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Dr. Carlos Palazzo de'Melio
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RESUMO

Stryphnodendron obovatum Benth. (Leguminosae), espécie nativa do cerrado
brasileiro, conhecido popularmente por “barbatimao”, tem sido usado ha muito tempo
no tratamento de varias enfermidades, principalmente como cicatrizante e anti-
séptico. Suas cascas sao ricas em taninos. Esse trabalho objetivou realizar estudos
de controle de qualidade, isolamento de substancias polifendlicas a partir do extrato
bruto e a avaliagcdo da capacidade antioxidante de extratos das cascas de S.
obovatum Benth. O controle de qualidade da matéria-prima vegetal foi realizado
seguindo parametros farmacopéicos tendo sido possivel tracar um perfil da droga
vegetal, visando manter um padrao de reprodutibilidade, compativel com a literatura.
A partir da fragéo acetato de etila, submetida a cromatografia em coluna Sephadex®
LH-20, foram isoladas e identificadas 7 substancias: acido galico, galocatequina,
epigalocatequina, acido p-hidréxibenzaoico, 4’-O-metil-galocatequina,
epigalocatequina-(43—8)-epigalocatequina, robinetinidol-(4a—8)-galocatequina,
identificadas através de espectrometria de massas, RMN *H, RMN *3C, COSY *H/*H,
HMBC e HMQC. O estudo da capacidade antioxidante in vitro pelo método do
DPPHe evidenciou para o extrato bruto um valor de ICsy de 4,52 ug/ml e para a
fracdo acetato de etila um valor de ICs de 4,04 ug/ml, demonstrando possuirem
capacidade antioxidante quando comparados com a vitamina C (ICso= 4,93 ug/ml). A
capacidade antioxidante in vitro avaliada pelo método do complexo fosfomolibdénio
evidenciou que tanto a fracdo acetato de etila (CAR= 0,95) quanto a fracdo aquosa
(CAR= 0,93) possuem capacidade de formacdo do complexo fosfomolibdénio
guando comparados com a vitamina C (CAR= 1,0). Desta maneira, os extratos de S.
obovatum Benth. mostraram ter capacidade antioxidante, provavelmente devido a

presenca de taninos condensados, evidenciado na analise fitoquimica.

Palavras-chave: Stryphnodendron obovatum. Taninos condensados. Capacidade
antioxidante. Radical DPPH. Complexo Fosfomolibdénio.



ABSTRACT

Stryphnodendron  obovatum Benth. (Leguminosae), popularly known as
“‘barbatimdo”, a species native to the Brazilian cerrado (savannah), has been used
for a long time for the treatment of various illnesses, mainly as a cicatrizant and
antiseptic. Its bark is rich in tannins. The objective of this work was to evaluate the
guality control, isolate polyphenolic substances from the raw extract, and evaluate
the antioxidant capacity of extracts of the bark of S. obovatum Benth. The quality
control of the raw plant material was carried out following pharmacopeic parameters.
It was possible to trace a profile of the chemical constituents of the plant drug, in
order to establish a standard of reproducibility compatible with the literature. From
the ethyl-acetate fraction, 24 subfractions were obtained by chromatography on a
Sephadex® LH-20 column. Seven substances were isolated and identified: gallic
acid, gallocatechin, epigallocatechin, p-hydroxybenzoic acid, 4’-O-methyl-
gallocatechin, epigallocatechin-(4p—8)-epigallocatechin, and robinetinidol-(4a—8)-
gallocatechin, by mass spectrometry, RMN *H, RMN **C, COSY 'H/*H, HMBC and
HMQC. The study of the antioxidant capacity for the method of DPPHe it evidenced
that the gross extract and the fraction acetate of etila of S. obovatum possesses high
antioxidant capacity when compared with the vitamin C. The antioxidant capacity
evaluated by the method of the complex phosphomolibdenum evidenced that so
much the fraction ethyl-acetate as the aqueous fraction possesses capacity of
formation of the complex phosphomolibdenum when compared with the vitamin C. In
this way, S. obovatum Benth. was showed to probably have an antioxidant, due high
capacity to the presence of tannins, mainly of the condensed type, as demonstrated

in the phytochemical analysis.

Key words: Stryphnodendron obovatum. Condensed tannins. Antioxidant capacity.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas pela populacdo é tdo antigo quanto a histéria da propria
humanidade. Durante milénios, 0 homem aprendeu a conhecer as plantas e valer-se
de suas propriedades sobre o0 organismo.

O emprego dos vegetais perde-se no tempo, na histéria do ser humano. Na
busca de alivio para suas dores e enfermidades, o homem foi impelido, através dos
séculos, a analisar os fendbmenos da natureza e a buscar solu¢ées que o ajudassem
a minorar seus sofrimentos. O consumo de plantas medicinais teria sido a primeira
forma de uso de medicamento de que se tem noticia. Os documentos arqueoldgicos,
hoje & disposicdo, sO registram fatos a partir de 3.000 anos antes de Cristo, e
possibilitam afirmar que muitos povos, ha milénios, tinham conhecimento do poder
de grande quantidade de plantas, seja pelas suas qualidades curativas, seja por
permitirem sensa¢des anormais (BRAGANCA, 1996).

A utilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico ou para o
desenvolvimento de novos medicamentos, a partir das substancias delas isoladas,
ou via plantas transgénicas, tem-se mostrado uma forma n&o convencional de
producdo de matérias primas vegetais, que comeca a ser melhor explorada
(NODARI; GUERRA, 2003).

Por consequiéncia, sdo necessarios estudos cada vez mais detalhados com
cada espécie vegetal para garantir trés aspectos basicos: eficacia, seguranca e
gualidade (DELAPORTE et al., 2001).

A Resolucdo - RDC n° 48, de 16 de marco de 2004 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos
e define como fitoterapico “todo medicamento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e
dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
gualidade. Sua eficacia e seguranca € validada através de levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentacBes tecnocientificas em publicacfes
ou ensaios clinicos fase 3. Nao se considera medicamento fitoterapico aquele que,
na sua composicao, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as
associagdes destas com extratos vegetais” (BRASIL, 2004).

Para o desenvolvimento tecnolégico de um produto fitoterapico séo

necessarios estudos prévios em diversas areas do conhecimento como: botéanica,



agronomia, fitoquimica, farmacologia, toxicologia, tecnologia farmacéutica,
desenvolvimento de metodologias analiticas para avaliagdo do teor da substancia ou
grupo de substancias ativas e do perfil qualitativo dos constituintes quimicos de
interesse presentes na matéria-prima, produtos intermediarios e produtos finais, bem
como avaliacdo das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos produtos
transformados (SONAGLIO et al., 2003).

No Brasil praticamente ndo existe cultivo de plantas medicinais. Muitas
espécies vegetais de interesse sdo coletadas por pessoas que, na maioria das
vezes, ndo sabem identificar corretamente uma espécie vegetal e suas variedades.
Essas amostras sdo muitas vezes vendidas a distribuidoras, que as repassam a
firmas que produzem extratos vegetais ou as farmacias. A grande maioria destas

firmas nao realiza controle de qualidade dos produtos adquiridos (DI STASI, 1996).

Um controle de qualidade efetivo ndo pode ocorrer apenas na analise final do
produto fitoterapico, mas deve incluir também a obtencdo da espécie vegetal correta,
seu cultivo, colheita, secagem, pois esse & um inicio de um processo que ira
determinar toda a qualidade futura do produto em termos de confiabilidade,
estabilidade, inocuidade e efetividade. A planta medicinal ndo podera apresentar
insetos, bolores e altos niveis de microorganismos. Por isso, métodos de
desinfeccdo séo aplicados, tais como o calor, radiacdo e outros. A recomendacao
para 0 armazenamento € que seja guardada a parte da planta inteira e bem
estabilizada, facilitando a identificacdo e o controle de qualidade, e preservando
melhor as substancias ativas do vegetal, suas caracteristicas. A espécie vegetal de
interesse também requer uma extracdo padronizada, estabilizacdo e
acondicionamento higiénico, acompanhando-se cada estagio desse processo, lote
por lote, por andlises quimicas e por um controle microbioldgico, até a obtencdo do
produto final (CARDOSO, 2000).

A monitoracao do cultivo e da producédo de plantas medicinais deve empregar
0 uso de marcadores, que indicam a presenca do principio ativo de interesse e com
teor especificado. Segundo a RDC 48/2004 da ANVISA (BRASIL, 2004), marcador é
0 componente ou classe de compostos quimicos presentes na matéria-prima
vegetal, idealmente o préprio principio ativo, e preferencialmente que tenha
correlacdo com o efeito terapéutico, que é utilizado como referéncia no controle de

gualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterapicos.



Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional como
remédios para o tratamento de diversas moléstias organicas, tais como diarréia,
hipertensédo arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas
estomacais (azia, nausea, gastrite e Ulcera géastrica), problemas renais e do sistema
urinario e processos inflamatérios em geral (SANTOS; MELLO, 2003).

Os taninos ajudam no processo de cura de feridas, queimaduras e
inflamacbes através da formacdo de uma camada protetora (complexo tanino-
proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele ou mucosa danificada. Debaixo dessa
camada, o processo natural de cura pode, entdo, ocorrer. Um processo similar
ocorre provavelmente em caso de Ulcera gastrica, em que uma camada de tanino-

proteina complexados protege a mucosa do estbmago (SANTOS; MELLO, 2003).

Taninos tém sido utilizados no curtimento do couro desde a antiguidade,
sendo que sua obtencdo permanece como uma das mais importantes aplicacbes
comerciais de todo extrativo de madeiras. Também contribuem significantemente no
sabor adstringente de vinhos, sucos de frutas, chas e outras bebidas (SANTOS;
MELLO, 2003).

Acredita-se que a producdo de taninos pelo vegetal como metabdlito

secundario seja para a propria defesa da planta.

Dentre as espécies em estudo, encontra-se o Stryphnodendrom obovatum
Benth., popularmente conhecido como barbatimdo. Espécie arborea da flora
brasileira, encontrada tipicamente nas areas de Cerrado do Brasil central. Suas
cascas sao espessas e apresentam efeito adstringente, devido a alta concentracao

de taninos.

2 OBJETIVOS

e Realizar estudos de controle de qualidade das cascas de Stryphnodendron

obovatum Benth.

e |Isolar e identificar taninos condensados de extrato semipurificado de

Stryphnodendron obovatum Benth.



e Avaliar a capacidade antioxidante de extratos das cascas de Stryphnodendron.

obovatum Benth.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Stryphnodendron obovatum Benth.

Stryphnodendron obovatum Benth. é conhecido como barbatimdo e
barbatimdo-de-folha-miuda, principalmente nos estados de Minas Gerais e S&o
Paulo.

O género Stryphnodendron é nativo do cerrado (Fig. 1) e possui cerca de 48
espécies, entre elas S. obovatum Benth., pertencente a familia Leguminosae,
subfamilia Mimosaceae, ordem Fabales (CRONQUIST, 1988).

Figura 1 - Distribuicdo do Stryphnodendron obovatum no Brasil.
Fonte: Brito et al., 2001.

Por outro lado, Hegnauer e Hegnauer (1994) sugerem trés subfamilias:
Mimosaceae, Papilonaceae e Cesalpiniaceae, 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



gue Hegnauer e Hegnauer (1994) utilizam a proposta de Isely (1990) e néo justifica

Seu emprego.

Diviséo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sub-classe: Rosidae

Ordem: Fabales

Familia: Leguminosae

Género: Stryphnodendron

Espécie: Stryphnodendron obovatum Benth.

3.2 Descri¢do macroscopica

Stryphnodendron obovatum Benth. € um arbusto perene, floresce entre
outubro e fevereiro. Possui cerca de 3-4 metros de altura (Fig. 2), folhas alternas de
15-20 cm de comprimento, foliolos (4-9 pares) alternos, obovados, com 5-10 mm de
comprimento, 3-6 mm de largura, apice emarginado, base atenuada, ligeiramente
desigual, face superior glabra, inferior com nervura central. As inflorescéncias sdo do
tipo espiga delgadas e cilindricas com 12-16 cm de comprimento (Fig. 2), isoladas e
germinadas, calice curto-lacinado glabro (1 mm), corola (3-4 mm) glabra, estames
livres (4-5 mm), ovario alongado (1 mm de comprimento). Fruto € do tipo legume
alongado (10-12 mm de comprimento e 10-15 mm de largura), achatado. As

sementes sdo obovadas, obliquas (9 mm de comprimento) (MARTINS, 1974).



Figura 2 - Stryphnodendron obovatum Benth. Assis, SP, com detalhe das folhas e
inflorescéncia.
Foto: Andréia Cristina Conegero Sanches (2005).



3.3 Conteudo quimico do género Stryphnodendron

Tradicionalmente, o estudo de produtos naturais de origem vegetal é feito
utilizando-se técnicas de isolamento e purificacdo de substancias organicas, em
conjunto com métodos espectrométricos (RMN, EM, IV entre outros). Ao conjunto
destes procedimentos pode ser denominado de “Fitoquimica Classica” (TREASE;
EVANS, 1989).

A Farmacopéia Brasileira (1959) preconiza um teor minimo de taninos em
torno de 20% nas cascas da espécie Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e
8% no minimo de acordo com a Farmacopéia Brasileira (2002). Toledo (2002),
Lopes (2003) e Sanches (2004) estabeleceram teores de taninos de 19,51%,
15,03% e 19,21% para S. adstringens, S. polyphyllum e S. obovatum,
respectivamente. A partir do extrato etanolico dos frutos de Stryphnodendron
coriaceum Benth. foram isoladas as sapogeninas 1 e 2 (TURSCH et al., 1963) e
mais tarde duas homélogas 3 e 4 (TURSCH et al., 1966).

Sapogeninal: R, =OH;R,=H Sapogenina3:R; =0OH;R,=H

Sapogenina 2: R, =R, = OH Sapogenina4: R, =H;R,=0OH

Figura 3 — Estrutura das sapogeninas 1 [(R1=0OH; R,=H), 2 (R;=R»=0H),
3 (R1=0OH; R,=H) e 4 (R;=H; R,=0H)]



Reicher et al. (1992) conseguiram isolar a patir de frutos de S. barbatiman

Mart., uma galactomanana, cuja estrutura foi elucidada com o auxilio de espectros
de **C.

A partir de extratos liofilizados, obtidos de cascas de S. adstringens (Mart.)

Coville, Mello et al. (1996a) isolaram os seguintes flavan-3-6is:

4’-O-metil-galocatequina

galocatequina

epigalocatequina

epigalocatequina-3-O-galato e

outras duas novas substancias: epigalocatequina-3-O-(3,5-dimetil)-galato e
epigalocatequina-3-0-(3-metdxi-4-hidroxi)-benzoato.

Também foram isoladas e elucidadas as seguintes prodelfinidinas:
epigalocatequina-(43—8)-galocatequina
epigalocatequina-(43—8)-epigalocatequina
epigalocatequina-(43—8)-epigalocatequina-3-O-galato
epigalocatequina-3-0O-galato-(43—8)-epigalocatequina-3-O-galato
galocatequina-(4a—8)-epigalocatequina-3-O-galato
galocatequina-(4a—38)-epigalocatequina-3-0-(4-hidréxi)-benzoato
epigalocatequina-(43—8)-epigalocatequina-3-O-(4-hidroxi)-benzoato

epigalocatequina-(4p—6)-epigalocatequina

Foram isoladas também as seguintes prorobinetidinas:
robinetinidol-(4a—8)-epigalocatequina
robinetinidol-(43—8)-epigalocatequina
robinetinidol-(43—8)-galocatequina
robinetinidol-(4—8)-epigalocatequina-3-O-galato
robinetinidol-(4a—6)-galocatequina
robinetinidol-(4a—6)-epigalocatequina
robinetinidol-(4a—8)-epigalocatequina-3-O-galato

robinetinidol-(4a—8)-galocatequina



Os mesmos autores, em 1999, isolaram uma nova prodelfinidina: 4’-O-metil-

galocatequina-(40—38)-4’-O-metil-galocatequina (Fig. 4).

Essas substancias foram identificadas através de métodos espectroscopicos
de (RMN *H, RMN C, COSY 'H/*H, HETCOR, NOE, COLOC), espectrometria de

massas, além de métodos épticos (polarimetria e dicroismo circular).
OH

OCH,

OCH,

OH

Figura 4 - Estrutura quimica de prodelfinidina 4’-O-metilgalocatequina-(4a—8)-4’-O-
metilgalocatequina isolada das cascas de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville.

