caracterizacdo nos extratos bruto, acetato

de etila e nas subfragdes.
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As substancias isoladas também foram caracterizadas em suas subfragdes
originais. A figura 49 mostra os picos das substancias 4’-O-metil-galocatequina, 4’-O-
metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina e a 4’-O-metil-robinetinidol-
(40—8)-4’-O-metil-epigalocatequina com a subfragdo F3#2. Foi possivel, no entanto,
relacionar os picos dessa subfracdo com as substancias. Com a substancia 4’-O-
metil-robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina n&o foi possivel a caracterizagao

em CLAE devido a quantidade de substancia isolada ser insuficiente.
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Figura 49 — Cromatograma das substéncias isolada a partir de F3#2 [A —subfragéo
F3#2; B- 4’-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina; C- 4’-O-metil-
galocatequina; D— 4’-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-epigalocatequinal

Ja na figura 50 pode ser observada a mesma relagdo anterior, agora entre

a subfracdo F3#3 e as substancias galocatequina e epigalocatequina.
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Figura 50 — Cromatograma das substancias isoladas a partir de F3#3 (A— subfragéo
F3#3; B— galocatequina; C— epigalocatequina)
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Dessa maneira pode-se vislumbrar a possibilidade de identificar esses
compostos isoladamente ou mesmo nos extratos parcialmente purificados do
barbatimao, ja que no extrato bruto as dificuldades sdo maiores. Assim, o uso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia pode auxiliar no controle de qualidade tanto
da droga vegetal como de seus extrativos.

As substancias galocatequina e epigalocatequina s&do substancias
comumente encontradas em varias espécies vegetais nao servindo como possiveis
substancias marcadoras taxondmicas. Entretanto as substancias 4’-O-metil-
galocatequina e o dimero 4’-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina
serviriam adequadamente a essa finalidade face a impossibilidade de falsificacbes
e/ou adulteragdes tanto da droga vegetal como de seus extratos. Mole (1993) fez
uma revisao da distribuicdo sistematica de taninos em angiospermas. Haslam e Cai
(1994) e Okuda et al. (1993) utilizaram os elagitaninos como marcadores
taxondmicos na caracterizacado das espécies das familias Hamamelidae, Dileniidae e
Rosidae. Da mesma maneira que esses autores, os taninos condensados poderiam
servir de marcadores tanto do ponto de vista do controle de qualidade como
taxondmico, haja vista sua especificidade quimica e pelo fato de serem estruturas
totalmente inéditas encontradas na natureza.

Os usos populares das cascas do barbatimédo estdo relacionados com
processos de cicatrizagcdo, tanto em humanos como em animais. Sabe-se que
nesses processos, a possibilidade de infeccdo por bactérias da microbiota normal
pode ocorrer e transformar o processo de cicatrizagdo normal em um processo
inflamatdrio de dificil cura. Assim, optou-se por comprovar o uso popular, além de
confirmar o relatado por Bersani-Amado et al. (1996).

As bactérias empregadas na avaliagcdo da atividade antibacteriana
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa foram
selecionadas por representarem espécies Gram-positivas e Gram-negativas e
estarem presentes em infeccées humanas, de pele ou mucosas. A infecgao por S.

aureus (Gram-positiva), de acordo com a localizagéo e outras caracteristicas, recebe
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diferentes designagdes, como foliculite (infecgdo de um foliculo piloso), furunculose
(infecgao dos foliculos pilosos ou glandulas sebaceas obstruidas, com envolvimento
do tecido celular subcutdneo) e o hordéolo ou tergol (infeccdo de uma glandula
sebacea marginal das palpebras). Individuos debilitados por doengas crdnicas,
traumas fisicos, queimaduras ou imunossupressdo podem adquirir infecgdes mais
graves, destacando-se a osteomielite, bacteremia, endocardite, pneumonia e,
ocasionalmente, a meningite e artrite bacteriana (Trabulsi et al, 1999). O S. aureus
pode, também, causar graves intoxicagdes (Trabulsi et al, 1999). Entre essas, uma
mais frequentes em recém-nascidos, € a chamada de sindrome da pele escaldada
ou doenca de Ritter (deslocamento de extensas areas da epiderme). O B. subtilis,
também Gram-positiva, esta normalmente associado a bacteremias e septicemias,
normalmente em pacientes imuno-comprometidos. Além disso, por ser capaz de
sobreviver em condicbes adversas de dessecacgao, temperatura e pH, é utilizado no
controle de qualidade em testes de esterilizacdo pelo 6xido de etileno e a vapor
(Trabulsi et al, 1999). A P. aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa e esta
relacionada com infecgdes localizadas, em conseqliéncia de processos cirurgicos ou
queimaduras, podendo resultar em bacteremias severas. Estdo associadas também
a infecgdes urinarias, devido ao uso de catéteres (Trabulsi et al, 1999).

