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RESUMO

O “barbatimédo de folha miuda” Stryphnodendron obovatum Benth. € usado
popularmente como: cicatrizante, antimicrobiano, em leucorréia, blenorragia,
diarréia, hemorragia e no tratamento de Ulcera. Esse trabalho teve como objetivo
realizar estudo farmacogndéstico e comprovar atividades antioxidante,
antimicrobiana e cicatrizante do extrato bruto, fracdes e subfracdes. Tragou-se o
perfil das estruturas anatbmicas, constituintes quimicos da droga vegetal,
observando que a melhor época de coleta para se obter os taninos, dentre as
estacdes do ano avaliadas foi a primavera. A partir de cromatografia em coluna
Sephadex® LH-20 obteve-se 22 subfracdes a partir da fracdo acetato de etila, e
foram isoladas e identificadas 5 substancias: epigalocatequina, galocatequina,
epigalocatequina-(4—8)-galocatequina, epigalocatequina-(4p—8)-
epigalocatequina e robinetinidol-(4p—8)-epigalocatequina. Através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel propor método simples e
eficiente de separacao para taninos. O estudo da atividade antioxidante mostrou
que as subfracbes de 6 a 12 demonstraram excelente atividade quando
comparada aos controles quercetina, rutina, 4cido galico e astilbina. Todas as
fracOes, subfracbes e extratos foram testadas frente aos microorganismos
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida
tropicalis. As subfracfes F#13 a F#22 foram ativas frente as bactérias (Gram-
positivas) e as leveduras (C. albicans e C. parapsilosis). O extrato bruto e a
fracdo acetato de etila aumentaram o numero de metafase/area indicando
melhora na proliferacdo celular epitelial nas feridas tratadas com pomadas

contendo 2,5% dessas fracdes.

Palavras chave: Stryphnodendron obovatum, Leguminosae, controle de
qualidade, taninos, CLAE, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, acéo

cicatrizante.



ABSTRACT

“Barbatimdo de folha miuda” Stryphnodendron obovatun Benth. was used
popularly as: antimicrobial, in wound healing, leukorrhea, blenorrhoea, diarrhoea,
and anti-inflamatory. The present work was to accomplish study
pharmacognostic and to check some activities of EB, fractions and subfractions:
antioxidant, antimicrobial and wound healing properties. It was possible to trace
a profile of the representatives chemists of the vegetable drug, and also to observ
that the best time for obtaining tannins was the Spring. From CC Sephadex® LH-
20 it 22 subfractions were obtained using FACOEt, and 5 compounds were
isolated and identified: epigallocatechin, gallocatechin, epigallocatechin-(4p—8)-
gallocatechin, epigallocatechin-(4p—8)-epigallocatechin and robinetinidol-
(4p—8)-epigallocatechin. The study of the antioxidant activity showed that the
sufractions 6 to 12 demonstrated antioxidant activity as compared to the controls
quercetin, rutin, galic acid, and astilbin. All the fractions, subfractions and extracts
were tested against the microorganisms Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida krusei, Candida tropicalis. The subfractions F#13 to F#22
were active against Gram-positive microorganisms, C. albicans and C.
parapsilosis. FEB and FACOEt increased the metafase number/area indicanting

improvement in the proliferation cellular in the wounds using pomade at 2.5%.

KEYS WORDS: Stryphnodendron obovatum, Leguminosae, quality control,

tannin, antioxidant activity, antimicrobial activity, wound healing properties.
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1. INTRODUCAO

Popularmente a arte da cura através das plantas existe ha tempos
imemoriais. O papiro de Ebers, com data de 1500 a.C., encontrado no Egito,
mencionava 150 plantas curativas, além de citar referéncias ainda mais antigas.
Na india, observa-se o Susruta-samhita, que continha 700 plantas de uso
medicinal, escrito em 600 a.C. J4 a China teve sua primeira farmacopéia oficial
promulgada em 659 d.C., enquanto o Império dos Astecas cultivava jardins de
plantas medicinais, na era pré-colombiana (MARQUES, 1999).