Toledo (2002) isolou e identificou duas novas substancias a partir de extratos
da casca de Stryphnodendron adstringens, sendo denominadas 4’-O-metil-
robinetinidol-(4a —8)-4’-O-metil-epigalocatequina e 4’-O-metil-robinetinidol-(4a —8)-
4’-O-metil-galocatequina.

Sanches (2004) isolou de um extrato semipurificado da fracdo acetato de etila
das cascas de Stryphnodendron obovatum Benth., epigalocatequina e
galocatequina, epigalocatequina-(43—8)-galocatequina e epigalocatequina-(4f—8)-

epigalocatequina) (Fig. 5).
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Figura 5 - Epigalocatequina (I) e galocatequina (IlI) isoladas das cascas de S.
obovatum Benth.

Lopes (2003) isolou, além de galocatequina e epigalocatequina, 4’-O-metil-
robinetinidol-(48—6)-4’-O-metil-galocatequina, epigalocatequina-(43—8)-
galocatequina, fisetinidol-(4f—8)-galocatequina e uma substancia inédita: fisetinidol-
(40—8)-galocatequina de um extrato semipurificado das cascas de S. polyphyllum
Mart.

Pereira et al. (2002) isolaram e identificaram acido oleoandlico, B-sitosterol, 3-
amirina, triterpenos pentaciclico (3-oxo-taraxerina) e quercetina do extrato das folhas
de S. adstringens (Mart.) Coville.

Machado (2005) isolou recentemente das cascas de S. polyphyllum Mart. as
seguintes substancias: acido galico, galocatequina, epigalocatequina, 4’-O-metil-

galocatequina e fisetinidol-(4a—8)-galocatequina.

3.4 Taninos

A palavra tanino foi usada, pela primeira vez, em 1796, por Seguin, para
definir o principio adstringente da casca do carvalho que possui a propriedade de
transformar a pele dos animais tornando-a imputrescivel e resistente a agua fervente
evitando a sua gelatinizacdo. Desde entdo, empregou-se diversamente: hum sentido
restrito e sem propriedade, como sinénimo de acido tanico e, num sentido amplo,
para designar um grupo de constituintes vegetais caracterizados por certas

propriedades comuns: a capacidade de curtir couro (BRUNETON, 1991).



Taninos sdo metabdlitos secundéarios de plantas superiores, conhecidos pela
capacidade de formar complexos insollveis com proteinas. Por este motivo, foi 0
primeiro produto natural vegetal a ser utilizado industrialmente no processo de
transformacdo de pele em couro (PORTER, 1989). Os taninos também formam
complexos com alcalbides e metais pesados e possuem massa molecular entre 500
e 3000 Daltons (SANTOS; MELLO, 2003). Os complexos com os alcaléides, como
no caso da cafeina, ocorrem através de pontes de hidrogénio entre as metilas
ligadas ao nitrogénio da cafeina e as hidroxilas aromaticas dos taninos. Essas
associacbes ocorrem, preferencialmente, quando existe a presenca de grupos
galoilas, como no caso dos taninos hidrolisaveis ou nos condensados galoilados
(HASLAM, 1998).

A importancia dos taninos nas plantas encontra-se relacionada a defesa da
mesma contra predadores animal ou microbiano. Os taninos causam diminui¢cdo da
palatabilidade, dificuldades na digestdo pela complexacdo com enzimas e/ou
proteinas, impedindo assim a invasao dos vegetais por parasitas (BATE-SMITH,
1973).

Os taninos séo classificados segundo sua estrutura quimica em dois grupos:
taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Estruturalmente taninos condensados
sdo mais complexos que taninos hidrolisaveis. (SANTOS; MELLO, 2003).

Taninos condensados e hidrolisaveis se distribuem no reino vegetal seguindo
padrdes significantemente diferentes. Enquanto os taninos condensados ocorrem
amplamente em Gimnospermas e Angiospermas, 0s taninos hidrolisaveis estédo
guase restritos as Choripetalae das dicotiledoneas e ndo foram encontrados nas
Sympetalae (SANTOS; MELLO, 2003).

Tanto taninos condensados, quanto hidrolisaveis, possuem caracteristicas
comuns em maior ou menor grau: complexacdo com ions metdlicos, atividade
antioxidante, sequestradores de radicais livres e capacidade de se complexar com
macromoléculas, incluindo proteinas e polissacarideos (HASLAM, 1996).

Taninos condensados séo oligo ou poliésteres de um acucar (ou de um poliol
relacionado), sendo que o acucar geralmente é a glicose, cujas funcfes hidroxilas
sdo esterificadas com o acido galico e denominados galotaninos. Os elagitaninos
sdo formados pela hidrolise acida de ligacGes éster de galotaninos que possuem
acoplamento oxidativo C-C entre dois residuos de acido galico. Sdo caracteristicos

das angiospermas dicotileddneas, principalmente das subclasses Rosidae,



Dileniidae, Hamamelidae, com exce¢do da familia Asteridae, onde ndo sao
normalmente encontrados (SANTOS; MELLO, 2003) (Fig. 6).

COOH

HO OH

OH

Figura 6 - Estruturas quimicas basicas de taninos hidrolisaveis: 1. acido galico; 2.
acido elagico.

Os taninos condensados s&o oligbmeros e polimeros formados pela
policondensacdo de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3-4-diol. Séao
também denominados proantocianidinas ou leucoantocianidinas (HASLAM, 1975).

As proantocianidinas sdo formadas comumente por unidades de catequina
e/ou epicatequina com ligacbes 4—6 ou 4—8 (Fig. 7). Além desses, outros
mondmeros sdo bastantes comuns, como galocatequina, epigalocatequina,
robinetinidol e fisetinidol (TOLEDO, 2002). Produzem pigmentos avermelhados da
classe das antocianidinas, tais como cianidina e delfinidina, apés degradacdo com
acido mineral diluido a quente (SANTOS; MELLO, 2003).

Muitos trabalhos desde entdo avaliaram as propriedades quimicas das
leucoantocianidinas e proantocianidinas. Nesses, foram demonstrados que o0s
principais responsaveis pelas atividades biolégicas séo, respectivamente, flavan-3,4-

diol e flavan-3-ol, além de seus derivados oligoméricos (WEINGES et al., 1969).



Ligagao 4—6 Ligagéo 4—8

Figura 7 - Exemplos de proantocianidinas diméricas do tipo B.

As proantocianidinas sdo excelentes marcadores taxonémicos devido a sua
facil deteccdo (BATE-SMITH, 1966). Distribuem-se em todo reino vegetal, mas
principalmente em Gimnospermas e Angiospermas. Bate-Smith (1966) foi o primeiro
a observar a correlacdo 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.

Diversos frutos possuem taninos em sua constituicdo: Vitis spp L. (uva),
Malus pumila Mill. (mag¢a), Rubus manogyna L. (framboesa), Vaccinium oxycoccus L.
(“cranberries”). Entre bebidas, as comumente utilizadas séo: Coffea spp L. (café),
Camellia sinensis L. Kuntze (ch& verde); entre os cereais: Hordeum spp L. (cevada),
Vicia spp L., Pisum spp L. (ervilha), Brassica napus L. (mostarda) (PRICE; BUTLER,
1980).

Os taninos condensados podem ser divididos em tipo 1 e tipo 2, de acordo

com a presenga ou auséncia de hidroxila na posi¢cado C-5 do anel A (Fig. 8; Tab. 1).



Podem também ser classificados de acordo com o grau de hidroxilagdo nos anéis A

e B dos mondémeros béasicos, conforme Santos e Mello (2003).

Tipo 1 Tipo 2

Figura 8 — Mondmeros basicos de taninos condensados de acordo com a tabela 1.

Tabela 1-  Taninos condensados de acordo com o grau de hidroxilagdo nos anéis
A e B dos monémeros basicos.

Tipo Proantocianidina ~ Mondmero Substituinte
Nome trivial Rl R2 R3 R4

Prodistenidina Distenina H H H H
Propelargonidina  Afzelequina H H OH H

1 Procianidina Catequina H OH OH H
Prodelfinidina Galocatequina H OH OH OH
Proguibourtinidina  Guibourtinidol H H OH H
Profisetinidina Fisetinidol H OH OH H

2 Prorobinetinidina  Robinetinidol H OH OH OH
Proteracacinidina  Ortina OH H OH H
Promelacacinidina Mesquitol OH OH OH H

Fonte: Santos; Mello, 2003.

Os diferentes grupos possuem diferentes reatividades. As procianidinas sao
diferentes das prodelfinidinas porque as ultimas possuem um grupamento OH a
mais no anel B, a qual aumenta a habilidade dos taninos em se complexar com
proteinas (AERTS et al., 1999).



Acoplamentos oxidativos entre mondémeros de flavonois (formando dois
dimeros) sdo comuns entre as posicbes 4 e 8, embora possa, também, ocorrer nas
posicdes 4 e 6, entre as unidades superior e inferior, respectivamente, formando o
tipo B das proantocianidinas. Entretanto, no tipo A das proantocianidinas a forma de
acoplamento é diferenciada, possuindo uma ligacdo do tipo éster (SCHOFIELD et
al., 2001).

A nomenclatura trivial de taninos condensados tem origem em Weinges et al.
(1968a e 1968b) e em Thompson et al. (1972).

A nomenclatura trivial ou mesmo a IUPAC, ndo se mostra pratica para
estruturas complexas como os taninos condensados, desta maneira, utliza-se a
nomenclatura proposta por Hemingway et al. (1982) na qual os nomes sao formados
a partir da estrutura basica dos flavan-3-0is. A estereoquimica usual dos flavan-3-6is
no carbono 2 é R; enquanto que, nas estruturas com configuracédo 2S aplica-se ao
nome trivial o prefixo enantio, que se abrevia por ent. Desta maneira, (+)-catequina €
chamada de catequina e (-)-catequina, é denominada ent-catequina. Nos dimeros,
trimeros e oligdbmeros superiores, é utilizada nomenclatura semelhante ao dos
acucares, em que a posicdo da ligacdo e a disposicdo espacial da ligacdo sao
descritas entre parénteses. As ligacdes entre os mondémeros no C-4 é indicada pela
nomenclatura a ou B (SANTOS; MELLO, 2003).

Segundo Hagerman (1992), a presenca de ésteres de galato, pode mudar
consideravelmente as propriedades biologicas dos taninos.

Hatano et al. (2002) isolaram e identificaram proantocianidinas glicosiladas a
partir de sementes de cacau (Teobroma cacao L., Sterculiaceae). Bennie et al
(2002) isolaram um dimero raro do tipo C4(C)—C5(D) [(oritina-(4a—5)-epioritina-43-
ol], da Acacia galpinii Burt Davy e de Acacia caffra (Thunb) Wilid.

As propriedades fisiologicas e farmacoldgicas dos taninos foram observadas
por Haslam et al. (1989), assim como o principio da adstringéncia e da cicatrizacao

Os taninos podem formar complexos com proteinas (Fig. 9 e 10) de forma
reversivel (pontes de hidrogénio ou interacdes hidrofébicas) ou irreversivel (ligacédo
covalente). As pontes de hidrogénio sdo formadas provavelmente entre hidroxilas
fendlicas dos taninos e as funcdes carbonilicas das ligacdes peptidicas das
proteinas. Ja as interacdes hidrofébicas ocorrem entre os ndcleos aromaticos dos
taninos e as cadeias laterais alifaticas ou aromaticas dos aminoacidos protéicos.

Quando tecidos do vegetal sdo lesados, ha formacdo de complexos irreversiveis



entre taninos e proteinas (reacdo catalisada por enzimas) numa tentativa de
corre¢cdo ou cicatrizacdo da lesédo (SANTOS; MELLO, 2003). Esse mesmo tipo de

ligacdo promove a producgédo de couro em curtumes.

Figura 9- Associagao polifenol-proteina (HASLAM et al., 1989).
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Figura 10 - Precipitacdo do complexo polifenol-proteina — P- proteina; PF- polifenol;
A- baixa concentracdo de proteinas; B- alta concentracdo de proteinas; C-
interacao proteina-polifenol (HASLAM et al., 1989).



3.5 Propriedades biolégicas dos taninos

3.5.1 Atividades farmacoldgicas e toxicologicas

Ha muito o barbatimdo vem sendo empregado pela populacdo nativa para
diversas finalidades (TOLEDO, 2002).

O extrato chamado coértex adstringens brasiliensis, composto pelos vegetais:
Stryphnodendron  barbatimao Mart., Piptadenia colubrina (Vell.) Benth.,
Pithecellobium avaremotemo Mart. e Mimosa verrucosa Benth. vem sendo
empregado contra leucorréia, diarréia, hemorragia e como agregante plaquetéario
(OLIVEIRA, 1947; SIQUEIRA, 1982).

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

Panizza et al. (1988) demonstraram ac¢ao cicatrizante da infusdo das cascas
de S. barbadetiman (Velloso) Martius, utilizando camundongos depilados no dorso,
em areas delimitadas, onde se praticaram incisdes. Esta atividade foi confirmada por
Neves et al (1992), no extrato aquoso das cascas de S. adstringens (Mart.) Coville.

Sanches (2004) e Lopes (2003) evidenciaram acao cicatrizante, através do
aumento significativo da proliferacdo celular epitelial nas feridas de ratos tratados
com pomadas contendo extrato bruto ou acetato de etila a 2,5%, obtido das cascas
de S. obovatum e S. polyphyllum, respectivamente, em relacéo a fracdo aquosa.

A capacidade de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa a partir de extratos brutos das cascas de S. adstringens
foi demonstrada por Bersani-Amado et al. (1996).

Sanches et al. (2004) avaliaram atividade antimicrobiana de extrato bruto,
fracdo aquosa e fracdo acetato de etila das cascas de Stryphnodendron obovatum
Benth., tendo sido demonstrado resultado positivo frente a bactéria Staphylococcus
aureus com uma CIM de 62,5 pg/ml.

Toledo (2002) também evidenciou atividade antimicrobiana frente a bactérias
gram negativas e gram positivas, de subfracbes do extrato acetato de etila de S.
adstringens (Mart.) Coville, constatando que os monémeros e dimeros isolados

neste trabalho, ndo demonstraram mesma atividade.



Tokarnia et al. (1998) avaliaram o aborto em vacas provocado pela
intoxicacdo induzida através da ingestdo de favas de Stryphnodendron obovatum
Benth. Foram observados os seguintes sintomas: diminuicdo de apetite, diminuicao
da atividade ruminal, sialorréia, dificuldade em se levantar, andar desequilibrado,
tremores musculares, emagrescimento e trés das sete vacas avaliadas tiveram
aborto, apés 20-30 dias.

Audi et al. (1999) avaliaram o potencial antiulcerogénico de extrato bruto e
fracbes semipurificadas de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville em ratos
obtendo resultados positivos significativos, confirmando estudos anteriores de Neves
et al. (1992a e 1992b) e Lima et al. (1998).

Martins et al. (2002) demonstraram significativa agdo antiulcerogénica do
extrato bruto e fracdes semipurificadas de Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville avaliando o potencial da atividade de inibicAo da secrecdo gastrica acida
durante o experimento de estresse térmico em ratos.

O extrato metanolico das cascas de S. adstringens sobre o ciclo estral de
ratas foi avaliado, onde observaram um efeito desregulador em ratas que receberam
doses de 200, 400, 800 mg/kg por via oral. A uréia também foi avaliada havendo
uma reducdo em seus niveis, sugerindo um efeito do extrato em nivel renal
(OLIVEIRA et al., 2002).

Herzog et al. (2002) avaliaram a atividade tripanocida in vivo de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e constataram uma reducao
significativa no nimero de parasitas de Tripanossoma cruzi no sangue.

Costa et al. (2002) estudaram o efeito da infusdo de barbatiméao nas células
vermelhas sanguineas e em proteinas plasmaticas com tecnecium 99 m (Tc-99m).
Estas células foram tratadas e avaliou-se a porcentagem de radioatividade nas
amostras. A infusdo de barbatimdo diminuiu a labelidade de células vermelhas
sanguineas devido ao potencial redutor e também por formar quelatos com ions
estanho.

Baurin et al. (2002) avaliaram a atividade antitirosinase de S. barbatimao
Mart., demonstrando uma reducdo de 90% na inibicdo da tirosinase in vitro. O
resultado foi semelhante aquele obtido com a referéncia, utilizando o cogumelo
Morus alba, que inibiu a atividade da tirosinase em 97%. Este resultado foi muito

interessante, jA& que o género ndo revelou a presenca de compostos naturais



descritos como inibidores da atividade da tirosinase. Outras pesquisas em
melandcitos humanos sao necessarias para confirmar estas atividades.