Entre os métodos de atividade antibacteriana, propbs-se avaliar a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragao Bactericida Minima (CBM),
de acordo com a metodologia descrita em 3.10.1 (p. 34).

Os resultados obtidos para a CIM e para a CBM das subfragdes estao

representados nas tabelas 12 a 18.
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Tabela 12 - Concentragao inibitéria minima contra P. aeruginosa

Concentragao Subfragdes

(iz /?n-ll—) F3#1 | F3#2 | F3#3 | F3#4 | F3#5 | F3#6 | F3#7 | F3#8 | F3#9 | F3#10 | F3#11 | F3#12

1000 + + + + + + + + + + + -

500 + + + + + + + + + + + +

250 + + + + + + + + + + + +

125 + + + + + + + + + + + +

62,5 + + + + + + + + + + + +

31,25 + + + + + + + + + + + +

15,625 + + + + + + + + + + + +

Controle + + + + + + + + + + + +

+ crescimento bacteriano; - auséncia de crescimento bacteriano.

Tabela 13 - Concentracao inibitéria minima contra S. aureus

Concentragdo Subfragbes

ggjiB F3#1| F3#2 | F3#3 | F3#4 | F3#5 | F3#6 | F3#7 | F3#8 | F3#9 |F3#10 |F3#11| F3#12

1000 - + - - - - - - - - - -

500 + + + - - - - - - - - -

250 + + + + - - - - - - - -

125 + + + + + + + + + - + -

62,5 + + + + + + + + + + + +

31,25 + + + + + + + + + + + +

15,625 + + + + + + + + + + + +

Controle + + + + + + + + + + + +

+ crescimento bacteriano; - auséncia de crescimento bacteriano.

Tabela 14 - Concentracao inibitéria minima contra B. subtilis

Concentragao Subfragdes
da ST
(ug/ml) | F3#1| F3#2 [ F3#3 | Fa#4 | F3#5 | F3#6 | F3#7 | F3#8 | F3#9 | F3#10 |F3#11|F3#12
1000 - + + - - - - - - - -
500 - + + - - + - + + - - -
250 + + + + + + + + + + + -
125 + + + + + + + + + + + +
62,5 + + + + + + + + + + + +
31,25 + + + + + + + + + + + +
15,625 + + + + + + + + + + + +
Controle + + + + + + + + + + + +
+ crescimento bacteriano; - auséncia de crescimento bacteriano.
Tabela 15 - Concentragdo bactericida minima contra P. aeruginosa
Concentragao Subfragdes
da ST
(;.LZ /ml) F3#1 | F3#2 | F3#3 | F3#4 | F3#5 | F3#6 | F3#7 | F3#8 | F3#9 | F3#10 | F3#11 | F3#12
1000 + + + + + + + + + + + -
500 + + + + + + + + + + + +
250 + + + + + + + + + + + +
125 + + + + + + + + + + + +

+ crescimento bacteriano; - auséncia de crescimento bacteriano.
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Tabela 16 - Concentracéo bactericida minima contra S. aureus

Concentragao Subfragdes
da ST
(ug/ml) F3#1‘ F3#2‘ F3#3| F3#4‘ F3#5‘ F3#6‘ F3#7| F3#8‘ F3#9‘ F3#10 ‘F3#11‘F3#12
1000 - + - - - - - - - - - -
500 + + + - - - - - - - - -
250 + + + + + + + + + - - .
125 + + + + + + + + + + + +

+ crescimento bacteriano; - auséncia de crescimento bacteriano.

Tabela 17 - Concentracéo bactericida minima contra B. subtfilis

Concentragao Subfragdes
da droga

(ug/ml) F3#1| F3#2 | F3#3 | F3#4 | F3#5 | F3#6 | F3#7 | F3#8 | F3#9 | F3#10 |F3#11 | F3#12

1000 - + + - - - - - + - + -
500 + + + + + + + + + + + +
250 + + + + + + + + + + + +
125 + + + + + + + + + + + +

+ crescimento bacteriano; - auséncia de crescimento bacteriano.