Samuel Hahnemann (1755-1843), pioneiro da homeopatia, retirava das
plantas e da natureza o maximo valor terapéutico. A historia das plantas
medicinais se confunde com a histéria da botéanica e da medicina. Até o século
XVI, os tratados de botanica, “herbarios”, consideravam, além das plantas, as
suas atividades farmacoldgicas. Hipocrates (em torno de 460 a.C.) e Galeno
sobressaiam-se na idade antiga na arte erudita de curar através das plantas,
sendo seus estudos reconhecidos e seguidos durante séculos a fio
(BRAGANCA, 1996).

A difusdo da fitoterapia deve-se as publicacdes dos herbarios e pela
criacdo da primeira catedra de botanica na Escola de Medicina de Padua, em
1533. Em periodo anterior a este, as plantas eram tidas apenas como
ingredientes utilizados na fabricagdo dos simplices, que eram utilizados na
producdo dos compostos. Em 1542, na Alemanha elaborou-se a primeira
farmacopéia com 300 espécies vegetais de todo mundo. No final do século XVI,

ja haviam jardins botanicos organizados em varias universidades.



O sueco Karl von Linné (1707-1778) através de seus estudos, deu inicio
a Botanica Moderna (BRAGANCA, 1996).

No Brasil, as plantas eram usadas pelos povos indigenas em rituais de
cura, 0 mesmo ocorria com povos africanos que faziam associa¢gées com rituais
religiosos. Os europeus também prestaram seu papel na disseminagdo da
fitoterapia durante o periodo de colonizacdo, bem como os chineses e
japoneses, no inicio do século XX, quando chegaram ao Brasil (MARQUES,
1999).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, por motivos de pobreza
e precariedade do sistema de saude, cerca de 65-80% da populacdo mundial
procura cuidados primarios através das plantas medicinais (CALIXTO, 2000).

Os fitoterapicos tém sido, no caso do Brasil e de muitos outros paises, 0
suporte da industria farmacéutica nacional de pequeno e médio porte. No Brasil,
devido a sua ampla biodiversidade, o uso de plantas medicinais € muito difundido
entre a populacdo. No entanto, a biodiversidade brasileira ndo é totalmente
esclarecida, existem estimativas de milhdes de espécies distintas de plantas,
animais e microorganismos a serem investigadas (GUERRA e NODARI, 2001).

O mercado mundial de drogas de origem vegetal ainda fornece
informagdes pouco precisas. Entretanto as informagdes que sdo fornecidas a
sociedade sao as seguintes: Estima-se que o mercado mundial de drogas de
origem vegetal movimente US$ 12,4 bilhdes, sendo que 50% desse valor é
referente ao mercado europeu. Outras informacdes sobre as prescricdes sédo as
seguintes: 25% do receituario médico de paises desenvolvidos sdo de produtos
naturais e preparacdes, e cerca de 80% em paises em desenvolvimento

(GUERRA e NODARI, 2001). Estimativas revelam que o mercado mundial de



produtos farmacéuticos movimenta US$ 320 bilhdes/ano, dos quais US$ 20
bilhdes séo originados de substéancias ativas derivadas de plantas (GUERRA e
NODARI, 2001). Os mesmos autores afirmam que: no Brasil estima-se 25% dos
USS$ 8 hilhdes, faturamento de 1996, da industria farmacéutica nacional, sejam
originados de medicamentos derivados de plantas. No entanto, apenas 8% das
espécies vegetais da flora brasileira foi estudada em busca de compostos
bioativos e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades
medicinais.

Apesar dos poucos estudos cientificos comprovando a atividade das
plantas medicinais, € amplo seu uso popular. As principais condi¢cdes onde ha
procura de plantas sdo: febre comum (66%), desordens digestivas e/ou
intestinais (25%), cefaléia (25%), ins6nia (25%), Ulcera (34%), nervosismo
(21%), desordens circulatérias (15%), bronquites (15%), doencas de pele (15%),
fadiga e exaustdo (12%). Varios fatores contribuem com o mercado mundial de
fitoterdpicos como: elevado custo de medicamentos sintéticos, preferéncia dos
consumidores por terapias naturais, crenca equivocada da auséncia de efeitos
indesejaveis dos medicamentos fitoterapicos e pratica de automedicacdo
(CALIXTO, 2000).