Atividade anticonvulsivante foi demonstrada nos estudos de Souza et al.
(2002), em experimento com convulsdes induzidas por pentilenotetrazol utilizando
extrato etandlico de S. coriaceum Benth.

Atividade antiinflamatéria foi observada na fracdo acetona obtida a partir do
extrato bruto em metanol das cascas do caule de S. adstringens, através de edema
induzido nas patas traseiras de ratos (LIMA et al., 1998).

Atividade antileishmanial do extrato de barbatimdo (S. adstringens) contra
formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis foi demonstrada através de
estudos de Jorge et al. (1996), confirmada por Toledo (2002), através de ensaios
com fracOes e subfracbes de extrato da mesma espécie, com resultados superiores
a 80% de inibicdo. A intoxicacdo experimental pelas favas de Stryphnodendron
obovatum Benth. e estudos anatomo-histologicos em bovinos foram estudados por
Brito et al. (2001). Dos 17 bovinos que receberam as favas, cinco morreram. Dos
animais que receberam dose Unica, apenas o bovino que recebeu 60 g/kg morreu.
As demais mortes ocorreram nos bovinos que receberam doses repetidas (10 g/kg
por 8 dias; 20 g/kg por 3 dias; 30 g/kg por 2 dias e 40 g/kg por 2 dias).

Contrera et al. (1982) estudaram as malformacdes induzidas pelo extrato de
sementes de Stryphnodendron obovatum Benth. no embrido de ratas. Os autores
concluiram que o peso fetal era reduzido quando comparado ao grupo controle,
além de crescimento retardado e disfuncdo nos sistemas nervoso e 0sseo.

Rebecca et al. (2002) estudaram a toxicidade aguda do extrato bruto de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, apdés administracdo oral, em
camundongos. A DLsp encontrada foi de 2699 mg/kg. A administracdo crbnica de
extrato nas concentracfes de 800 a 1600 mg/kg, por 30 dias, provocou diminui¢ao
no peso corporeo, involucdo do timo, aumento na glicose plasmatica e aspartato
aminotransferase, demonstrando um efeito toxico com a administracdo cronica de
extratos de barbatimdo. Esse efeito observado pode ser devido a acao inibitéria no
metabolismo energético hepatico.

Rebecca et al. (2003) realizaram estudos dos efeitos do extrato aquoso total
de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville no metabolismo de energia hepatico
de ratos. Os autores observaram que o0 extrato em estudo prejudica a fosforilagédo

oxidativa (processo que promove liberacao de energia livre na forma de ATP), por no



minimo 3 mecanismos: 1) desacoplamento da fosforilagdo oxidativa; 2) inibicdo do
fluxo de elétrons pelo canal respiratorio; 3) inibicdo do complexo ATP-sintase.

A excrecdo renal de &gua, sbédio e potassio foi avaliada em animais
submetidos a sobrecarga de solucdo aquosa de diversas parte de S. obovatum
(caule, cascas secas e semente em p0d). A casca seca provocou intensa antidiurese,
enquanto a semente seca provocou diurese com menor intensidade. A excregao
renal de eletrdlitos ndo foi alterada, enquanto a solucdo aquosa de caule seco
provocou intensa diarréia nos animais (NETO et al., 1988).

Sanches (2004) e Lopes (2003) evidenciaram atividade antioxidante do
extrato bruto, fracdo acetato de etila e subfragdes de S. obovatum e S. polyphyllum,
respectivamente. Esta atividade foi avaliada pelo método de reducdo do radical
DPPH através da cromatografia em camada delgada.

Segundo Santos et al. (2002), a atividade bioldgica dos taninos condensados
esta relacionada com o grau de polimerizagdo. A afinidade por complexacdo com
proteinas ricas em prolina, atividade anti-radical livre e a atividade antiviral sdo
aumentadas pela polimerizacdo. Seu estudo também evidenciou o aumento de
algumas atividades bioldgicas do S. polyphyllum, com relacdo ao S. adstringens,
pelo primeiro possuir uma quantidade maior de esterificacdo com acido galico em
sua estrutura, o que faz aumentar as hidroxilas fendlicas na molécula, modificando o
arranjo espacial dos polimeros. Esta modificacdo no arranjo espacial pode, também,

aumentar a seletividade das mesmas por receptores especificos.



3.6 Atividade antioxidante

A etiologia de doencas degenerativas, os radicais livres, e o interesse em
substancias com atividade antioxidante tem aumentado nos ultimos anos devido a
descoberta do envolvimento dos radicais livres na fisiopatologia das doencas
cronicas (SANTOS; MELLO, 2003).

A autoxidacdo, reacdo complexa catalisada por fatores extrinsecos que se
inicia com a formacdo de radicais livres, além de afetar profundamente as
caracteristicas sensoriais de alimentos e medicamentos pelo desenvolvimento de
sabor e odor desagradaveis tornando-os inaceitaveis pelos consumidores, também
reduzem o tempo de vida util dos mesmos. Os produtos da oxidacgao lipidica podem,
ainda, desencadear a peroxidacao in vivo, resultando em varios problemas de saude
(HALLIWELL, 1996; HASLAM, 1996).

Desde o inicio da vida no planeta, a toxicidade do oxigénio atmosférico tem
sido o principal desafio a sobrevivéncia dos organismos vivos. O O, participa de
reacdes de Oxi-reducdo e é aceptor final de H" no metabolismo normal de
mamiferos. As oxidacdes biologicas geram espécies reativas de oxigénio (ERO) e
radicais livres que podem provocar lesdes celulares, muitas vezes irreparaveis
(CARVALHO, 2004).

A atividade metabdlica normal do organismo humano produz constantemente
radicais livres. Estes sdo moléculas ou fragmentos de moléculas que possuem
elétrons livres, ou ndo pareados, em sua Orbita externa. Os elétrons livres destas
moléculas fazem com que as mesmas se tornem altamente reativas (CHEESEMAN;
STALER, 1996), atacando componentes celulares como DNA e RNA, membrana
celular e outras substancias oxidaveis, acelerando o envelhecimento e, podendo
assim, contribuir para a instalacdo de doencas degenerativas (KLEIN, 2002).

Alguns fatores aumentam o risco de estresse oxidativo na célula, como: fumo,
consumo de bebidas alcodlicas, de alimentos salgados, condimentados e contendo
toxinas de fungos, radiacdo ionizante, reacdes metabdlicas envolvendo metais de
transicdo e compostos xenobidticos que entram em contato com o organismo. Os
metabolitos vegetais produzidos pelo estresse, também chamados fitoalexinas, que
contém grupos hidroxilas e quinonas, sdo as principais fontes dietaria de agentes
oxidantes para os animais (CARVALHO, 2004).



As camadas eletrénicas de um elemento quimico sdo denominadas K, L, M e
N, e seus subniveis, s, p, d, f. O radical livre refere-se a atomo ou molécula
altamente reativa, que contém namero impar de elétrons em sua Ultima camada
eletrnica, ou seja, os elétrons da Gltima camada encontram-se desemparelhados. E
este ndo-emparelhamento de elétrons da Ultima camada que confere alta reatividade
a esses atomos ou moléculas (RUSSEL, 1994; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A formacdo de um radical livre, o superéxido (Oe), € derivado do oxigénio
molecular (0;). O O, é composto por dois &tomos de oxigénio (O), cujo niumero
atébmico é 8, tendo a seguinte distribuicdo de elétrons: 1s?, 2s?, 2p*, faltando portanto
dois elétrons em sua Ultima camada para adquirir maior estabilidade. Para formar o
oxigénio molecular (O;), os dois elétrons solitarios do subnivel p, de um atomo de
oxigénio, compartilham elétrons com os dois elétrons de outro atomo de oxigénio,
formando uma molécula estavel com 8 elétrons na ultima camada (L). Reacdes de
reducdo implicam em ganho de elétrons, e as de oxidagcdo em perda. Portanto,
guando no metabolismo normal ocorrer uma reducdo do oxigénio molecular (O,),
este ganhara um elétron, formando o radical superoxido (Oze), considerado instavel
por possuir numero impar de elétrons na ultima camada L. Os radicais livres séao
formados em um cenario de reacbes de Oxi-reducdo, portanto, os radicais livres
provocam ou resultam esse tipo de reacao na ultima camada (RUSSEL, 1994).

Na formacéao de radicais livres, a molécula de oxigénio é a grande vil&, por ser
relativamente labil e reagir mais facilmente para formar radicais livres. Nao esta
devidamente esclarecido, mas acredita-se que 0 oxigénio, na presenca de
catalisadores como luz visivel, radiacédo ionizante, radiacéo ultravioleta, temperatura
e metais pesados, sejam os iniciadores desta etapa (MELO; GUERRA, 2002).

Radicias livres tém como um dos principais alvos o DNA, sendo que 0 seu
alcance esti associado a doencas como o cancer e doencas degenerativas como
Alzheimer, Parkinson e Hodgkin. Em ultimo caso, sob condic¢des fisiologicas, ERO
(espécies reativas de oxigénio) podem atacar o DNA na porcdo acucar
(deoxirribose) ou na sua base (CARVALHO, 2004).

A maioria das reacGes dos radicais livres envolve a reducdo do oxigénio
molecular levando a formacdo de ERO como o anion superoxido (Oye) e radical
hidroxila (OHe). Em geral, as espécies ativas de oxigénio sdo essenciais para muitas

funcdes celulares, contribuindo para o envelhecimento e doencas degenerativas.



Assim, a protecdo dos componentes celulares contra as modificagbes oxidativas
pode ser estabelecida com o uso de antioxidantes (CARDOSO, 2004). A unido O-O
do peroxido de hidrogénio € relativamente labil e pode ocorrer sua decomposicéo,
formando o radical (OHe), sendo altamente reativo. Essa reagéo € conhecida como
reacdo de Haber Weiss. Sua velocidade € grandemente favorecida, pela presenca
de fons ferro (Fe**) e cobre (Cu*®). Por outro lado, o fon férrico pode ser reduzido a
ion ferroso pelo radical superdxido e pela “via de Fenton”. Em presenca de H,0, é
oxidado novamente a ion férrico, com a formacdo de um radical hidroxila (OHe)
(GUERRA; FANAN, 1994) (Esquema 1).

Complexo de (Fe™®) + 1/20, =— 0," + complexo de Fe*?
Complexo de (Fe*?) + H,0; —= O, + complexo de Fe**+ OHe

Esquema 1 - Formacéo do radical livre hidroxila pela via de Fenton.
Fonte: Guerra e Fanan, (1994).

A molécula de oxigénio pode também, absorver energia, passando para um
estado excitado de maior energia, formando o oxigénio singlete, tendo um poder

oxidante maior que o oxigénio triplete (LLESUY, 2002).

H,O
A
+4e
energia +1e
10, < 30, > O,
+2e
+le
H20,
+1le
HO + HO > H,0
+1e

Esquema 2 - Formacao das espécies reativas de oxigénio (ERO).

Fonte: Llesuy (2002).



A formacdo da ERO ocorre pela mitocondria, tratando-se de um processo
fisiolégico continuo que ocorre em condi¢gBes anaerbbicas e por enzimas envolvidas
em reacdes de Oxido-reducdo em outros compartimentos celulares. Tem sido
estabelecido que cerca de 1-2% do oxigénio consumido pela mitocondria sofre
reducdo univalente, produzindo o anion superdxido (Oze) em nivel da coenzima Q e
do complexo NADH-CoQ redutase (CARDOSO, 2004).

Além das espécies reativas de oxigénio, outros radicais livres estdo
envolvidos nos processos bioldgicos, tais como: complexo de metais pesados de
transicdo (Fe*)/(Fe*?) e (Cu*®)/(Cu"), radicais de carbono (triclorometil), radicais de
enxofre (tiol), radicais de nitrogénio (fenildiazina e 6xido nitrico) (SOARES, 2002).

Muitas sdo as alteracdes causadas por estes radicais, a peroxidacao lipidica,
por exemplo, € uma reacdo de oxidacdo nos acido graxos da membrana
lipoprotéica, afetando sua integridade estrutural e funcional, alterando sua fluidez e
permeabilidade. Abrange trés etapas: a iniciagdo, propagacdo e terminacdo. Na
etapa da iniciacdo, o radical hidroxila (OHe) € capaz de retirar um atomo de
hidrogénio de um grupo metileno. A formacéo deste radical da inicio a etapa de
propagacédo, por combinar-se com o O,, formando radicais peroxido. Este, por sua
vez, é capaz de retirar um hidrogénio de outra molécula de lipidio, dando
continuidade da reacdo em cadeia. O término da reagédo pode ocorrer por diferentes

caminhos (MELO; GUERRA, 2002), conforme pode ser observado no esquema 3

1) Iniciacao: OHe + RH — Re+ H,0

2) Propagacéo: Re + O, — ROOe
ROQOe + RH — ROOH + Re

3)Término: 2 Re > RR
ROQe + Re - ROOR
2RO0e —» ROOOOR

Esquema 3 - Autoxidacdo de acidos graxos poliinsaturados.
Fonte: Melo e Guerra (2002).



Os radicais livres podem, também, provocar modificacbes nas proteinas
celulares, resultando em sua fragmentacéo, cross linking, agregacdo e, em certos
casos, ativacao ou inativacdo de certas enzimas. A reacdo de radicais livres com
acidos nucléicos também foi observada, gerando mudancgas em moléculas de DNA e
acarretando certas aberragdes cromossomicas (SOARES, 2002). Pode-se citar
também, a acdo toxica resultante de altas concentracdes de ion superdxido e
peroxido de hidrogénio (HALLIWELL et al., 1996).

O organismo humano dispée de um mecanismo de defesa formado por
diferentes antioxidantes (superoxido dismutase, “glutation”, catalase) e outros como
vitamina E, acido ascorbico, betacaroteno, que provéem da dieta alimentar
(HASLAM, 1996).

Algumas vezes, estas substancias ndo conseguem deter de maneira eficaz os
radicais livres, dizendo-se portanto que 0 organismo encontra-se em estado de
estresse oxidativo, o qual representa um aumento na concentracdo de radicais
livres, por diminuicdo das defesas organicas, por elevacdo da producdo de radicais
livres ou a combinacédo das duas condi¢des (LLESUY, 2002).

Todos estes problemas relacionados com os radicais livres tém levado a
inimeras pesquisas, na tentativa de se encontrar substancias comprovadamente
antioxidantes, que poderiam minimizar os efeitos relatados.

Os antioxidantes séo classificados em primarios e secundarios, de acordo
com seu tipo de acdo. Podem ser sintéticos ou naturais, de acordo com a origem.
Agem em pequenas concentracdes, quando comparados com o substrato oxidavel,
prevenindo significantemente, a oxidacdo do mesmo (HALLIWELL et al., 1996).

Os antioxidantes verdadeiros (primarios) agem interrompendo a cadeia da
reacdo através de doacdo do elétron ou hidrogénio aos radicais livres,
transformando-os em compostos estaveis. Varios antioxidantes agem desta maneira
como: butilhidroxianisol, butilhidroxitolueno, ésteres do &acido gdlico, t-
butilhidroquinona, tocoferol e flavondides. Os antioxidantes secundarios agem
retardando a etapa da auto-oxidacdo por diferentes mecanismos que incluem:
complexacao com metais, sequestro de oxigénio e decomposicao de hidroperoxidos
(GORDON, 1990).



3.6.1 Antioxidantes naturais

O interesse pela descoberta de novos e seguros antioxidantes de fontes
naturais tém aumentado, principalmente, para prevenir a deterioragéo de alimentos e
para minimizar o dano oxidativo as células vivas. O uso de antioxidantes sintéticos
tém diminuido devido a suspeita de atividade como promotores de carcinogénese,
bem como devido a rejeicdo de aditivos sintéticos em alimentos. O papel de
antioxidantes dietarios e seus beneficios para a saude tem atraido grande atencdo
nos ultimos anos, especialmente, os extraidos de plantas (CARVALHO, 2004).

Na década de 80 teve inicio o interesse pelos antioxidantes naturais, mais
precisamente os de origem vegetal, devido aos estudos que comprovaram os efeitos
toxicos de doses elevadas de antioxidantes sintéticos (butilhidroxitolueno,
butilhidroxianisol e t-butilhidroquinona). Efeitos sobre o peso do figado e marcada
proliferacéo do reticulo endoplasmatico foram observados (DURAN, 1993).