Analisando-se a tabela 12 referente a CIM das 12 subfrag¢des, obtidas da
fracdo acetato de etila (F3), contra P. aeruginosa, observa-se que apenas a
subfragcdo F3#12 mostrou atividade bacteriostatica na concentragdo de 1000 pg/mi.
Nessa concentragao, a F3#12 também demonstrou atividade bactericida, como pode
ser observado na tabela 16.

Observando os resultados com as demais bactérias testadas, nota-se um
aumento de atividade, de acordo com o crescimento nas subfracdes avaliadas.
Constata-se que todas as subfracbes possuem maior atividade contra S. aureus em
relacdo as demais bactérias analisadas.

A subfracdo F3#1 mostrou atividade inibitoria contra S. aureus e B. subtilis
nas concentracées de 1000 ug/ml e 500 ug/ml, respectivamente. Entretanto, a CBM
manteve-se em 1000 pg/ml. A subfracdo F3#2 ndo demonstrou nenhuma atividade
contra os microorganismos testados. A subfracdo F3#3 mostrou-se ativa apenas
contra S. aureus (tab. 13 e 17). As subfragdes F3#4 a F3#12 mostraram atividades
semelhantes, prevalecendo ag&o contra S. aureus (tab. 13 a 18).

As CIM das subfracdes sobre S. aureus variaram entre 125 uyg/ml (F3#10 e

F3#12) e 500 pg/ml (F3#4), enquanto que as CBM resultaram em 500 pg/ml (F3#4,
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5 6,7, 8¢e 9) e 250 ug/ml (F3#10, 11 e 12). Tal semelhanga de atividade das
diferentes subfracdes também foi observada contra B. subtilis.

As subfracdes F3#4, 5, 7, 10 e 11 resultaram numa concentracao inibitoria
de 500 pg/ml e, as subfragdes F3#6, 8 e 9 tiveram menor atividade contra B. subtilis,
com a CIM de 1000 pg/ml. A subfragdo F3#12, contra essa bactéria, foi a que
mostrou maior atividade, resultando em uma CIM de 250 pg/ml. Ja as concentragdes
bactericidas se mantiveram em 1000 pg/ml para as subfragbes F3#4, 5, 6,7, 8, 10 e
12, enquanto que as subfracbes F3#9 e 11 ndo produziram atividade bactericida,
apenas inibitéria (tab. 12 a 18).

Realizou-se paralelamente aos testes de atividade antibacteriana das

subfragdes, um controle com antibacterianos classicos (tab. 18).

Tabela 18 - Concentracéo inibitéria minima com antibacterianos

Vancomicina (B.subtilis) Penicilina (S. aureus) Cloranfenicol (P. aeruginosa)
Crescimento | Concentracdo | Crescimento | Concentragdo | Crescimento | Concentracdo
Bacteriano (ng/ml) Bacteriano (ng/ml) Bacteriano (ng/ml)
- 50 - 5 - 1000
- 25 - 2,5 - 500
- 12,5 - 1,25 - 250
- 6,25 - 0,625 - 125
- 3,125 - 0,3125 + 62,5
- 1,5625 - 0,15625 + 31,25
+ 0,78125 - 0,078125 + 15,625
+ - + - + -

+ crescimento bacteriano; - auséncia de crescimento bacteriano.

Assim, pode-se comparar as concentracbes que mostraram atividade,
confirmar o crescimento bacteriano e a sua interrupcdo, validando, assim, a
metodologia. A concentragao inibitéria minima (CIM) dos antibacterianos encontra-se

na tabela 19.



Resultados e Discussédo 11

Tabela 19 — Concentracgao inibitéria minima dos antibacterianos

Antibacterianos CIM (pg/ml)
B. subtilis S. aureus P. aeruginosa
Vancomicina 1,56 - -
Penicilina - <0,078

Cloranfenicol - 125

Analisando os resultados obtidos com os antibacterianos classicos, pode-
se observar que as subfracbes ndo possuiram atividade comparavel. Mas, a isso se
deve varios fatores. O principal deles € que cada subfracéo trata-se de um extrato
semipurificado, possuindo, assim, varias substancias quimicas. Isso faz com que o
principio ativo ou o conjunto de substéncias responsaveis pelo efeito antibacteriano,
no caso, fique diluido. Necessita-se para comparacido, da avaliacdo da atividade
antibacteriana de outras subfracbes, a serem obtidas por fracionamentos
continuados, ou ainda, avaliar as substancias isoladas.