Por outro lado, poucas sdo as espécies vegetais que possuem estudos
cientificos de seguranca, eficacia e controle de qualidade (CALIXTO, 2000).

A pesquisa destas “drogas vegetais” é dificultada por alguns fatores como:
deficiéncia de padronizacao e controle de qualidade; uso de diferentes dosagens
das plantas medicinais; estudos randomizados inadequados e pacientes nao

propriamente selecionados; grandes variagbes na duracdo do tratamento;



dificuldades para estabelecer placebos apropriados devido, principalmente, as
caracteristicas organolépticas (CALIXTO, 2000).

Além das atividades farmacologicas benéficas comprovadas
cientificamente, sabe-se, também, da existéncia de efeitos toxicos e interacdes
de plantas medicinais com outros medicamentos. Um caso conhecido sdo as
interacbes do Hypericum perforatum L. com contraceptivos orais, levando a
estagnacdo do sangramento e com teofilina e ciclosporina, diminuindo suas
concentragcdes (BERMAN, 2000).

Guzelcan et al. (2001) relataram caso de uma jovem de 23 anos que
desenvolveu mania aguda e psicose quando fazia uso de uma combinacéo de
extratos de valeriana (Valeriana faurei L.) e erva de S&o Jodo (Hypericum
perforatum L.) em doses elevadas.

loannides (2002), avaliou a interacdo entre ciclosporina em pacientes
transplantados que faziam uso (automedicacdo) de erva de S&o Joédo
(Hypericum perforatum L.), observando rejeicdo do tecido transplantado.

O sistema nacional de informagdes toxico-farmacologicas (SINITOX)
relata que aproximadamente 60% dos casos de intoxicacao por plantas toxicas
no Brasil ocorrem com criangas com idade inferior aos 9 anos e 80% destes
casos sdo acidentais (PLANTAS, 2002).

Estes relatos comprovam a preocupacdo dos pesquisadores da area na
conscientizacdo da populacdo sobre o equivoco da crenca popular sobre as
plantas medicinais serem “naturais e nao causarem mal”.

Tendo em vista a utilizacdo das plantas medicinais, a Secretaria Nacional
de Vigilancia Sanitaria e atualmente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) regulamentaram os procedimentos de registro de medicamentos



fitoterapicos no mercado brasileiro através da legislacdo propria e com

fiscalizagcdo (MARQUES e PETROVICK, 2001).

Este processo, no entanto, tem inicio na colonizacdo brasileira quando a
familia real portuguesa chega ao Brasil em 1808, e estabeleceu padrdes de
producdo, e regularizou a situacdo do boticario (MARQUES e PETROVICK,

2001).

Rodolfo Albino Dias da Silva (1889-1931), em 1929, publica a primeira
edicdo da Farmacopéia Brasileira, contendo cerca de 280 espécies vegetais da
Flora Brasileira e exdética. O governo brasileiro oficializou a utilizagéo de plantas
medicinais como matéria-prima farmacéutica através do Decreto n°® 19606 de
1931, junto com a regulamentacédo da profissdo farmacéutica. No entanto, o
parametro de qualidade existente a época era a Farmacopéia, porém as
monografias da primeira edicdo ndo aludiam nenhuma referéncia a toxicidade,
acao terapéutica, nem condicdes que pudessem garantir a qualidade de

medicamentos fitoterapicos (MARQUES e PETROVICK, 2001).

As regulamentacdes referentes a venda ou a introducdo de um
medicamento fitoterdpico no mercado brasileiro tém evoluido no sentido de
garantir ao consumidor medicamentos com padrfes de seguranca, eficacia e

qualidade.

A portaria 06/95 discute a situacdo dos medicamentos fitoterapicos
registrados até 31/01/1995, ficando estabelecido o prazo até 31/01/2001, para
gue se realizassem testes de toxicidade de forma a avaliar se os medicamentos
fitoterapicos atendiam os critérios de seguranca. Nesse periodo de avaliagéo, 0s

medicamentos deveriam conter em sua bula e embalagem os dizeres



“‘Medicamento em Estudo para Avaliagdo Cientifica da Toxicidade e das

Indicagdes Terapéuticas” (BRASIL, 1995).