A maioria das substancias naturais, com excecao do tocoferol, deve sua acao
antioxidante a presenca de hidroxilas fendlicas. A maioria dessas substancias,
possui grupos funcionais ativos na posicdo orto, enquanto nos antioxidantes
sintéticos, com excecdo dos galatos, esses grupos encontram-se na posi¢cao para,

mas, ndo possuindo por este motivo, mudanc¢a na acao dos mesmos (Fig. 11).
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Figura 11 — Exemplos de antioxidantes sintéticos e naturais.

Estudos recentes mostram que varios extratos de plantas exercem acdo
antioxidantes. A partir da perspectiva do valor potencial dos antioxidantes, 0s
pesquisadores buscam substancias naturais com potente atividade antioxidante e
baixa toxicidade (CARVALHO, 2004).

Vérias substancias de origem vegetal tém sido apontadas como antioxidantes.
Recentemente, o interesse por elas aumentou muito. Assim, o uso terapéutico de

antioxidantes requer que sejam determinados seus efeitos sobre diferentes



moléculas biolégicas, por isso, muito embora extratos de plantas tenham sido
consagrados pelo uso, € necesséario que trabalhos cientificos analisem tais
propriedades (CARVALHO, 2004).

As plantas produzem uma grande variedade de substéncias antioxidantes
contra os danos moleculares causados por ERO. As substancias fendlicas
compreendem o principal grupo de antioxidantes de origem vegetal (CARVALHO,
2004).

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e
algumas vezes como quelantes de metais (SANTOS; MELLO, 2003), e a agao
engloba tanto a etapa da iniciacdo quanto a de propagacéao (SOARES, 2002).

3.6.2 Substancias fendlicas e atividade antioxidante

Todos os taninos apresentam atividade antioxidante, principalmente a de
inibicdo da oxidac&do de acido ascorbico catalizada por cobre II. J4 o acido elagico,
derivado obtido da condensacdo de duas unidades de acido galico, demonstra
apresentar inibicdo da peroxidacéao lipidica nos microssomas de figado de ratos
numa concentracdo de 5x10™ mol I'* além de apresentar atividades antimutagénica e
anticarcinogénica (CARVALHO, 2004).

Estudos recentes mostram que varios taninos atuam como captadores de
radicais, 0s quais interceptam o oxigénio ativo formando radicais estaveis. Por
exemplo, nas seguintes situacdes: o bloqueio da peroxidacdo de lipideos em
mitocondrias hepaticas; o bloqueio da lipoxigenase em leucdcitos; o bloqueio da
xantinoxidase e a repressao da formacédo de radicais de anion superéxido assim
como dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Dessa forma os taninos teriam
uma possivel importancia na prevencao e tratamento de doencas causadas pela
peroxidacéao de lipideos (SHOLZ, 1994).

A epicatequina, via oral, demonstrou promover aumento da atividade das
defesas antioxidantes no plasma de ratos, comparados com o controle. Esse estudo
faz parte da pesquisa sobre a atividade antioxidante de taninos de Hamamelis
virginiana L. para determinacéo da atividade antioxidante realizada por Masaki et al.
(1994).

O estudo realizado por Desmarchelier et al. (1998) com Achyrocline

satureioides (Lam.) DC., demonstrou efetiva atividade antioxidante e anti-radicais



livres, tanto no extrato aquoso como no metandlico. A microalga Spirulina maxima,
muito usada na alimentagdo como suplemento alimentar por ser constituida por
proteinas, minerais, vitaminas e compostos fendlicos apresentou atividade
antioxidante, segundo Miranda et al. (1998).

Moreira et al. (2002), observaram atividade antioxidante in vitro de fragdes
isoladas de Pseudopiptadenia contortal Rauschert, contendo &cido galico,
epicatequina e galatos de catequina.

Osakabe et al. (2000) e Hatano et al. (2002) estudaram o extrato de sementes
de cacau (Teobroma cacao L.), apresentando efeito antioxidante devido as
proantocianidinas presentes no extrato. Negro et al. (2003), obtiveram o mesmo
resultado com as proantocianidinas isoladas do vinho.

No trabalho realizado por Oliveira et al. (2002), a atividade antioxidante da
guercetina foi relatada como moduladora das espécies reativas de oxigénio (EROS),
por células fagocitarias em lesdes crbnicas, coincidindo com as afirmacdes de
Fernandez et al. (2002).

Fenglin et al. (2004) em seu trabalho com extrato metandlico das folhas
frescas de 300 plantas medicinais chinesas, encontraram 56 espécies, ricas em
taninos e flavonoides, com grande capacidade de sequestro de radicais livres.

Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada, mas 0s compostos
fendlicos tém sido apontados como responsaveis por maior capacidade antioxidante,
sendo representados pelos flavonodides e isoflavonoides, taninos, lignanas, xantonas
e outros.

Pietta (2000) em sua revisdo sobre flavondides como antioxidantes, faz
referéncia ao trabalho de Bors et al. (1990) os quais afirmam que as propriedades
antioxidantes destes compostos dependem da estrutura e dos substituintes nos
aneéis heterociclico e B.

Antolovich et al. (2002), em uma revisdo sobre os métodos para testar
atividade antioxidante, afirmam que os diferentes ensaios podem ser realizados in
vivo e in vitro, sendo necessario para o desenvolvimento dos mesmos estabelecer
modelos de inducdo de oxidacao, selecionar o agente indutor do dano oxidativo e o
modo de se mensurar o efeito exercido pelo antioxidante ou sua extensao.

Observam ainda que a maioria dos ensaios utiliza o envolvimento da oxidagao
acelerada, os quais envolvem a adicdo de um agente iniciador (temperatura,

agitacdo, pressao parcial de O,, metais de transi¢do, exposi¢cdo a luz) e uma fonte



de radicais livres especifica. Esses radicais sdo, entdo, oxidados sob condicbes
padronizadas e o grau de oxidacdo ou sua extensédo é medido.

Cada método possui uma forma de expressar o resultado de forma direta ou
indireta, através da medida da razdo ou extensdo de: a) decréscimo do substrato ou
pesquisa do consumo de oxigénio; b) formacdo de produtos de oxidagdo ou c)

formacao ou decréscimo de pesquisas de radicais livres.

3.6.3 Métodos para avaliacdo de atividade antioxidante

Existem diversas metodologias disponiveis para detectar a capacidade
antioxidante.

O método de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) tem sido
extremamente utilizado para avaliar a atividade de sequestro de radicais livres de
antioxidantes  naturais. Varios componentes fitoquimicos  (flavonoides,
fenilpropandides, acidos fendlicos) séo conhecidos pela sua capacidade antioxidante
em frutas e vegetais. O sequestro de radicais livres é geralmente tido como o
responsavel por inibir a peroxidacao lipidica (PELATTI et al., 2003).

Este ensaio € baseado na reducdo de uma solucdo alcodlica de DPPH, na
presenca de um doador de hidrogénio (antioxidante), devido a formacédo de uma
forma nao radical livre (DPPH-H) (Fig. 12)

Figura 12 — Estrutura do DPPHe: radical livre (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e reduzido
(difenil picrilhidrazina).
Fonte: Brand-Willians et al. (1995).



O DPPHe remanescente € medido a 517 nm ap6s 30 min. O decréscimo da
absorvéancia corresponde inversamente a atividade de sequestro do radical livre da
amostra, acompanhada simultaneamente de mudanca de coloragéo violeta escura
original do radical para uma coloragcdo amarela do produto oxidado (PELLATI et al.,
2003).

O método é simples, rapido e sensivel, utiliza reagentes de custo
relativamente baixo e ndo faz uso de instrumentos sofisticados.

Os mecanismos de reacdo entre os compostos fendlicos e o DPPH foram
descritos por Brand-Willians et al. (1995) e parece envolver, de forma isolada ou
combinada, a dimerizagdo por acoplamento oxidativo de dois radicais formados,
seguida da regeneracgao de dois grupos hidroxila pela transferéncia do hidrogénio,
podendo novamente reagir com DPPH e, por ultimo um radical de DPPH pode se
estabilizar com um radical aril (Fig. 13).
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Figura 13 — Mecanismo de acdo provavel entre o radical DPPH e substancias
fendlicas (a= dimerizacdo e b= estabilizacdo de um radical DPPH).



Fonte: Brand-Willians et al. (1995).

A forma de expressar os resultados como a capacidade de sequestrar/reduzir
o radical DPPH, pode ser apresentada de formas variadas, dificultando as
comparacdes. Pode-se expressar 0s resultados em forma de porcentagem
(HOLLEY; CHEESEMAN, 1993; LU; FOO, 2001; CHOI et al., 2002), pelo valor de
ICs0, @ qual mede a quantidade de substancia antioxidante necesséria para reduzir
em 50% a concentracéo inicial de DPPH, e também, pelo poder antioxidante ou anti-
radicalar, o qual expressa a relagéo inversa da ICso (BRAND-WILLIANS et al., 1995).

Outro método freqlientemente usado para avaliar a capacidade antioxidante é
o0 ensaio do fosfomolibdénio, o qual baseia-se na reducéo do Mo*® para Mo ** com
subseqiiente formacéo de um complexo fosfato-Mo™. Em contraste com o método
do DPPHe acima descrito, esta reacdo se processa a temperaturas elevadas e por
tempo prolongado (PRIETTO et al., 1999).

4 METODOLOGIA

4.1 Droga vegetal

As cascas do vegetal Stryphnodendron obovatum Benth. foram coletadas no
dia 08 de fevereiro de 2003, no Instituto Florestal, na cidade de Assis, estado de Séo
Paulo (S: 22°34’37,3” ;W: 50°24°33,3” ; h:545 m).

Apbs o processo de herborizacdo, preparou-se uma exsicata que se encontra
depositada como documento taxondmico no Herbario, do Departamento de Biologia
da Universidade Estadual de Maringa, sob o numero HUM 9972. Sua identificacao
foi realizada pela Profa. Dra. Cassia Ménica Sakuragui, por comparagao com o tipo

nomenclatural.
As cascas foram fragmentadas com auxilio de tesouras de poda manual e submetidas a secagem em estufa de ar circulante a 35 °C

durante 24 h. Posteriormente foram deixadas para secagem a sombra, em temperatura ambiente (24 + 3 °C) em local arejado. Apds a
secagem, o material foi moido em moinho de martelos (Tigre ASN5).

4.2 Solventes, solucdes e reagentes



Para a realizacdo dos experimentos foram empregados reagentes com grau
de pureza pro-andlise (p.a.), das marcas Mallinckrodt® , Merck® ou Sigma®, exceto

guando especificado.

e Acetato de etila

e Acetona

e Acetona deuterada Isotec®

e Acido acético glacial

e Acido cloridrico concentrado

Acido cloridrico 2 mol I

Acido cloridrico 6 mol I

e Acido férmico

e Alcool n-propilico

e Amonia

e Anidrido acético

e BHT (butil-hidroxi-tolueno)

e Cloroférmio

e Cloroférmio deuterado Isotec®

e Etanol

e Eter etilico

e Gel de silica com gesso preparativa F2s4

e Hidroxido de potassio

e Magnésio em po

e Metanol

e Metanol deuterado Isotec®

e Nitrato de prata amoniacal

e Placas cromatograficas de gel de silica F2s4, 0,200 um espessura - Merck®
e Piridina

e Po6-de-pele R, Freiberg, Alemanha

e Reagente Fendlico de Folin-Ciocalteau 2 mol I'*, Laborclin
e Solucéo de carbonato de calcio

e Solucgéo de DPPH (2,2-difenil-picrilhidrazila) 1 mmol I'* em metanol

e Solucdo metandlica de cloreto férrico 1%



e Tolueno

4.3 Equipamentos

e Agitador magnético com aquecimento — Fisatom 752A

e Aparelho de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear — Varian
Mercury Plus 300BB

e Aparelho de ultrassom — Unique USC cleaner 1540, 25 kHz

e Balanca analitica AND HR-200

e Balanca semi-analitica Marte Al-500

e Balanca analitica Ohaus MB-200 com sistema de secagem por infravermelho.

e Banho-maria — Marte MB

e Bomba de vacuo — Ibav BRD4

e Camara de ultravioleta 365 nm — Germetec

e Coletor de fracdes — ISCO Modelo 328

e Coletor de fracdes — Pharmacia Biotech FRAC-200

e Cromatografo de contra-corrente de alta velocidade P. C. Inc., equipado com
coluna de teflon de 130 m x 1,6 mm; capacidade de 285 ml — sample injetor
P. C. Inc., com loop de 10 ml

e Espectrofotbmetro Varian UV/VIS Cary 1 e

e Espectrometro de massas ESI-MS Quatro LCZ MICROMASS (Manchester,
UK)

e Estufa de secagem e esterilizacdo — Fanem 315 SE

e Evaporador rotatério Buchi R-114, R-153

e Liofilizador Christh Alpha 1-2

e Moinho de martelos Tigre mod. ASN-5

e Ultra-turrax UTC115KT

4.4 Analise quantitativa

4.4.1 Determinacéo do teor de taninos totais



Cerca de 0,750 g de droga pulverizada, exatamente pesada, foram
transferidos para um erlenmeyer com 150 ml de 4gua e deixada durante 30 min em
banho-maria a uma temperatura de 80-90 °C. Apéds o resfriamento do erlenmeyer em
agua corrente, seu contetdo foi transferido para um baldo volumétrico de 250 ml,
lavando-se e completando-se o volume com agua. Tomou-se cerca de 80 ml do
extrato e filtrou-se através de papel filtro, desprezando-se os primeiros 20 ml. O
filtrado obtido é denominado Solucdo-Mae (SM).

Para a determinacao de polifendis totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com
agua em baldo volumétrico de 25 ml. Foram transferidos 2 ml dessa solugdo com 1
ml de solucdo de acido fosfotingstico R (Reagente Fendlico de Folin-Ciocalteau) e
10 ml de agua para um baldo volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com
solucédo de carbonato de sédio 14,06%. Ap6s 15 min da adicdo da ultima solucéo
mediu-se a absorvancia a 691 nm empregando-se a agua como branco.

Para a determinacéo de polifendis ndo adsorventes (PNA), 10 ml da SM foram
transferidos com 0,100 g de pd-de-pele R para um béquer e agitados durante 60
minutos. Apos, a solucéo foi filtrada e 5 ml do filtrado foram diluidos com dgua em
baldo volumétrico de 25 ml. Foram transferidos 2 ml dessa solu¢do com 1 ml de solugéo
de &cido fosfotungstico R (Reagente Fenolico de Folin-Ciocalteau) e 10 ml de agua para
um baldo volumétrico de 25 ml, completando-se o0 volume com solugdo de carbonato de
sodio 14,06%. Apos 15 min da adicéo da ultima solucdo mediu-se a absorvancia a 691
nm, empregando-se a agua como branco. O conjunto de operac6es (extracdes e

diluicdes) foram realizados sob protecdo da acdo da luz direta (GLASL, 1983).

A porcentagem de taninos totais foram calculados segundo as férmulas:

PT = 15625 x Abs. PNA =15625 x Abs.
1000 x m 1000 x m

TT = PT — PNA, onde:

PT= Polifendis totais (%)

PNA= Polifendis ndo adsorventes



Abs= Absorvancia medida
m=  Massa da droga (Q)
TT= Teor de taninos totais

4.5 Analises fisico-quimicas

4.5.1 Determinacédo da perda por secagem

Cerca de 2,0 g exatamente pesados da droga vegetal fresca foram colocados
para secar a temperatura ambiente, com auséncia de luminosidade. Foram pesados
diariamente até peso constante.

Os resultados foram expressos em perda de substancias volateis e/ou agua
percentualmente, através da média de trés determinacdes (FARMACOPEIA, 2000).

4.5.2 Determinacéo da perda por dessecacao

O teor de umidade foi determinado por método gravimétrico, empregando-se
balanca analitica da marca Ohaus MB-200 com sistema de secagem por
infravermelho.

Cerca de 5 g da droga vegetal moida foram exatamente pesadas, em bandejas de
aluminio taradas, e dessecadas por 30 min a temperatura de 110 °C, com intervalo de 15
min entre cada determinacado, tempo necessario para o resfriamento da balanca. O
resultado foi calculado em relacéo a 100 g de droga, pela média de cinco determinacdes
(CARDOSO, 2002).

4.5.3 Determinacao do teor de extrativos

Cerca de 1,0 g da droga vegetal seca e moida, exatamente pesada, foi
submetida a decoccdo com 100,0 g de agua, durante 10 min. Apds resfriamento, o
volume foi completado a 100,0 g. A solucdo foi filtrada em papel de filtro e os
primeiros 20 ml desprezados. Deste filtrado foram pesados uma aliquota equivalente

a 20,0 g em pesa-filtro previamente tarado e evaporado até a secura em banho de



agua, sob agitacdo constante. O residuo foi levado a balanca de infravermelho a
temperatura de 110 °C durante 10 min e pesado (FARMACOPEIA, 2000).