Assim, as substancias isoladas, galocatequina (GAL), epigalocatequina
(EPI), 4’-O-metil-galocatequina (4MG), 4’-O-metil-galocatequina—(40—8)-4’-O-metil-
galocatequina (4MGMG), 4’-O-metil-robinetinidol—(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina
(4MRMG) e 4’-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-epigalocatequina (4MRME)
foram avaliadas quanto a atividade antibacteriana, utilizando além das bactérias
anteriores, a Escherichia coli (ATCC 25922). As concentragbes empregadas foram
de: 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,5625 ul/ml (tab. 20). Entretanto, nenhuma das
substancias avaliadas demonstraram atividade antibacteriana nas concentracdes

analisadas.

Tabela 20 - Concentracéo inibitéria minima das substancias isoladas

Concentragao Substancias

(ng/mb) GAL EPI AMG | 4MGMG | 4MRMG | 4MRME

100 + + + + + +

50 + + + + + +

25 + + + + + +

12,5 + + + + + +

6,25 + + + + + +

3,125 + + + + + +

1,5625 + + + + + +

Controle + + + + + +

+ crescimento bacteriano; - auséncia de crescimento bacteriano.
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Tendo em vista os resultados obtidos, selecionou-se a subfracdo F3#12,
por ter demonstrado maior atividade em todas as situacbes de avaliagdo, para
analise da curva do tempo de morte bacteriana. Essa metodologia tem a finalidade
de verificar qual o tempo em que uma substancia ou uma subfragao inicia € mantém
sua atividade antibacteriana, em diferentes concentracdes, sempre, comparado a um
controle de crescimento bacteriano.

Com a subfracdo F3#12 (tab. 21; fig. 51), foi possivel observar, na
Concentragao Inibitéria Minima determinada (X=125 ug/ml), que houve um efeito até
18 h apds entrar em contato com a bactéria. A partir deste tempo sua atividade foi
diminuida e as colbnias voltaram a crescer. Uma atividade menor, mas semelhante,
foi observada para X=0,5 (62,5 pg/ml). Para as demais concentragdes (2X=250
pg/ml, 4X=500 pg/ml, 8X=1000 ug/ml e 16X=2000 ug/ml) foi observada uma quase
total inibicao do crescimento, que se iniciou a partir de 6 h e manteve-se até mesmo

apos 24 horas.

Tabela 21 - Tempo de morte sobre S. aureus com a subfracdo F3#12
Numero de unidades formadoras de col6nias (UFC/ml)

Tempo (h) Controle 0,5X 1X 2X 4X 8X 16X
0 6300 6300 6300 6300 6300 6300 6300
3 2260000 220000 16000 6000 7300 3470 2050
6 18700000 18700000 174000 910 1490 48 53
9 1,70E+13 820000000 131000 400 1100 5,00E+01 5,00E+01
12 1,68E+14  1,27E+10 277000 11400 800 50 50
18 7,90E+13 990000000 290000 1700 50 50 50
24 2,92E+21 9900000000 1,03E+10 50 50 50 50

Log do numero de unidades formadoras de col6nias (UFC/ml)
Tempo (h) Controle 0,50 X 1,0 X 2,0X 4,0 X 8,0 X 16,0 X

0 3,799341 3,79934055 3,799341 3,799341 3,799341 3,799341 3,799341
3 6,354108 5,34242268 4,20412 3,778151 3,863323 3,540329 3,311754
6 7,271842 7,27184161 5,240549 2,959041 3,173186 1,681241 1,724276
9 13,23045 8,91381385 5,117271 2,60206 3,041393 1,69897 1,69897

12 14,22531 10,1038037 5,44248 4,056905 2,90309 1,69897 1,69897

18 13,89763 8,99563519 5,462398 3,230449 1,69897 1,69897 1,69897

24 21,46538 9,99563519 10,01284 1,69897 1,69897 1,69897 1,69897
X=125 pg/ml
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Figura 51 — Curva do tempo de morte bacteriana da subfragcdo F3#12 sobre S.
aureus (X=125 ug/ml)

Existem informagbes populares do emprego de chas das cascas do
barbatimdo em casos de leishmaniose', no norte do Brasil. A busca de resposta para
essa atividade €, ndo somente interessante, mas de fato importante para o pais que
possui casos de endemias e, em alguns locais, epidemias. Como se trata de um
assunto relacionado ao sistema publico de saude, é fundamental que se comprove
tal atividade com extratos vegetais ou mesmo com substancias sintéticas, na
tentativa de minimizar o efeito danoso que essa doencga causa no ser humano.