Em agosto de 1996, a Vigilancia Sanitaria editou a portaria SVS n° 116
estabelecendo normas para estudo de toxicidade e eficacia de fitoterapicos.
Determinou-se que se deve usar animais jovens, saudaveis e com mesmo peso,
além de ser necessério o estudo da toxicidade em duas espécies animais, entre
elas, uma deve ser ndo roedora. As condi¢cdes dos experimentos devem ser
estaveis, a via de administracao deve ser a via utilizada para uso clinico, sempre
com a utilizacdo de um grupo controle. Os animais devem ser divididos em
grupos tratados e controles, e serem avaliados machos e fémeas das duas
espécies. Para toxicidade aguda, além das especificacbes j4 discutidas €&
necessario que se estude uma outra via de administracdo além da prevista, e a
observacéo se faz por pelo menos 7-15 dias. Deve-se, ainda, observar sinais de
locomogdo, comportamento, respiracdo, mortes, exames bioquimicos e

histopatoldgicos (BRASIL, 1996).

A toxicidade em doses repetidas deve ser estudada em condi¢des
semelhantes a anterior e o periodo de administracéo varia de acordo com 0 uso
pretendido em humanos: alguns dias (em animais-quatro semanas), um més ou
mais por ano (em animais-treze semanas). Estudos complementares sobre
efeitos de fertilidade e performance reprodutiva, gestagdo, carcinogénese,

mutagénese também devem ser realizados (BRASIL, 1996).

A toxicologia clinica deve ser estudada em voluntarios sadios sendo
administrados (droga e placebo), com administracdo aguda 7 dias e cronica 8-
12 semanas. Estudos clinicos complementares e laboratoriais devem ser

realizados apés 3, 6 semanas e 24 horas apos a ultima dose. Deve-se observar



que todos estes estudos devem passar pela avaliacdo de um comité de ética

(BRASIL, 1996).

Em 7 de agosto de 2002, a Diretoria Colegiada da ANVISA propde
algumas mudancas no regulamento técnico para medicamentos fitoterapicos, a
RDC 17/00. Ficou estabelecido que, para o registro de um medicamento
fitoterapico, deve existir um estudo prévio de estabilidade acelerada em trés lotes
ou estudo de estabilidade de longa duracdo. N&o deve existir nos nomes dos
medicamentos nenhuma das designagdes: “Plus, Max, Forte, Hiper”, que fagam
alusdo a acdo terapéutica diferenciada, o controle de qualidade deve ser descrito
detalhadamente e acompanhado de referéncia bibliografica e devem estar de
acordo com as metodologias do Guia para Validacdo de Métodos Analiticos,
além de serem realizados testes de estabilidade que devem seguir o Guia para
a Realizag&o de Estudos de Estabilidade de Medicamentos. Os medicamentos
importados devem apresentar comprovante de pedido de inspecao sanitaria e 0s
testes de estabilidade devem seguir o Guia para Realizacdo de Estudo de
Estabilidade de Medicamentos (BRASIL, 2002; SANCHES, 2002a).

Em 28 de fevereiro de 2002 a ANVISA publica a resolucdo ANVS-RE n°
356 e 357, determinando a apreensdo de todos produtos farmacéuticos
contendo Hypericum perforatum L. e Piper methysthicum G. Forst, que né&o
contenham em suas embalagens tarja vermelha e a frase “venda sobre
prescricdo médica”, além daqueles que nao estivessem devidamente registrados
na ANVISA, considerando-se importantes interacdes medicamentosa,
observadas pelo uso desses medicamentos fitoterapicos com outros

medicamentos (BRASIL, 2002a).



A procura por fitoterapicos € imensa no cenério mundial, devido a isso,
existem, leis que procuram legalizar seu uso, sua exploragao, como por exemplo
o0 artigo 14 do cap. VI da constituicdo de 1988 que regulamenta uma autorizacao
prévia de autoridade competente para utilizagdo para se ter acesso a recursos
genéticos (GUERRA e NODARI, 2001).