O teor de extrativos foi calculado em massa percentual pela média de trés
determinacdes segundo a equacao:

TE = g.FD.100 onde,
m

TE = teor de extrativos (% m/m)
g= massa residuo seco (g)

m = massa da amostra (g)

FD = fator de diluicdo (5)

4.6 Analise fitoquimica preliminar

A andlise fitoquimica foi realizada em triplicata conforme Harborne (1998).

4.6.1 Teste de espuma (saponinas)

Foram transferidos 0,5 g da droga pulverizada em um tubo de ensaio e
tratados com 10,0 ml de agua destilada quente. ApGs o resfriamento, foi agitado
vigorosamente por 10 s. Na presenca de saponinas forma-se um anel de espuma,
persistente por um minimo de 15 min e que ndo desaparece com a adicdo de

algumas gotas de acido cloridrico 2 mol I™.

4.6.2 Cumarinas

Aqueceu-se a 100 °C, durante 10 min, o p6 do vegetal estabilizado numa
camara de microssublimacéo (os sublimados devem aparecer sob a forma de gotas
incolores na camara de microssublimacgéo, ou cristais acidulares). Caso ocorra a

presenca de sublimados, esses devem ser dissolvidos com 0,5 ml de metanol,



lancando-se numa folha de papel de filtro e quando seco, deve ser colocado em
cima uma gota de solucéo alcodlica de hidréxido de potéssio, cobrindo-se a metade
da mancha com papel preto e expondo-o as radiacdes ultravioletas.

A metade exposta adquire, pouco a pouco, fluorescéncia verde, em caso de
reacao positiva, que aparece ao final do primeiro minuto. Repetiu-se o procedimento

com a outra parte descoberta para confirmacéo do resultado.

4.6.3 Fendlicos simples

Pulverizou-se a droga vegetal numa argola de vidro com HCl 6 mol I
cobrindo-se com lamina. A |amina inferior foi colocada sobre a chapa quente até a
formacéo de sublimado. Esperou-se a formacédo de condensado na lamina superior
e tratou-se com algumas gotas de AgNO; amoniacal. Reacdo positiva forma

precipitado negro.

4.6.4 Compostos antracénicos livres

Agitou-se cerca de 0,2 g de p6é com 5,0 ml de éter. Deixou-se em repouso
para decantar. Transferiu-se para um tubo de ensaio a camada etérea, adicionou-se
cerca de 1,0 ml de amodnia diluida e agitou-se. A camada aquosa corada de réseo é

indicativo da presenca de compostos antracénicos livres.

4.6.5 Flavonoides

Evaporou-se 5,0 ml de um extrato etandlico a 20% em capsula de porcelana
em banho-maria até a secura. Dissolveu-se em alcool (etanol absoluto) e colocou-se
em tubo de ensaio. Adicionou-se 200 mg de magnésio em pé e 1 ml de HCI
concentrado, lentamente, e deixou-se reagir durante 15 min. O desenvolvimento de

coloracédo résea ou vermelha indica a presenca de substancias flavonoidicas.

4.7 Preparacgéo de extratos



A preparacdo de extratos seguiu a metodologia de Mello et al. (1996a) e
Toledo (2002).

4.7.1 Extrato total (F1)

As cascas, ap6s secagem e moagem, foram utilizadas sem separacdo
granulométrica. O extrato bruto foi preparado em Ultra-turrax por 20 min, tomando-se
o cuidado para que a temperatura ndo excedesse 40 °C. A proporc¢éao utilizada foi de
1:10 (m/v), com solucao de acetona-agua (7:3; v/iv) (CORK; KROCKENBERGER,
1991). A segquir, foi realizada filtracdo a vacuo e o filtrado foi concentrado em
evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, com temperatura média de 40 °C, até
completa eliminacdo do solvente organico, congelado e liofilizado, obtendo-se assim

o0 extrato bruto (F1).

4.7.2 Obtencéo da fracdo acetato de etila (F3)

O extrato bruto F1 (50 g) foi ressuspendido em agua (500 ml) e particionado
com acetato de etila (500 ml; 10 vezes) (PORTER, 1989). As fases aquosa (F2) e
acetato de etila (F3) foram concentradas em evaporador rotatério sob pressao

reduzida até a eliminacao total do solvente organico, congeladas e liofilizadas.

4.8 Métodos cromatograficos

No desenvolvimento desse trabalho foram empregados varios métodos

cromatograficos para obtencdo de fragcdes semipurificadas e de substancias

guimicas com relativo grau de pureza.

4.8.1 Cromatografia em coluna (CC) da fracdo acetato de etila (F3)



A fracdo F3 foi fracionada empregando-se coluna de vidro (h: 750 mm; @:
55mm) contendo Sephadex® LH-20 como fase estacionaria. A coluna, apos limpeza
apropriada, foi estabilizada com etanol 20%. Vinte gramas da fragdo acetato de etila
(F3), apos ser dissolvida em uma pequena quantidade do primeiro eluente, foram
adicionados no topo da coluna com auxilio de pipeta Pasteur. Foi empregada a

seguinte sequéncia de fase movel:

1. EtOH 20% 1,3 litros
2. EtOH 30% 2,6 litros
3. EtOH 40% 3,1 litros
4. EtOH 50% 6,7 litros
5. EtOH 96% 3,0 litros
6. Acetona/H,0 (7:3; viv) 3,0 litros

As fracdes foram recolhidas em tubo de ensaio (10 ml cada) com fluxo de 1,0
ml/min. O monitoramento foi realizado através de CCD (sec¢do 4.8.3). As fracdes
obtidas foram reunidas, concentradas em evaporador rotatério sob presséo
reduzida, até total eliminacdo do solvente organico, congeladas e liofilizadas
(MELLO et al., 1996a).

A coluna, apés o0 processo de separacdo finalizado, foi limpa com

acetona:H,0 (7:3; v/v) e mantida em acido acético 2%.

4.8.2 Cromatografia em coluna das subfracdes



Algumas das subfracbes obtidas a partir da F3 foram submetidas a
sucessivas CC (h: 320 mm; @: 30 mm) contendo Sephadex® LH-20, com fluxo de
1,0 ml/min. O sistema eluente foi empregado na seguinte sequéncia:

1. EtOH 5%

EtOH 10%
EtOH 15%
EtOH 20%
EtOH 25%
EtOH 30%
EtOH 35%
EtOH 40%
EtOH 45%
10.EtOH 50%

© © N o g~ D

O monitoramento dos tubos foi realizado através de CCD (secéo 4.8.3).

4.8.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD das fracdes obtidas em coluna foi realizada em cromatofolhas de
aluminio contendo gel de silica 60 Fzs4 (Merck®), utilizando-se como fase movel
acetato de etila/acido formico/agua (90:5:5; v/viv). Apos o desenvolvimento, as
placas foram observadas sob luz UV (254 nm) e depois reveladas com solucéo
etandlica de cloreto férrico a 1% (MELLO et al., 1996a).

4.8.4 Cromatografia de contra corrente de alta velocidade (CCCAV)

Utilizou-se cromatdgrafo de contra corrente de alta velocidade, com rotacéo
média de 870 rpm e com fluxo de 1 mil/min para as fracdes advindas da CC (secéo
4.8.1). O sistema eluente foi preparado em funil de separacdo com acetato de etila/
n-propanol/agua (140:8:80; v/v/v). A fase inferior foi utilizada como fase estacionaria
e a fase superior como fase movel. As frac6es foram recolhidas em tubos de ensaio

com volume de 3 ml cada e foram monitorados por CCD (MELLO et al., 1996a).



4.8.5 Derivatizagdo quimica das substancias isoladas

Para quantidades de até 100 mg de substancia isolada foram adicionados 1
ml de piridina e 1 ml de anidrido acético em baldo de fundo redondo de 100 ml,
deixando-se em repouso por 24 h. Apds este periodo, foi colocado gelo picado
interna e externamente ao baldo, deixando em repouso por 2 h. A filtracéo foi feita
sob presséo reduzida em filtro com placa porosa G3 e a substancia acetilada foi
lavada com agua até completa eliminacdo da piridina. A substancia acetilada foi
dissolvida e filtrada em cloroférmio. A retirada do solvente foi feita em evaporador
rotatorio sob presséo reduzida de forma sucessiva até total eliminacdo da piridina.
AplGs a eliminagdo de toda piridina, transferiu-se a substancia para um frasco e
colocou-se na capela a temperatura ambiente para total eliminacdo do solvente,

para posteriormente ser congelada e liofilizada.

4.8.6 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

A amostra, apos ter sido derivatizada quimicamente (acetilada), foi separada
por cromatografia em camada delgada preparativa.

As placas de gel de silica foram preparadas da seguinte maneira: em placas
de vidro (20x20 cm) foram espalhadas em suspensédo de gel de silica PF2s4 contendo
gesso (Merck®) e etanol:agua (3:7; v/v), em uma espessura de 0,75 mm. Como
meio eluente foi utilizado tolueno:acetona (7:3; v/v). ApOs a corrida, as manchas
foram visualizadas em UV, separadas, calculado o valor do Rf, raspadas e
solubilizadas em acetona. Apdés, as substancias foram filtradas em filtro G3,
concentradas em evaporador rotatorio sob pressao reduzida e levadas para analise
(RMN).

4.9 Andlise estrutural das substancias isoladas

Foi realizada através de métodos espectroscopicos de ressonancia magnética
nuclear (RMN) 1D (*H, *C), 2D (*H/*H, COSY, HMBC, HMQC), e espectrometria de
massas (EM). Os espectros das substancias foram obtidos no Departamento de

Quimica da Universidade Estadual de Maringa. Os espectros de massas foram



obtidos junto ao Instituto de Quimica Orgénica da Universidade de Munster,

Alemanha. Os espectros foram analisados e comparados com dados da literatura.
4.10 Atividade antioxidante

4.10.1 Determinacdo da capacidade antioxidante pelo método com o radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A atividade antioxidante do extrato bruto, fracdo acetato de etila e fracao
aquosa foi efetuada através do método de sequestro do radical DPPH
(AMAROWICZ et al., 2004).

Foi realizada uma triagem nas seguintes concentrac¢des: 0,000256; 0,00128;
0,0064; 0,032; 0,160; 0,800; 4,0; 20,0; 100,0; e 500 ug/ml em 4 ml de metanol.

Foram realizadas baterias com 5 tubos de ensaio nas seguintes
concentragfes: extrato bruto: 4, 3, 2, 1 e 0,5 ug/ml; fracdo aquosa e fracdo acetato
de etila: 20, 15, 10, 4 e 1 pug/ml e vitamina C: 8, 6, 4 e 2 ug/ml em metanol. Apds, foi
acrescentado em todos os tubos 0,5 ml de uma solucdo de DPPH 1 mmol I, A
mistura foi agitada por 15 s em vortex e mantida em temperatura ambiente durante
30 min. Em seguida, procedeu-se a leitura da absorvancia em espectrofotémetro a
517 nm.

O branco foi preparado com 4 ml de metanol, adicionado de 0,5 ml de DPPH
1 mmol I*, a qual foi reduzida com 2 mg de butilhidroxitolueno (BHT). Foi efetuada
também a leitura do controle negativo com 0,5 ml da soluc&o de DPPH 1 mmol I em
4 ml de metanol (AMAROWICZ et al., 2004).

A atividade anti-radicalar (RSA — radical scavenging activity)) foi calculada
como uma porcentagem de descoloracdo do radical DPPH, usando-se a seguinte
equacao:

RSA =100 x (1 — AE/AD), onde:

AE = absorvancia da solucédo quando um extrato foi adicionado em determinada
concentracao

AD = absorvancia da solu¢cédo de DPPH



Os resultados foram expressos em ICso, que representa a quantidade de
antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentracédo inicial de DPPHe.
Esses calculos foram realizados através da regressédo linear (HARRIS, 2005;
MILONI, 2004) e representam a média de trés determinages em cada bateria. Um
exemplo do calculo da ICsy pode ser visto no Anexo A.

4.10.2. Determinacdo da capacidade antioxidante pelo método da reduc¢édo do

complexo fosfomolibdénico

Uma aliquota (0,3 ml) da solucdo de extrato bruto, fracdo acetato de etila e
fracdo aquosa (200 ug/ml) foi misturado separadamente em um tubo de ensaio com
a solucdo reagente (3 ml) {&cido sulfarico (0,6 mol I'"), fosfato de sédio (28 mmol I'")
e molibdato de aménio (4 mmol I'!) em &gua destilada}. Os tubos foram incubados
em banho-maria 95 °C, durante 90 min. Apos o resfriamento, a absorvancia foi lida a
695 nm contra o branco (3 ml de solugéo reagente e 0,3 ml do mesmo solvente da
amostra). A capacidade antioxidante dos extratos foi expressa em relacdo ao acido
ascorbico (0,3 ml de solucdo 2 mmol I*), usado como padrdo, cuja atividade
antioxidante de referéncia foi considerada 1 (100%) (PRIETTO et al., 1999).

4.11 Analise estatistica

Os resultados estédo apresentados como média + desvio padrao da média. Os
experimentos foram realizados em triplicata. Para analise estatistica dos resultados
utilizou-se o método de Tukey, mais especificamente ANOVA de uma via nédo

paramétrico, por meio do programa GraphPad Prism 3.00®. Diferencas significativas

implicaram em P<0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da matéria-prima e controle de qualidade

A caracterizagdo da droga vegetal passa por inumeras determinacdes para se

estabelecer valores ou faixas que permitam a sua qualificacdo e também a sua



quantificacdo antes do preparo do medicamento. Diversos métodos quimicos, fisicos
e fisico-quimicos como cromatografia em camada delgada, determinacdo da perda
por dessecacdo, determinacdo do teor de extrativos e a quantificagcdo de
substancias ativas ou mesmo de substancias marcadoras, também sé&o utilizadas a
fim de caracterizar e padronizar o material vegetal ou mesmo seus extrativos
(LOPES, 2003).

Um controle de qualidade efetivo deve ocorrer em todas as etapas do
processo, desde a correta identificagdo do vegetal, bem como o método de secagem
apropriado, porque a partir destas etapas € que dependera a qualidade do produto
final, em termos de confiabilidade e reprodutibilidade.

O marcador, definido na RDC 48 de 2004 (BRASIL, 2004) como sendo
componente ou classe de compostos quimicos presente na matéria-prima vegetal,
idealmente o proprio principio ativo, e preferencialmente que tenha correlacdo com o
efeito terapéutico, € utilizado como referéncia no controle de qualidade da matéria-
prima vegetal e dos medicamentos fitoterapicos.

Na espécie S. obovatum Benth., o marcador sdo os taninos, classe de

metabolitos secundarios presente em grande proporcao neste vegetal.

5.1.1 Teor de taninos totais

Dentro da analise quantitativa, foi realizada a determinacéo do teor de taninos
totais em relacdo a varios liquidos extratores, como agua, acetona-agua (1:1; v/v),
acetona-agua (7:3; v/v) e também em relacdo a droga vegetal (droga fresca, seca e
liofilizada).

Na determinacdo de taninos totais foi empregado o método de Folin-
Ciocalteau, que baseia-se na associacdo dos taninos as proteinas, tornando-o mais
especifico, pois, trata-se de um método espectrofotométrico que determina a
intensidade da coloracdo azul formada pela reducdo do &cido fosfotingstico com
compostos fendlicos. Essa reacao, no entanto, por ndo ser especifica, necessita da
adicdo do p6 de pele em etapa posterior. Assim, a complexa¢do tanino-proteina
torna o método seguro. Os resultados da determinacdo dos taninos totais

encontram-se na tabela 2.

Tabela 2 - Determinacéo do teor de taninos totais em relagéo ao liquido extrator e



a droga vegetal.
DROGA VEGETAL LIQUIDO EXTRATOR TEOR DE TANINOS (%)

Fresca Agua 10,15
Seca Agua 17,84
Seca Acetona:agua (1:1;v/v) 32,60
Seca Acetona:agua (7:3; viv) 40,00

A andlise dos resultados do doseamento do teor de taninos totais demonstra
como melhor liquido extrator a acetona:agua (7:3; v/v). Hagerman (1988) confirmou
0 aumento superior significativo na extracdo de taninos, tanto condensados, como
hidrolisdveis com acetona:agua. A vantagem do uso de acetona em comparacao
com outros solventes reside na propriedade de bloquear a capacidade do tanino de
se complexar com proteinas, o que ndo acontece quando se utilizam misturas com
metanol (SANTOS; MELLO, 2003).