A forma promastigota (flagelada) € encontrada no vetor (mosquito do
género Phlebotomus) que infectam o homem através de sua picada. Nas células
humanas, no entanto, ocorre a transformagao para forma amastigota, aflagelada.

O tratamento de escolha atualmente é feito com o antimoniato de N-metil-
glucamina (Glucantime®), que & ativo contra todas as formas da leishmaniose. E um
composto antimonial pentavalente que in vivo é reduzido a forma ativa trivalente.
Essa ultima, reage com os grupos tidlicos presentes em sistemas enzimaticos

essenciais do parasito, formando ligacdo covalente. E administrado via intramuscular

! Comunicacgédo pessoal, Profa. Dra. Isabel Cristina Piloto Ferreira — Departamento de Farmacia e
Farmacologia, Universidade Estadual de Maringa
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profunda na dose de 60 a 100 mg/kg de peso. O tratamento é feito por duas séries
de 10 a 20 injegbes, uma por dia, com intervalo de 15 dias entre uma série e outra
(Korolkovas, 1997). Os efeitos colaterais do Glucantime® s&o preocupantes, ja que
a droga pode causar colicas gastrintesinais, dor muscular retardada, rigidez das
articulagdes, além de ja terem sido observadas elevagbes da transaminases
hepaticas, que sao reversiveis apos a interrupcao da terapia, mas que podem causar
choque e morte subita (Tracy e Webster, 1996). Além da toxicidade causada pelos
antimoniais, ha outras desvantagens, como: injecdo intramuscular extremamente
dolorida, periodos longos de terapia exigido e, um custo relativamente alto (Tracy e
Webster, 1996).

Estudos anteriores revelaram atividade promissora para o extrato bruto
(F1) e a fragao acetato de etila (F3) contra a forma promastigota (Jorge et al., 1996).
Procurou-se, entdo, com as subfragbes obtidas a partir da F3 (F3#3, F3#5, F3#7,
F3#9 e F3#12), dar continuidade ao trabalho e avaliar suas atividades contra essa
forma. A escolha das subfracbes F3#3, F3#5, F3#7, F3#9 e F3#12 deveu-se pela
quantidade suficiente dessas para esse e outros métodos de atividade bioldgica a
serem analisados. Avaliagbes de atividade sobre a forma amastigota, encontra-se
em andamento.

As porcentagens de inibicdo do crescimento do protozoario pelas
subfragdes analisadas se encontram na figura 52. Todas as fragdes testadas
demonstraram atividade na concentragcdo de 1000 pg/ml, inibindo 100% do
crescimento do protozoario. Entretanto, nenhuma das fragdes mostrou atividade na

concentragao 10 pg/ml.
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Figura 52 — Inibicao do crescimento dos protozoarios das subfracbes em 24 horas.

Nas figuras 53 a 57 pode-se observar a curva das diferentes
concentragdes das subfragdes em fungao do logaritimo do niumero de promastigotas
contados nos tempos previstos. Com uso da curva logaritimica, pode-se ter uma
visdo geral das concentragbes empregadas, pois, em numeros reais de unidades do
protozoario, haveria grande diferenga numérica, tornando inviavel a apresentagao
em uma mesma planilha.

As avaliagdes feitas para as subfracbes F3#7, F3#9 e F3#12 mostraram
atividade leishmanicida, inibindo em mais de 90% o crescimento do protozoario na
mesma concentragao (fig. 53 a 57; tab. 22 a 26). As subfragbes F3#3 e F3#5 nao
demonstraram atividade na concentragdo 100 ug/ml.