A exploragdo dos recursos naturais € alarmante e, com objetivo de
controlar essa atividade foi publicada a medida provisoria 2052-1, de 28 de julho
de 2000. Essa, regulamenta a exploracado do patrimbnio genético existente no
Pais e, somente pode-se realizar mediante autorizacdo ou permissdo da Unido
e 0 seu uso, comercializagéo ou aproveitamento para quaisquer fins, submetidos
a fiscalizacdo. E de propriedade da Unido o patrimoénio genético existente em
seus bens, bem como nos recursos naturais encontrados na plataforma
continental e na zona econdmica exclusiva. Vedou-se 0 acesso ao patrimonio
genético para praticas nocivas ao meio ambiente e a saude humana e para o
desenvolvimento de armas biol6gicas e quimicas. O poder publico pode a
qualguer momento que evidenciar alguma prética irreversivel ao patrimoénio
genético do pais impedir a atividade.

A legislacdo prevé que o Poder Executivo criarA um Conselho
Interministerial, vinculado a Casa Civil da Presidéncia da Republica, e essa pode
conceder a instituicdo publica ou privada nacional, que exerca atividade de
pesquisa e desenvolvimento nas areas bioldgicas e afins, e a universidade
nacional, publica ou privada, autorizacdo especial de acesso, com prazo de
duracédo de até dois anos, renovavel por igual periodo (BRASIL, 2000).

No entanto no Brasil ainda existe exploracdo indiscriminada destas

plantas, inclusive dentro das préprias reservas (Fig. 1), como por exemplo o que



acontece com o barbatimdo, uma espécie com propriedades medicinais
amplamente conhecidas pela populacio. E possivel encontrar, mesmo em locais
protegidos inUmeras espécies em extin¢ao, devido a acdo do homem que tem
como responsabilidade legal cuidar das espécies presentes na reserva. Até que
ponto nossa legislacao esta sendo cumprida?

Essa pergunta, sem resposta, nos deixa preocupados com a situacéo da

flora Brasileira, que lamentavelmente esta sendo extinta.

Figura 1- Acéo exploratoria do homem e seu resultado perante a natureza.

Foto: Sanches, (2002)



2. OBJETIVOS

Devido a imensa procura popular por plantas medicinais, entre elas

espécies do cerrado como o Stryphnodendron obovatum Benth. Leguminosae,

e aos poucos trabalhos encontrados, os objetivos deste trabalho foram:

1)

2)

3)

4)

5)

Realizar estudos de controle de qualidade da droga vegetal

Stryphnodendron obovatum Benth., e de seus extratos das cascas

Isolar polifendis (taninos condensados) dos extratos das cascas

Stryphnodendron obovatum Benth.

Estudar a atividade antioxidante

Estudar a atividade antimicrobiana

Avaliar agéo cicatrizante dos extratos



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Stryphnodendron obovatum Benth.

O género Stryphnodendron pertencente a familia Leguminosae,
subfamilia Mimosoideae, ordem Fabales (CRONQUIST, 1988), € nativo do
cerrado e possui cerca de 48 espécies entre elas a S. obovatum Benth. Por outro
lado Hegnauer e Hegnauer (1994) segerem trés subfamilias, Mimosoideae,
Papilonoidae e Caesalpinoideae dentro da familia Leguminosae, ordem Rosales.
Apesar dos dois sistemas de classificacédo, ainda nédo se tem esclarecido qual
deles se utilizar. Entretanto, por motivos didaticos se utiliza a sistematica de
Cronquist, (1988) como mais atual, ja que Hegnauer e Hegnauer (1994) utilizam
a proposta de Isely (1990) e nao justificam seu emprego.

A subfamilia Mimosoidae esta presente em regides tropicais e
subtropicais da América, Africa, Asia e Austrélia, contendo aproximadamente de
50 a 60 géneros distribuidos nestas areas.