O teor de taninos totais em agua apresentou um resultado de 17,84% para
coleta realizada no més de fevereiro, assemelhando-se aos valores obtidos por
Sanches (2003), com a mesma espécie (S. obovatum Benth.), de 15,03% para o

més de fevereiro e de 18,75% para 0 més de setembro.

5.1.2 Perda por secagem e perda por dessecacgao

A avaliacdo do teor de umidade presente nas cascas de S. obovatum Benth.
foi determinada através da perda por secagem e da perda por dessecacdo. A
presenca de agua em excesso, em drogas vegetais, promove 0 crescimento de
bactérias, fungos ou insetos e hidrélise ou outras reacdes enzimaticas alterando os
constituintes naturais, formando, assim, artefatos. Por essa razéo, limites de agua
sdo descritos para drogas vegetais, especialmente para aquelas que facilmente
absorvem agua ou aquelas no qual a deteriorizacdo € promovida pela agua em
excesso, visto que este fato impede o armazenamento por tempo prolongado
(CARDOSO, 2002).

As solucdes extrativas sdo obtidas, principalmente, a partir de drogas vegetais
secas ou contendo reduzida quantidade de suco celular, com o propdésito de extrair
delas os constituintes com atividade farmacologica. Durante a extracdo de solidos,

as células do material a extrair encontram-se mais ou menos retraidas e os diversos



componentes do suco celular estdo precipitados sob a forma de sélidos amorfos ou
cristalinos (PRISTA et al., 1981).

A perda por secagem transcorreu por um periodo de 8 dias, sendo realizado a
temperatura ambiente (25 + 3 °C) com a droga vegetal fresca até a sua
estabilizacdo. O valor médio para as determinacdes foi de 38,70% de perda de seu
peso bruto. Um valor aproximado foi obtido por Sanches (2003) com a mesma
espécie em estudo, coletada também em Assis, SP, na mesma época do ano
(fevereiro), apresentando resultado de 42,62%.

A perda por dessecacdo mostra o0 comportamento da planta quanto a sua
quantidade de agua e/ou substancias volateis nas diferentes estacdes do ano. E
importante também avaliar o periodo de armazenamento, pois é possivel observar
se a droga vegetal esta perdendo agua e/ou substancias volateis ou se esta
absorvendo agua do ambiente (MELLO, 1989).

A perda por dessecacéo foi realizada com a droga seca e moida, determinando-se o teor de umidade residual. Este parametro é
fundamental para se determinar a estabilidade da droga frente ao periodo de armazenamento. O resultado obtido mostra que a perda por
dessecacao para S. obovatum Benth. foi de 7,5%. Esse teor encontra-se dentro de parametros normais de material seco para cascas, que varia
em torno de 8 a 14%, de acordo com Di Stasi (1996). A monografia existente na Farmacopéia Brasileira (1959), preconiza umidade méaxima
de 15% para S. adstringens (Mart.) Coville. Valores acima desse percentual poderiam representar perda de atividade ou mesmo facilitar o
crescimento microbiano, prejudicando assim o material vegetal.

Durante o processo de secagem, conclui-se, que as cascas do vegetal,
conservam melhor as caracteristicas organolépticas e quimicas, quando
estabilizadas a temperatura ambiente (25 + 3 °C) e conservadas ao abrigo da luz
(LOPES, 2003).

5.1.3 Teor de extrativos

O principal objetivo que se pretende atingir ao preparar uma solucdo extrativa
€ separar 0s principios ativos de uma droga dos que sao inativos, e isso depende,
fundamentalmente, da seletividade do solvente utilizado. A seletividade é uma das
caracteristicas exigidas de qualquer processo de extracdo, pois € devido a ela que,
tanto quanto possivel, se dissolverdo apenas 0s principios ativos e se deixardo, no
residuo, os compostos fisiologicamente inativos e que constituem, alias, a quase
totalidade da droga (PRISTA et al., 1981).

A determinacédo do teor de extrativos de uma droga é parametro que permite
visualizar a capacidade de um determinado liquido extrator retirar substancias
presentes na mesma, sob condi¢Bes especificas. Podem ser utilizados &4gua, etanol,

metanol ou acetona, entre outros. Essa técnica € de facil realizacdo e constitui



importante dado para contribuir ao controle de qualidade da espécie em estudo.
Com o intuito de posteriormente se extrair taninos, foi avaliado o teor de extrativos
das cascas de S. obovatum Benth., procurando-se estabelecer como parametro de
avaliacdo, o uso de diferentes liquidos extratores e também em relacdo a droga

vegetal, como pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3 — Determinacao do teor de extrativos das cascas de S obovatum Benth.
DROGA VEGETAL LIQUIDO EXTRATOR TEOR DE EXTRATIVOS (%)

Fresca Acetona:agua (1:1; v/v) 27,71
Fresca Acetona:agua (7:3; viv) 24,90
Seca Acetona:agua (1:1; v/v) 42,27
Seca Acetona:agua (7:3; viv) 40,75
Seca Agua 36,83

A técnica utilizando a planta fresca ndo apresentou resultados satisfatérios,
comparados com a planta seca. Pode-se observar que com a planta seca o pior
resultado obtido foi com a agua, confirmando o resultado de Lopes (2003) para S.
polyphyllum Mart. O melhor resultado obtido para teor de extrativos foi com
acetona:agua (1:1; v/v), vindo a seguir a composicdo acetona:agua (7:3; V/v)
resultado confirmado por Lopes (2003) que obteve para S. polyphyllum Mart.,
respectivamente 43,50 e 40,79%.

Convém ressaltar que mesmo o teor de extrativos ter apresentado um
resultado superior com acetona:agua (1:1; v/v), foi escolhido como solvente a
acetona:agua (7:3; v/v), por esta ter apresentado um resultado superior no

doseamento de taninos totais (40%), além de fornecer a estabilidade dos taninos.
5.1.4 Abordagem fitoquimica preliminar

Na abordagem fitoquimica preliminar obteve-se resultado positivo para
fendlicos simples e resultado fracamente positivo para flavonoides. Quanto aos
testes de cumarina, saponinas e compostos antracénicos livres, o resultado obtido

foi negativo, como pode ser observado na tabela 4.

Tabela 4 - Abordagem fitoquimica preliminar.



TESTE RESULTADO

Saponinas Negativo

Cumarina Negativo
Compostos antracénicos livres  Negativo
Flavonoides Fracamente positivo
Fendlicos simples Positivo

Os dados obtidos mostram grupos de substancias que podem ser
empregados na caracterizacdo da matéria-prima, como fendlicos simples e
flavonoides. De outra forma, os dados negativos servem igualmente de
parametros comparativos que ndo caracterizam a espécie. Esses dados
juntamente com os demais obtidos sdo de relevante importancia para a
caracterizacdo da matéria-prima vegetal e o controle de qualidade da referida
espécie, objeto de estudo deste trabalho.

5.2 ESTUDO QUIMICO

A pesquisa quimica tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos,
também chamados metabolitos secundarios, presentes nas espécies vegetais. Essa
investigacdo foi direcionada ao isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural de
taninos.

As cascas apos o processo de secagem (1438 g) foram moidas em moinho
de martelos fornecendo 1271 g, com rendimento de 94,85%. A moagem teve por
finalidade reduzir mecanicamente o vegetal a p6, de modo a facilitar o processo de
extracao.

O método de extracdo escolhido foi o Ultra-turrax® devido a eficiéncia,
simplicidade e rapidez da técnica. Com 1000 g da droga moida, preparou-se o
extrato bruto a 10% (m/v) com acetona:agua (7:3; v/v) que posteriormente foi filtrado
a vacuo e o solvente eliminado sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio,
apresentando um rendimento de 31,38%, obtendo-se assim, 313,77 g de extrato
liofilizado (F1).

A escolha do liquido extrator baseou-se nas informacfes obtidas no controle
de qualidade (Tab. 2) e na literatura consultada (SANTOS; MELLO, 2003).



Com 200 g do extrato bruto liofilizado (F1) obteve-se por particionamento com
acetato de etila, 153,82 g da fracdo aquosa (F2) e 30,28 g da fracdo acetato de etila
(F3). O rendimento de F2 foi de 76,91% e F3 de 15,14%. A obtencao das fracdes e
subfracdes a partir da fracdo F1, encontra-se no fluxograma 1.

DROGA VEGETAL(1000 g)

Ultraturrax®

EXTRATO BRUTO (F1)
(313,77 9)

EXTRATO BRUTO (F1)
200 g

Particao liquido-liquido
agua:acetato de etila
(500 ml: 15x500 ml)

FRACAO AQUOSA FRACAO ACETATO DE ETILA
(F2) (153,82 g) (F3) (30,28 g)
(F3)20 g

C C Sephadex® LH-20

F3#1 a F3#25

Fluxograma 1 — Preparacado de extrato e separacdo cromatografica de S. obovatum
Benth.



Com o intuito de fracionamento da fracdo F3 (acetato de etila), realizou-se
cromatografia em coluna contendo Sephadex® LH-20 com 20 g da mesma. Através
do monitoramento por CCD, pbde-se reunir 24 subfragdes (F3#2 — F3#25). A F3#1
foi perdida por motivos técnicos. Todas as subfracdes foram avaliadas em CCD e

reunidas por similaridade, de acordo com a figura 14.
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Figura 14 — Cromatografia em camada delgada de 24 subfracfes
obtidas da fracdo acetato de etila por CC (Sephadex® LH-20)
(Cromatofolhas de gel de silica F,s4; acetato de etila:acido
folico:agua; 90:5:5; revelacdo com FeClz a 1% em metanol).



Tabela 5 — Vinte e quatro subfracdes obtidas por cromatografia em coluna da fragao
acetato de etila.

Fracao Eluente Volume Quantidade (g) (%)
(V/v) aproximado (l)

F 3#2 Etanol/Agua (2:8) 0,40 0,0957 0,48
F 3#3 Etanol/Agua (2:8) 0,50 0,1055 0,53
F 3#4 Etanol/Agua (3:7) 1,20 0,0583 0,29
F 3#5 Etanol/Agua (3:7) 1,35 0,1291 0,65
F 3#6 Etanol/Agua (4:6) 0,60 0,4666 2,33
F 3#7 Etanol/Agua (4:6) 0.65 0,9536 4,77
F 3#8 Etanol/Agua (4:6) 0.55 0,4779 2,39
F 3#9 Etanol/Agua (4:6) 0,70 0,3077 1,54
F 3#10 Etanol/Agua (4:6) 0,60 0,6317 3,16
F 3#11 Etanol/Agua (1:1) 0,60 0,2538 1,27
F 3#12 Etanol/Agua (1:1) 0,55 0,9953 4,98
F 3#13 Etanol/Agua (1:1) 0.50 0,4179 2,09
F 3#14 Etanol/Agua (1:1) 0,65 0,2857 1,43
F 3#15 Etanol/Agua (1:1) 0,55 0,1345 0,67
F 3#16 Etanol/Agua (1:1) 0,50 0,1839 0,92
F 3#17 Etanol/Agua (1:1) 0,55 0,472 2,36
F 3#18 Etanol/Agua (1:1) 0,50 0,3309 1,65
F 3#19 Etanol/Agua (1:1) 0,45 1,2461 6,23
F 3#20 Etanol/Agua (1:1) 0,50 1,4067 7,03
F 3#21 Etanol/Agua (1:1) 0,45 0,3346 1,67
F 3#22 Etanol/Agua (1:1) 0,50 0,3438 1,72
F 3#23 Etanol/Agua (1:1) 0,45 0,2182 1,09
F 3#24 Etanol 3,0 0,1876 0,94
F 3#25 Acetona:Agua (:3) 3,0 0,1395 0,68

Total 10,1766 50,88




O fracionamento empregando-se cromatografia em coluna contendo
Sephadex® LH-20, é de se esperar que as substancias com maiores pesos
moleculares aparecessem nas fragdes iniciais. Porém, houve uma predominéancia de
substancias de pesos moleculares menores. Este fato esta relacionado com a
interacdo das hidroxilas fendlicas das substancias fendlicas e o gel (Sephadex® LH-
20). Assim, os mondmeros de taninos (flavan-3-6is) eluem seqlencialmente da
seguinte maneira: mondmeros > dimeros > trimeros > tetrameros > oligbmeros >

polimeros, conforme proposto por Thompson et al. (1972).

Na tentativa de se conseguir isolar substancias fenélicas, iniciou-se o fracionamento com as fracdes F3#6, F3#7, F3#8 e F3#9
utilizando-se cromatografia em contra corrente de alta velocidade (CCCAV) e cromatografia em coluna (CC), como pode ser observado nos
fluxogramas 2, 3 e 4

F3#6
467 mg
CCCAV
F3#6.1 F3#6.2 F3#6.3 F3#6.4 F3#6.5
5,9 mg 7,0 mg 2,8 mg 83,5 mg 0,1 mg

CC - Sephadex® LH-20

F3#6.4.2
65,3 mg
Subst. |
Subst. IV Subst. 1l

Fluxograma 2—Fracionamento cromatografico da fragcdo F3#6 por CCCAV e CC de
S. obovatum.



F3#7

Fluxograma 3—Fracionamento cromatogréafico da fracdo F3#7 por CCCAV e CC de

S. obovatum.

954 mg
CCCAV
F3#7.1 F3#7.2 F3#7.3 F3#7.4 F3#75
1 mg 3,9 mg 2,6 mg 8,1 mg 99,3 mg
Subst. |
Subst. IV Subst. Il
CC - Sephadex ® LH-20
F3#7.5.2 F3#753 F3#754
5mg 43,6 mg 15,2 mg
Subst. 1l




F3#8

478 mg
CCCAV
F3#8.1 F3#8.2 F3#83 F3#84 F3#85 F3#86
3,7 mg 1,9 mg 6,3 mg 83,6 5,2mg 35,4
Subst. I
Subst. Il
CC - Sephadex® LH-20 Subst. Il
F3#84.3 F3#8.4.4 F3#8.45
21,6 mg 23,2 mg 24,1 mg
Subst. Il

Fluxograma 4—Fracionamento cromatografico da fracdo F3#8 por CCCAV e CC de
S. obovatum.



A F3#9 foi submetida a CCCAV obtendo-se as fragbes F3#9.1 a F3#9.4. Da
F3#9.3 foi isolado a substéancia Il. A F3#9.4 foi submetida a CC obtendo-se cinco
sub-fracOes, onde da F3#9.4.2.foram isoladas as substancia Il (5 mg) e lll (5 mg) e
da F3#9.4.3. foi isolado novamente a substancia Il (21,2 mg).

A fracdo F3#10 foi submetida a uma acetilacdo e posteriomente a
cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP) e suas subfracdes levadas a
anélise de RMN *H (Fluxograma 5).

A fracdo F3#11 passou pelo mesmo procedimento, porém néo foi possivel

obter nenhuma substancia devido ao baixo rendimento.

F3#10
25 mg

Acetilacdo / CCDP

F 3#10.1 F3#10.2 F3#10.3
2,0 mg 4,0 mg 1 mg
Subst. VI Subst. V

Fluxograma 5—Fracionamento cromatografico da fracdo F3#10 por CCDP de S.
obovatum.



A fracdo F3#12 foi submetida & cromatografia em coluna (CC) em Sephadex®
LH-20 fornecendo 6 subfracbes, sendo que posteriormente foi realizada uma
derivatizacéo por acetilacdo da F3#12.5 seguido de limpeza por cromatografia em
camada delgada preparativa, conforme pode ser observado no fluxograma 6

F3#12
308 mg

CC - Sephadex® LH-20

F3#12.1 F3#122 F3#123 F3#12.4 F3#125 F3#12.6
1,0 mg 5,0 mg 17,7 mg 18,3 mg 50,6 mg 28,0 mg

Acetilacdo / CCDP

F3#125.2
2mg

Subst. VI

Fluxograma 6—Fracionamento cromatografico da fracdo F3#12 por CC e CCDP de S.
obovatum.



5.3 ANALISE ESPECTROSCOPICA E CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS

5.3.1 Monbmeros

5.3.1.1 Substéancia | — 4&cido galico

A substancia | (8,6 mg; 0,0027% em relacédo ao EB) apresentou-se na CCD
como uma mancha de coloracéo azul intensa apés revelacdo com FeCls, com valor
de Rf de 0,75 (4.8.3). Esse dado forneceu indicio caracteristico de substancias
fendlicas.