Esses resultados demonstram que as subfracbes possuem atividade
crescente no sentido da subfracdo F3#1 para a subfracdo F3#12. Isso foi observado
também para os testes antibacterianos. Vale ressaltar que pelo modo de obtengao
dessas subfragdes, ha uma maior concentracdo de mondémeros nas subfracdes
iniciais e uma maior concentragdo de taninos de alta massa molecular nas

subfracdes finais, conforme ficou demonstrado anteriormente nesse trabalho.
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Tabela 22 - F3#3 - média do nimero de promastigotas (X 10%)

Tempo Concentragao (ug/ml)
(h) 10 | 100 | 1000 | Controle
24 3,67 +£2,05 4,67 +0,94 0,67 + 0,47 5,0 £0,82
48 25,0+ 10,42 20,33 + 3,09 0,33 + 0,47 13,33 £ 0,94
72 163,33 + 54,43 42,33+5,79 0,33+0,47 51,67 + 11,26
96 350 £ 85,77 200,0 + 40,82 0,33 + 0,47 282,67 + 73,78

Log da concentragdo de promastigotas

0 5 5 5 5
24 4,69897 4,564666 4,669317 3,826075
48 5,12483 5,39794 5,308137 3,518514
72 5,713238 6,213066 5,626648 3,518514
96 6,45128 6,544068 6,30103 3,518514

[}
T
Q
v (7))
E" -g ---e--- Controle
s> —a— 10X
Q »n
g g —a— 100X
© 0 —s— 1000X
S c
o 1 X = pg/ml
.|

0 I I 1

0 50 100 150

Tempo (horas)

Figura 53 — Curva de inibicdo do crescimento do protozoario em diferentes
concentracdes de F3#3
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Tabela 23 - F3#5 - média do nimero de promastigotas (X 10%)

Tempo Concentragao (ug/ml)
(h) 10 | 100 | 1000 | Controle
24 4,33+1,25 5,67 + 3,09 0,0 8,0£0,82
48 16,0 + 4,08 30,33+ 3,77 0,0 15,33 £ 2,36
72 89,67 + 6,34 54,0 + 13,74 0,0 81,33+ 13,89
96 446,67 + 99,78 106,67 + 9,43 0,0 366,67 + 174,61
Log da concentragdo de promastigotas
0 5 5 5 5
24 4,90309 4,636488 4,753583 0
48 5,185542 5,20412 5,481872 0
72 5,910251 5,952647 5,732394 0
96 6,564275 6,649987 6,028042 0
()
T
Q
o g
g = ---e--- Controle
)
g g —a— 10X
g — & 100X
g E
o o —»x— 1000X
Q
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e
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O T I 1
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Figura 54 — Curva de inibicdo do crescimento do protozoario em diferentes

concentracdes de F3#5
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Tabela 24 - F3#7 - média do nimero de promastigotas (X 10%)
Tempo Concentragao (ug/ml)
(h) 10 | 100 | 1000 | Controle
24 1,33+£0,94 0,33+ 0,47 0,0 2,0+1,63
48 16,67 + 0,47 4,67 £1,70 0,0 16,33 £ 2,49
72 72,0+ 14,7 9,30 + 0,94 0,0 70,0 £ 29,53
96 310,67 + 51,86 12,33+ 1,25 0,0 303,0 + 69,46
Log da concentragdo de promastigotas

0 5 5 5 5
24 4,30103 4,123852 3,518514 0
48 5,212986 5,221936 4,669317 0
72 5,845098 5,857332 4,968483 0
96 6,481443 6,492299 5,090963 0

()
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Figura 55 — Curva de inibicdo do crescimento do protozoario em diferentes

concentracoes de F3#7
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Tabela 25 - F3#9 - média do nimero de promastigotas (X 10%)
Tempo Concentragao (ug/ml)
(h) 10 | 100 | 1000 | Controle
24 3,67 +1,70 0,0 0,0 7,33+ 1,70
48 25,33 +2,05 5,0 +1,41 0,0 31,67 +1,25
72 53,33 + 24,94 8,0+0,82 0.0 73,3+9,43
96 266,67 + 67,99 8,0+0,82 0,0 406,67 + 67,99
Log da concentragdo de promastigotas
0 5 5 5 5
24 4,865104 4,564666 4 0
48 5,500648 5,403635 4,69897 0
72 5,865104 5,726972 4,90309 0
96 6,609242 6,425974 4,90309 0
Q
o g
-E- _81 —e— Controle
S -5-10X
c @©
S g —A— 100X
Sa —¢— 1000 X
25
- X = pg/ml
O T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
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Figura 56 — Curva de inibicdo do crescimento do protozoario em diferentes

concentracdes de F3#9
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Tabela 26 - F3#12 - média do nimero de promastigotas (X 10%)

Tempo Concentragao (ug/ml)
(h) 10 | 100 | 1000 | Controle
24 6,33 + 2,36 1,0+0,82 0,0 5,33 £ 0,94
48 17,0 £ 3,74 5,67 + 1,25 0,0 15,0£2,16
72 47,33+ 15,15 7,0£2,94 0,0 50,67 £ 9,39
96 308,67 + 68,90 13,0+ 2,16 0,0 288,33 £ 76,43

Log da concentragdo de promastigotas

0 5 5 5 5
24 4,726727 4,801404 4 0
48 5,176091 5,230449 4,753583 0
72 5,704751 5,675137 4,845098 0
96 6,45989 6,489494 5,113943 0
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Figura 57 — Curva de inibicdo do crescimento do protozoario em diferentes
concentragdes de F3#12
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A possibilidade de transformagdo de uma droga vegetal em um
medicamento passa, necessariamente, por um longo processo de estudos e
conhecimentos, tanto da droga vegetal como de seus extrativos, intermediarios e
final, além das etapas quimicas, biolégicas, tecnoldgicas, pré-clinicas, toxicolégicas
e clinicas.

Esse trabalho procurou, dentro de suas limitagdes, apresentar algumas das
caracteristicas da droga vegetal Stryphnodendron adstringens (Mart.) Couville,
barbatimao, dando énfase a alguns aspectos tais como: morfo-anatomia das cascas,
quimicos de extratos semipurificados, de controle de qualidade desses extratos e
bioldgicos, tanto de extratos como de substancias isoladas e purificadas.

Espera-se que esse possa ser continuado na expectativa de vé-lo
transformado em medicamento com o alvo voltado a populagdo de uma maneira em

geral.
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5. CONCLUSOES

A analise anatdbmica mostrou que, com a selecdo de cortes, pode-se
visualizar melhor as estruturas celulares, e de acordo com o corante aplicado, avaliar
provaveis composi¢gdes quimicas como: lignina, celulose ou suberina nas cascas,
auxiliando, ainda, na identificacdo do vegetal Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville.

O estudo quimico de extratos semipurificados das cascas demonstrou
que as formas de extragdo e fracionamento utilizadas foram adequadas ao
isolamento de taninos condensados.

Foram isolados e identificados: galocatequina, epigalocatequina, 4’-O-
metil-galocatequina e 4’-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina. A
identificacdo dessas substancias, anteriormente ja isoladas, corrobora na validagao
da metodologia empregada.

Foram isoladas e identificadas duas substancias inéditas, 4’-O-metil-
robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-epigalocatequina e 4’-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-
4’-O-metil-galocatequina. Esse fato denota o potencial que a droga vegetal possui e
pode contribuir para o conhecimento quimico e taxonémico do género e da familia
botanica.

Os cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
demonstram, mesmo com dificuldade na separagcao das substancias na fracao
acetato de etila (F3), a possibilidade de utilizagdo do sistema no controle de
qualidade qualitativo de extratos de casca de barbatimao.

Os resultados obtidos no teste antibacteriano com as subfragdes
mostraram atividade contra as cepas testadas. A subfragdo F3#12 mostrou a melhor
atividade, com acgao contra Pseudomonas aeruginosa, bactéria resistente a varios
antibacterianos. Para as demais bactérias, as concentragbes que mostraram
atividade foram muito semelhantes, com um aumento crescente de atividade de

F3#1 para F3#12.
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As substancias, galocatequina, epigalocatequina, 4’-O-metil-
galocatequina, 4’-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina, 4’-O-
metil-robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-epigalocatequina e  4’-O-metil-robinetinidol-
(4a—8)-4’-O-metil-galocatequina, isoladamente, ndo mostraram nenhuma atividade
antibacteriana, contra as cepas empregadas.

A avaliagdo das subfragbes contra as formas promastigostas de
Leishmania (L.) amazonensis foi promissora. A atividade foi crescente com as
subfracdes analisadas, e mostraram que as subfracdes F3#9 e F3#12 foram as mais
ativas, havendo inibicdo de crescimento superior a 80% das formas promastigotas
na concentracao de 100 pg/ml.

Conclui-se que, a espécie vegetal Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, com amplo uso medicinal pela populagao nativa, apresenta-se promissora
na elaboracdo de um medicamento fitoterapico. E necessaria a continuacdo dos
estudos, para a obtencdo de novos compostos e em quantidade para a realizacdo

de outros testes bioldgicos.
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