No espectro de RMN *H (Fig. 15) foi observado um singleto na regido de &
7,04 ppm, atribuido a dois hidrogénios aromaticos quimicamente equivalentes na
posicdo 2 e 6 caracteristicos de compostos com nucleo aromatico tetrasubstituido
(um grupo carboxilico na posicdo 1 e trés grupos hidroxilas nas posicoes 3, 4 e 5).
Os assinalamentos podem ser resolvidos aplicando-se o principio da aditividade do
substituinte (SILVERSTEIN et al., 1991). O espectro de massas (ES-MS) (Fig. 16)
apresentou pico do ion molecular em m/z 170,2, pico do ion pseudomolecular [M-H]
em m/z 169,2, pico em m/z 125,2 formado pela perda do grupo carboxila (M-45) e o
pico base em m/z 89,2 correspondendo a estrutura com CgO;H; (assinalada na
figura 15).

De acordo com os dados observados e analisados e quando comparados com a
literatura (LU; FOO, 2001), confirma-se a substdncia | como sendo dcido gdlico.

5.3.1.2 Substancia Il — galocatequina

A substancia Il (105,8 mg; 0,034% em relacdo ao EB) apresentou-se na CCD
como uma mancha de coloracdo azul intenso apds revelacdo com FeCls, com valor
de Rf de 0,75 (4.8.3), fornecendo indicios caracteristicos de substancias fendlicas.

O espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN *H) foi realizado em
metanol deuterado, por se tratar de uma substancia nédo derivatizada. Pode-se notar
na figura 17 um espectro caracteristico de monémero de flavan-3-ol. Os dados
encontram-se dispostos na tabela 6.

Assim, é possivel observar na figura 16, os hidrogénios alifaticos H-4 (axial e

equatorial) como duplo dubletos em & 2,50 e & 2,80 ppm, respectivamente. O



sistema ABMX entre & 2,50 e 3,96 ppm mostra todos os hidrogénios do anel
heterociclico. Além desses, observa-se um dubleto em & 4,52 ppm e um duplo duplo
dubleto em & 3,96 ppm, ambos com uma constante de acoplamento Jy.2.4.3 de 7,2
Hz, caracterizando uma configuracdo relativa do tipo 2,3-trans de acordo com
Weinges et al (1969). A triidroxilagdo do anel B em C-3’, C-4’e C-5 pode-se
comprovar pela presencga de um singleto referente aos deslocamentos de H-2' e H-6’
(© 6,39 ppm), pelo fato de serem quimicamente equivalentes. O espectro de COSY
'"H/'H (Fig. 18) mostra os acoplamentos entre H-3 e H-4, e H-3 e H-4¢q e também
entre H-3 e H-2 (J=7,2Hz), comprovando a identidade destes hidrogénios.

Os hidrogénios correspondentes a H-6 (A) e H-8 (A) foram determinados em &
5,85 e & 5,91 ppm, respectivamente, com constante de acoplamento Ju.e.n-s = 2,1
Hz.
Assim, a substancia Il foi identificada como galocatequina, tendo sido isolada e
identificada dentre outras espécies em Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(MELLO et al., 1996a; TOLEDO, 2002); Stryphnodendron polyphyllum Mart.
(LOPES, 2003) e Stryphnodendron obovatum Benth. (SANCHES, 2003).



Tabela 6 - Dados da substancia Il - galocatequina (CDsOD; 300 MHz; TMS;ppm).

Hidrogénio o (ppm) Multiplicidade J (Hz)

H-4 ax (C) 2,50 dd “Ji-dax-H-4e9=16,2
3 aaxha=7,8
H-4 eq (C) 2,80 dd 2J-deq-H-a2x=16,2
3J4.4eq-1-3=5,4
H-3 (C) 3,96 ddd 3h-3h-2=7,2
3~]H-3-H-4ax:7a8

3~]H-'3>-H-4eq=5,4'

H-2 (C) 4,52 d Jn-2-n-3=7,2
H-6* (A) 5,85 d “Jnens=2,4
H-8% (A) 5,91 d “Jnene=2,4
H-2'/H-6’ 6,40 s

s= singleto; d= dubleto; dd= dublo dubleto;ddd= duplo duplo dubleto. *Kombal (1995)

intercambiaveis.

5.3.1.3 Substancia lll — epigalocatequina

A substancia Il (172,1 mg; 0,055% em relacdo ao EB) apresentou valor de
Rf = 0,75 (4.8.3) e coloracdo azul intensa apoés revelacdo com FeCls, na CCD,
caracteristico de substancias fenolicas.

A andlise do espectro de RMN *H (Fig. 19) da substancia Il foi realizada em
metanol deuterado e forneceu dados semelhantes aos da substancia |l
(galocatequina) mostrando picos de flavan-3-6is ou taninos condensados. Os dados
referentes a substancia lll encontram-se na tabela 7 e figura 19. O espectro de
RMN *H mostrou em & 2,72 e d 2,84 ppm dois sinais do tipo duplo dubleto,
representando respectivamente H-4 axial e H-4 equatorial sendo possivel ser
visualizado através da correlacdo com H-3 assinalada no espectro de 2D (COSY

'H/*H; Fig. 20). A constante de acoplamento entre 3Jy.o.4.3 foi menor que 2,0 Hz,



caracterizando uma configuracdo do tipo 2,3-cis (WEINGES et al., 1969), os demais
deslocamentos se assemelham aqueles obtidos para a substéancial ll.

A presenca de um singleto correspondendo a dois hidrogénios em & 6,51 ppm
comprova a triidroxilacdo no anel B dos hidrogénios H-2'e H-6", devido os mesmos
serem quimicamente equivalentes. Os hidrogénios correspondentes a H-6 (A) e H-8
(A) foram determinados em & 5,90 e & 5,93 ppm, respectivamente, como dubletos
com uma pequena constante de acoplamento Jy.en-s= 2,4 Hz caracteristico de
ligacBes meta em anéis aromaticos.

O espectro COSY 'H/*H (Fig. 20) permite ainda, observar todos os
acoplamentos dos hidrogénios presentes no anel heterociclico. No espectro COSY
'H/*H ampliado na regido entre & 4,0 & & 6,6 ppm (Fig. 21) observa-se a correlacéo
entre os hidrogénios H-2’/H-6’ do anel B com o hidrogénio H-2 do anel C. Esta
correlagédo, ndo foi possivel ser visualizada na substancia Il (galocatequina). Na
figura 22 observam-se os espectros de RMN **C das substancias Il e . Pode ser
observado que a diferenca entre ambas relaciona-se ao sinal em & 82,8 ppm para
galocatequina e & 79,9 ppm para epigalocatequina, correspondendo ao carbono 2.
De acordo com Czochanska et al. (1979) e Cai et al. (1991), os epimeros
galocatequina e epigalocatequina podem ser seguramente diferenciados por esta
analise. Este dado foi também observado por Sanches (2004) para estas
substancias isoladas de Stryphnodendron obovatum Benth. De acordo com as
analises realizadas em CCD e dos dados espectroscépicos quando comparados
com a literatura (MELLO et al., 1996a; TOLEDO,2002; LOPES, 2003; SANCHES,

2004), confirma-se a substancia lll como sendo epigalocatequina.

Tabela 7 - Dados da substancia lll - epigalocatequina (CD3;OD; 300 MHz; TMS;

ppm).
Hidrogénio o (ppm) Multiplicidade J (H2)
H-4 ax 2,72 dd JH-2ax-H-4eq=16,8
Jh-4ax-H-3=3,0
H-4 eq (C) 2,84 dd Jh-seq-H-42x=16,8
JH-2eq-H-3=4,5

H-2 (C) 4,75 s




H-3 (C) 4,16 sl

H-6* (A) 5,90 d 2,4
H-8* (A) 5,93 d 2,4
H-2'/H-6’ 6,51 s

s= singleto; sl= singleto largo; d= dubleto; dd= dublo dubleto. *Kombal (1995)

intercambiaveis.
5.3.1.4 Substancia IV — acido p-hidréxibenzdico

Na CCD, a substancia IV (1 mg; 0,0003% em relacdo ao EB) apresentou
valor de Rf = 0,77 (4.8.3) e como uma mancha de coloracdo azul intenso apos
revelagdo com FeCls. Isso forneceu indicio caracteristico de compostos fendlicos, de
acordo com o sistema eluente empregado.

No espectro de RMN 'H (Fig. 23) foi observado um dubleto na regido de &
7,20 ppm, atribuido a dois hidrogénios aromaticos equivalentes na posicédo 2 e 6 e
um dubleto na regido de & 7,75 ppm, atribuido a dois hidrogénios aromaticos
também com deslocamentos quimicos equivalentes as posicbes 3 e 5
(SILVERSTEIN et al., 1991).

No &cido p-hidréoxibenzoico os hidrogénios em posicdo orto ao grupo
carboxilico (Ha/ Ha’) tem deslocamento quimico (&) equivalente, da mesma forma
gue os hidrogénios orto ao grupo hidroxi (Hb/Hb’). Em anéis benzénicos para-
dissubistituidos, Jab e Ja’b’ sdo iguais, de valor entre 7-10 Hz, aproximadamente.
Igualmente, Ja’b e Jab’ sdo iguais, porém com valor muito menor, de 0-1 Hz. Como
Ha e Ha’ se acoplam de maneira diferente com um outro hidrogénio especifico, eles
nao sdo magneticamente equivalentes. Conforme os substituintes para tornam-se
mais parecidos um com outro (nas suas propriedades de blindagem) o sistema
tende ao padrao dubleto AA’ BB’ (SILVERSTEIN et al., 1991). No espectro de COSY

'H/'H (Fig. 24) observa-se as correlagdes entre Ha e Hb.

De acordo com as andlises realizadas em CCD e dos dados espectroscopicos e
quando comparados com a literatura (MELLO et al., 1996a), confirma-se a substdncia IV
como dcido p-hidroxibenzdico.



Tabela 8 - Dados da substéancia IV - &cido p-hidroxibenzoéico (CD3;OD; 300 MHz;

TMS; ppm).
Hidrogénio o (ppm) Multiplicidade J (Hz)
Ha/Ha’ 7,20 d 8,4
Hb/Hb’ 7,75 d 8,4

5.3.1.5 Substancia V — 4’-O-metil-galocatequina peracetilada

A substancia V (4 mg; 0,0013% em relacédo ao EB) apresentou-se como uma
mancha azul escura intensa em CCD apdés revelacdo com FeCls, fornecendo
Rf=0,53 (4.8.3) e também mostrando caracteristicas de polifenadis.

Os dados referentes a substéncia V encontram-se na tabela 9 e na figura 25.
O espectro de RMN *'H (Fig. 25) apresentou similaridades com a galocatequina
(substancia ll), exceto para um singleto correspondendo a 3 hidrogénios em & 3,72
ppm indicando um grupamento metoxila. Os deslocamentos quimicos e as
constantes de acoplamento dos hidrogénios heterociclicos exibiram um sistema
ABMX caracteristico para o spin padrdao de 2,3-trans flavan-3-ol (MELLO et al.,
1996a). Pelo espectro COSY *H/*H (Fig. 26) pode-se verificar os acoplamentos entre
todos os hidrogénios do anel heterociclico. Observa-se a correlacao entre H-2 e H-
2’/H-6’ marcada no espectro

Nas figuras 27 (HMQC) e 28 (HMBC) observam-se as correlacdes no
estabelecimento da posicdo da metoxila em C4’ do anel B.

Assim, a substancia V foi identificada como sendo 4’-O-metil-
galocatequina, a qual foi isolada de Panda oelosa Pierre (Pandaceae) (GARCIA et
al., 1993), de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (MELLO et al., 19964a;
TOLEDO, 2002) e de Stryphnodendron polyphyllum Mart. (MACHADO, 2005).



Tabela 9 - Dados da substancia V - 4’-O-metil-galocatequina peracetilada
(CD30D; 300 MHz; TMS; ppm).

Hidrogénio o (ppm) Multiplicidade J (Hz)

H-4 ax (C) 2,66 dd I aax-H-4eq=16,2
2Jnaaxha=7,8
H-4 eq (C) 2,91 dd I aax-H-4eq=16,2

3 _
JHaax-Haeq-=5,4

O-CHs 3,72 s
H-2 (C) 5,11 d 3h2Ha=7,2
H-3 (C) 5,21 ddd hah2=7,2
3 —
JH-3-H-4ax=7,8
3 —
JH-3-H-4eq—5,4
H-6 (A) 6,59 d “he-n8=2,4
H-8 (A) 6,66 d hene=2,4
H-2'/H-6’ 7,12 s

s= singleto; d= dubleto; dd= duplo dubleto; ddd= duplo duplo dubleto

5.3.2 Proantocianidinas diméricas

Fletcher et al. (1977) mostraram através de estudos de RMN com
procianidinas peracetiladas que as ligacbes 4—6 e 4—8 encontram-se em duas
conformacdes energéticas protegidas. Como critério de diferenciacédo para o tipo de
ligacdo, os autores utilizaram a relacdo dos sinais dos rotameros. A ordem de
grandeza das substancias com ligagdes do tipo 4—6 € na propor¢cdao de 1:1,
enquanto que das substancias com ligagées do tipo 4—8 existe uma conformagao
de rotameros dominante. A duplicidade dos sinais depende da rigorosidade da
temperatura de medida e do tipo de solvente empregado (OUTTRUP;
SCHAUMBURG, 1981).



Outra forma de avaliar o tipo de ligacdo 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 hidrogénios do anel A das
substancias com ligacdo 4—6 como estando em campos mais baixos ou
desprotegidos (& 6,7 ppm), enquanto os sinais da ligagdo 4—8 em campos mais
altos (6 6,1 ppm). Entretanto esse critério de diferenciacdo, somente é valido para
substancias com uma configuragcdo 4R (KOLODZIEJ, 1992). Adicionalmente, o
hidrogénio H-2 de substancias com ligagédo 4—8 apresentam-se com deslocamentos
entre & 4,37 e 5,01, enquanto substancias com ligacédo 4—6, entre & 5,04 e 5,35
ppm.

Apesar de todos os indicios fornecidos pela interpretacdo do espectro de
RMN 'H, até a configuracdo absoluta deixa-se “transparecer” através do C-4 (C) da
ligacdo entre as unidades de interflavanois, quando a unidade superior for do tipo
catequina (2R,2S). Isso € devido a essa substancia 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 ndo podera, nesse caso, se afirmar a configuracao
absoluta, pois esse composto possibilita tanto uma configuracdo 4R (posicao
diequatorial do hidrogénio) como 4S (acoplamento axial-equatorial) (PETEREIT,
1992). O método apropriado para determinar a configuracdo absoluta de C-4 é
através do dicroismo circular (CD). Thompson et al. (1972) indicaram a medida em
CD de procianidinas diméricas significativamente pelo efeito “cotton” em 275 nm.
Procianidinas diméricas com configuragcdo 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 diferenciacdo, como
na regiao entre 220-240 nm (MELLO et al., 1996a e 1996b).

5.3.2.1 Substéncia VI — epigalocatequina-(48—8)-epigalocatequina

A andlise em CCD da fracao referente a substancia VI (2 mg; 0,00064% em
relacdo ao EB) demonstrou uma mancha de coloracdo azul intenso apoés revelacao
com FeCls, com Rf igual a 0,43 (4.8.3).

O espectro de RMN 'H em CDCIls (Fig. 29) da substancia VI acetilada,

forneceu dados gque se encontram na tabela 10.



A figura 29 da substancia VI acetilada demonstra na regido aromética dois
singletos caracteristicos referentes a dois hidrogénios cada, dos anéis (B/E)
triidroxilados em & 6,89 ppm [H-2" e H-6' (E)] e & 7,22 ppm [H-2' e H-6" (B)]. Os
hidrogénios dos anéis A e D como nos derivados monoméricos galocatequina ou
epigalocatequina com H-6 (A) e H-8 (A) em & 6,06 ppm e © 6,25 ppm, H-6 (D) em &
6,65 ppm respectivamente. Todos os hidrogénios heterociclicos dos anéis C e F
apresentaram uma pequena constante de acoplamento (J < 2,0 Hz). Este dado
corresponde a uma configuracdo relativa do tipo 2,3-cis tanto para a unidade
“superior’ quanto para a unidade “inferior” de acordo com o proposto por Weinges et
al. (1969). O espectro de COSY 'H/*H (Fig. 30) mostra as correlacdes entre H-2'/H-
6’ (B) com H-2 (C) e H-2’/H-6’ (E) com H-2 (F). O hidrogénio H-2 (F) apresenta um
singleto em & 4,50 ppm demonstrando assim, uma possivel ligacdo 43—8
(HEMINGWAY et al., 1982; KOLODZIEJ, 1992; DANNE, 1994; MELLO et al., 1996).
Apoés a analise explicitada e em comparacao com a literatura, a substancia VI trata-
se de epigalocatequina-(48—8)-epigalocatequina. Essa substancia ja foi isolada e
minuciosamente caracterizada de Cistus salvifolius L. (Cistaceae) (DANNE, 1994),
de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (MELLO et al.,, 1996a) e de
Stryphnodendron obovatum (SANCHES, 2003). Sao conhecidos analogos
monogaloilado na posi¢do 3 da unidade “superior” e digaloilados nas unidades
“superior” e “inferior”, que foram isolados de Rheum sp (Polygonaceae), Myrica rubra
(Lour.) Siebold & Zucc. (Myricaceae), Thea sp (Theaceae) (NONAKA et al., 1981;
HASHIMOTO et al., 1989) e de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (MELLO

et al., 1996a).



Tabela 10 - Dados da substancia VI - epigalocatequina-(4B—8)-
epigalocatequina peracetilada (CD3;0D; 300 MHz).

Hidrogénio 8(ppm)  Multiplicidade J (Hz) Literatura
&(ppm)

H-4ax /H-4eq(F) 2,89-2,94 m 2,87-2,94
H-4 (C) 4,48 d 3Jh4(0) - h3) = 2,1 4,48
H-2 (F) 4,50 s 4,50

H-3 (C)/H-3 (F)  5,09-5,13 m 5,08-5,15
H-2 (C) 5,54 s 5,54
H-6 (A) 6,06 d 4 J nep) -Hen =2,1 6,06
H-8 (A) 6,25 d 40 pem —nam = 2,1 6,25
H-6 (D) 6,65 s 6,65
H-2'/H-6' (E) 6,89 s 6,89
H-2'/H-6'(B) 7,21 s 7,22

s= singleto; dd= duplo dubleto; ddd= duplo duplo dubleto; m=multipleto; Mello
(1995).

5.3.1.7 Substancia VIl — robinetinidol-(4a—8)-galocatequina

Na CCD, a substancia VIl (2 mg; 0,00064% em relacdo ao EB) apresentou-
se como uma mancha de coloracdo azul intensa apds revelacdo com FeCls, com Rf
= 0,41 (4.8.3), fornecendo indicios caracteristicos de taninos condensados do tipo
dimérico.

O espectro de RMN *H foi realizado em CDCl; e apresentou caracteristicas de
dimero peracetilado (Fig. 31). Os dados de deslocamento encontram-se na tabela
11. O espectro de RMN *H da substancia VIl demonstra um singleto em & 6,68 ppm
[H-2'/H-6’ (E)]. A ligacdo (4a—8) foi confirmada pelo deslocamento do hidrogénio H-
3(C) que aparece como um pseudo tripleto em & 5,78 ppm, dado discutido
anteriormente por Mello et al. (1996b). Através do espectro de COSY *H/*H (Fig. 32)

foi possivel atribuir os acoplamentos entre os hidrogénios H-2'/H-6’ (B) com H-2 (C).



As constantes de acoplamento dos hidrogénios do anel C (Ju-2, v3= 9,6 Hz € .3, Ha=
9,8 Hz) indicam a configuracdo relativa do anel como 2,3-trans-3,4-trans. A
configuracéo 2,3-trans do anel F € comprovada pelo dubleto em & 5,03 ppm [H-2 (F)]
com constante de acoplamento Jy.2-43= 8,6 Hz. Desta forma a unidade inferior foi
caracterizada como sendo galocatequina. A unidade superior da substancia foi
caracterizada como robinetinidol devido ao pseudo tripleto H-3 (C), que aparece em
0 5,78 ppm com constante de acoplamento ¥>J= 19,5 Hz, estando de acordo com a
literatura (DREWES et al., 1967; STEYNBERG et al., 1990; MELLO et al., 1996b). O
dubleto em & 6,88 ppm [H-5(A)] com constante de acoplamento J= 8,4 Hz
(acoplamento do tipo W) caracteristico de 5-dedxi-proantocianidina, auxiliou na
confirmacdo da unidade superior como sendo robinetinidol. O espectro de massas
(EM/ES) em modo positivo (Fig. 33) com adic¢do de Na*, apresentou o pico molecular
em m/z 1079,5. Este dado auxilia na identificacdo da substancia VII, confirmando
tratar-se de uma substancia dimérica (acetilada) com auséncia de hidroxila na
posicdo 5 do anel A, conforme descrito anteriormente. Desta forma, a substéancia
VII foi identificada como sendo robinetinidol-(4a—8)-galocatequina, tendo sido
isolada de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (MELLO et al., 1996b) e de
Stryphnodendron polyphyllum Mart. (LOPES, 2003).



Tabela 11 - Dados da substéancia VII - robinetinidol-(4a—8)-galocatequina
peracetilada (CD3;0D; 300 MHz).

Hidrogénio o(ppm) Multiplicidade J (Hz) Literatura &
(ppm)
H-4 ax (F) 2,66 m 2,66
H-4 eq (F) 2,98 dd %I aeq(F)-Haax(R)=16,7 2,99

*JequrH-3 (F)=5,9

H-4 (C) 4,51 d 3Jnacpr3 = 9,8 4,51
H-2 (C) 4,89 d 3Jhac)H3 ()= 9,6 4,90
H-3 (F) 4,84-4,87 m 4,80-4,87
H-2 (F) 5,03 d 3Jn-2(F)1-3()=8,6 5,04
H-3 (C) 5,78 pt $=19,5 Hz 5,79
H-2'/H-6’ (E)
H-6/H-8 (A) 6,65 m 6,65
H-6 (D)
H-5 (A) 6,88 d 3 J.5(a)H-6(0)=8,4 6,89
H-2'/H-6’ (B) 6,95 s

s= singleto; pt= pseudo tripleto; d= dubleto; dd= duplo dubleto; ddd= duplo duplo
dubleto; m=multipleto; Mello et al. (1996Db).

6 Capacidade antioxidante

6.1 Determinacdo da capacidade antioxidante in vitro dos extratos das cascas

de Stryphnodendron obovatum Benth. pelo método DPPHe

Dentre os métodos quimicos usados para a determinacdo da atividade
antioxidante, destaca-se o método que utiliza o radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-

hidrazila), o qual € um radical livre estavel, que na presenca de um antioxidante



doador de hidrogénio, pode ser reduzido em meio alcodlico, formando difenil
picrilhidrazina (KOLEVA et al., 2002). Esta reducdo pode ser acompanhada
espectrofotometricamente a 517 nm, pela diminuicAo da absorvancia, com
simultdnea mudanca da coloracédo violeta escura original do radical para uma
coloracdo amarela do produto reduzido, descorando a medida que a reacdo se
processa (Fig. 34). Quanto maior a atividade antioxidante, menor sera a coloragédo
violeta da solucéo, ou seja, o DPPHe residual, mensurado apés um periodo de
tempo, corresponde inversamente a atividade antioxidante da substancia analisada.

A intensidade dessa mudanca de coloracdo é proporcional a concentracao da(s)
substancia(s) com potencial antioxidante presente(s), em conformidade com as leis

de Lambert e Beer. Essa descoloracdo gradativa deve-se ao pareamento, também
gradativo, dos elétrons de DPPHe disponiveis (BLOIS, 1958).

|

Figura 34 — Capacidade antioxidante da fracdo acetato de etila das cascas de S.
obovatum pelo método de sequestro do radical DPPH, evidenciando a
mudanca de coloracéo de violeta para amarela, da maior para a menor
concentracgao.

A avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato bruto, fracdo acetato de

etila e fracdo aquosa foram realizadas pelo método do sequiestro do radical DPPH,
empregando-se o BHT como branco. A vitamina C foi usada como controle positivo.
Foi efetuado também a leitura do controle negativo preparado com 0,5 ml da solucéo
de DPPH 1 mmol I"* em 4 ml de metanol.

Os resultados foram expressos pelo valor de ICsp, ou seja, a quantidade de
substancia antioxidante necesséaria para reduzir em 50% a concentracao inicial de
DPPHe (ANTOLOVICH et al., 2002). A figura 35 mostra os valores encontrados de

ICs0 do extrato bruto, fracdo acetato de etila, fragdo aquosa e vitamina C.
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Figura 35 — Comparacédo entre valores de ICso (ug/ml) realizados pelo
método do DPPHe. Valores de ICsy realizados pelo método do DPPHe
apresentados pela vitamina C (4,93 ug/ml £ 0,05; cv% = 1,07), EB (4,52
pug/ml £ 0,16; cv% = 3,54), FAE (4,04 ng/ml £ 0,13; cv% = 3,22) e FAQ (5,58
ug/ml = 0,22; cv% = 3,94). *diferenca significativa entre os experimentos (P
< 0,005).

Pode-se avaliar que os extratos de S. obovatum, de uma forma geral,
possuem capacidade antioxidante quando comparados com a vitamina C (substancia
de reconhecida acéo antioxidante). Os dados obtidos, quando comparados com outras
espécies, como no caso de Bauhinia microstachya (escada de macaco) (ICso de 8,64
ug/ml) (HIRATA, 2004), de Rauvolfia sellowii (pau-para-tudo) (ICso de 30,27 ug/ml);
Jacaranda micrantha (caroba) (ICso de 46,29 ug/ml), Anchietea pyrifolia (cipo-suma)
(ICso de 91,81 pg/ml) (MENEZES et al., 2004), dentre outras, mostraram melhor
capacidade antioxidante.

Nota-se que dentre os extratos avaliados, a fracdo acetato de etila € a que
possui maior capacidade antioxidante (ICso de 4,04 ug/ml), vindo a seguir o extrato
bruto (ICso de 4,52 pg/ml). A fracdo aquosa apresentou uma ICso de 5,58 pug/ml. Na
analise estatistica, empregando-se Anova de uma via ndo paramétrico e o método de
Tukey, observou-se 0 que segue: a fracdo acetato de etila apresentou a melhor
atividade, seguida do extrato bruto, ambas para P<0,001. Esta avaliacdo e
comparacao é realizada frente ao controle positivo, vitamina C. A fracdo aquosa,

apesar de apresentar um valor estatisticamente significativo (P<0,01) frente a vitamina



C, néo reflete uma capacidade antioxidante, mas sim o contrario, haja visto que o
valor obtido é superior ao da vitamina C. Como dito anteriormente, o valor residual
deve ser inversamente proporcional ao valor residual de DPPHe.

Estudos evidenciam que o efeito benéfico atribuido aos polifenéis para
determinadas atividades farmacoldgicas esteja envolvido com sua habilidade de
sequestro de espécies reativas de oxigénio (CARVALHO, 2004).

A presenca de um éster galico ou galato, preferencialmente na posigao 3’,
aumenta a habilidade em sequestrar radicais Oze e OHe Oze. O sequestro de
radicais livres foi mais intenso para acoplamentos de dimeros (4—8) que para os
acoplamentos (4—6) das proantocianidinas (DE BRUYNE et al., 1999), diferenca
nao observada na atividade de sequestro de radicais OH.

Hatano et al. (1990) observaram em seus estudos, a forte acdo de sequestro
de radicais Oye para o0 acido gélico. O efeito foi justificado pela estrutura orto-
triildroxilada desta substancia.

Nakagawa et al. (2002) também relacionaram as propriedades antioxidantes
dos compostos fendlicos com o grau de hidroxilacdo do anel B, sugerindo ainda, que
a triildroxilacdo aumenta a atividade anti-radicalar dos taninos.

Entretanto, Haslam (1996) alerta que, assim como o0 ascorbato em algumas
circunstancias mostra atividade pré-oxidante, os compostos fendlicos também
poderiam reagir com o ion ferro na presenca de peroxido de hidrogénio para
produzir espécies reativas de oxigénio, as quais poderiam subseqientemente
danificar outras moléculas biolégicas.

Até o momento, nenhum estudo foi realizado para comparar taninos
condensados que possuem OH na posicdo 5 do anel com aqueles que ndo a
possuem, como as prorobinetinidinas isoladas neste trabalho e profisetinidinas
isoladas de S. polyphyllum Mart. (MACHADO, 2005).

6.2 Determinacdo da capacidade antioxidante in vitro dos extratos das cascas
de Stryphnodendron obovatum Benth. pelo método da reducdo do complexo

fosfomolibdénio

Outro método frequentemente usado para avaliar a capacidade antioxidante é

o ensaio do fosfomolibdénio, o qual se baseia na reducdo do MO*® para Mo*®, com



subsequente formacdo de um complexo fosfato-Mo*™. Em contraste com o método
do DPPHe acima descrito, esta reacdo se processa a temperaturas elevadas e por
tempo prolongado (PRIETTO et al., 1999).

O ensaio de reducdo do complexo fosfomolibdénio é um método considerado
simples, de baixo custo e usado quando se deseja avaliar e comparar a capacidade
antioxidante de uma variedade de extratos (HIRATA, 2004). Desta maneira, 0
extrato bruto, fracdo acetato de etila e fragdo aquosa (200 ug/ml) foram submetidos
a reacdo de oxido-reducdo. A solucdo teste inicial possui coloracdo amarela
tornando-se verde a medida que a solucédo de fosfato molibdénio se reduz, sendo
lida em 695 nm (Fig. 36) (PRIETTO et al., 1999).

1 2 3 4 5

Figura36 - Ensaio da capacidade antioxidante apds reducdo do complexo
fosfomolibdénio. 1. branco; 2. extrato bruto; 3. fracdo acetato de etila;
4. fracdo aquosa; 5. vitamina C.

A figura 37 mostra os valores encontrados para a capacidade antioxidante do
extrato bruto, fracdo acetato de etila, fracdo aquosa em relacdo a vitamina C (200
ug/ml). Esta substancia é reconhecida pelo seu poder antioxidante que assume o
valor da unidade (MAY, 1999) e frequientemente utilizada como referéncia neste tipo
de ensaio experimental (PRIETTO et al., 1999). Dessa forma, pode-se observar que
a Capacidade Antioxidante Relativa (CAR) de todas as fragOes e do extrato bruto foi

menor que a referéncia.
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*diferenca com relac¢éo a vitamina C (P < 0,005).

Figura 37 — Comparacdo da capacidade antioxidante do extrato bruto (EB), fracédo
acetato de etila (FAE) e fracdo aquosa (FAQ) (200 ug/ml), apds reducao
do complexo fosfomolibdénio. Cada coluna representa a média + desvio
padrdo da capacidade antioxidante em relacéo a atividade da vitamina C
(CAR) usada como padrao (200 ug/ml).

Dentre as fracdes estudadas, a fracdo acetato de etila apresentou o maior
potencial para reduzir o complexo fosfomolibdénio, cuja capacidade antioxidante
relativa (CAR) foi de 0,9537 + 0,067; cv= 7,02%, seguida da fracdo aquosa (CAR=
0,9275 + 0,0498; cv=5,37%) e do extrato bruto (CAR= 0,8242 + 0,0445; cv= 5,39%).
Pela andlise estatistica nota-se diferenca significativa entre a CAR da vitamina C
(CAR=1,0) quando comparado ao valor de CAR do extrato bruto (P < 0,005). A CAR
da fracdo acetato de etila e da fracdo aquosa quando comparadas a vitamina C, nao

apresentaram diferenca significativa.



7 CONCLUSOES

e O controle de qualidade permitiu tracar um perfil da droga vegetal, visando

manter um padrao de reprodutibilidade, compativeis com a literatura.

e O estudo fitoquimico de extratos semipurificados das cascas de
Stryphnodendron obovatum Benth. (Leguminosae) demonstrou que as formas
de extracdo e fracionamento utilizadas foram adequadas ao isolamento de

taninos condensados.

e Foram isoladas e identificadas 7 substéncias, contribuindo ao estudo
fitoquimico da espécie:
o acido galico,
o galocatequina,
o epigalocatequina,
o acido p-hidroxibenzéico,
o 4’-O-metil-galocatequina,
o epigalocatequina-(43—8)-epigalocatequina,

o robinetinidol-(4a—8)-galocatequina.

e O estudo da capacidade antioxidante in vitro pelo método do DPPH
evidenciou que o extrato bruto e a fracdo acetato de etila de S. obovatum

possuem potencial antioxidante quando comparados com a vitamina C.

e O estudo da capacidade antioxidante in vitro pelo método do complexo
fosfomolibdénio evidenciou que tanto a fracdo acetato de etila como a fracéao
aquosa de S. obovatum possuem capacidade de formacdo do complexo

fosfomolibdénio comparando-as com a vitamina C.
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