Stryphnodendron é um curioso género de Leguminosae, subfamilia
Mimosoideae, tipicamente de clima tropical e subtropical sul americano. Do
ponto de vista fitogeografico e ecologico, em relacdo as espécies indigenas,
deve-se ressaltar a constancia da ocorréncia das espécies em habitats bem
definidos, podendo-se classificar as espécies em tipicamente florestal e as de
ocorréncia nos campos cerrados (OCHIONI, 1972).

A espécie Stryphnodendron obovatum Benth. é conhecida como
barbatiméo, barbatiméo-de-folha-miada, principalmente nos estados de Minas

Gerais e Sao Paulo.



3.2 Descri¢cdo macroscopica

Stryphnodendron obovatum Benth. € um arbusto perene, floresce entre
outubro e fevereiro. Produz vagens, as quais sdo consumidas pelo gado o que
favorece sua dispersdo (BARBATIMAO..., 2003). Possui cerca de 3-4 metros de
altura; folhas alternas de 15-20 cm de comprimento, foliololos (4-9 pares)
alternos, obovados (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 sé@o do tipo espiga delgadas e cilindricas
com 12-16 cm de comprimento, isoladas e germinadas, célice curto-lacinado,
glabro (1 mm), corola (3-4 mm), glabra, estames livres (4-5 mm) de comprimento,
ovario alongado (1 mm de comprimento). Fruto é do tipo legume alongado (10-
12 mm de comprimento e 10-15 mm de largura), achatado. As sementes séo

obovadas, obliquas (9 mm de comprimento) (OCHIONI, 1974).




Figura 2- Stryphnodendron obovatum Benth.: A. Inflorescéncias, B.

inflorescéncia com origem no caule, C. arbusto.

3.3 Conteudo quimico do género Stryphnodendron

A Farmacopéia Brasileira (1959) indica um teor minimo de taninos em
cerca de 20% nas cascas da espécie Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, e o mesmo foi confirmado por Mello et al. (1996a) e Yamaguti et al.
(2002).

A partir do extrato etandlico dos frutos de S. coriaceum Benth. foram
isoladas duas sapogeninas 1 e 2 (TURSCH et al.,, 1963). Sapogeninas
homologas (3 e 4) foram, posteriormente, isoladas pelos mesmos pesquisadores

dos frutos da mesma espécie vegetal (Fig. 3) (TURSCH et al., 1966).



Sapogenina 1- R=0OH; R'=H

Sapogenina 2- R=R'=0OH

/

COCH

Sapogenina 3-R=0H; R'=H

Sapogenina 4- R=H; R’'=OH

Figura 3- Estrutura das sapogeninas 1, 2, 3 e 4 isoladas dos frutos de

Stryphnodendron coriaceum Benth.

A partir dos frutos de S. barbatimam, Reicher et al. (1992) apud Toledo
(2002), isolaram uma galactomanana e sua estrutura foi esclarecida com auxilio

de espectro de RMN *H e 13C.



A partir de extratos liofilizados de cascas de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville, Mello et al. (1996a e 1996b), isolaram prodelfinidinas e
prorobinetinidinas. Essas substancias foram identificadas através de métodos
espectroscopicos de (*H-RMN, BC-RMN, COSY H/'H, HETCOR),
espectrometria de massas, além de métodos Opticos (polarimetria e dicroismo
circular). Os mesmos autores isolaram e identificaram epigalocatequina,
galocatequina além de uma nova prodelfinidina, 4’-O-metilgalocatequina-

(4a—8)-4’-O-metilgalocatequina (Fig. 4 e 6) (MELLO et al., 1999).

OH
OCHs
HO o) OH
HO
4
-~ OH H
OH & 4
OH

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

Pereira et al. (2002), isolaram e identificaram &cido oleandlico, - sitosterol
e B-amirina da fracdo CH2Cl2: AcOEt (4:1, V/V) do extrato das folhas de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, além de triterpenos pentaciclico (3-
oxo-taraxerona). Realizaram também particbes e cromatografias em coluna do

sélido remanescente do extrato etanolico de onde isolaram quercetina (Fig. 5).



Figura 5- Estrutura quimica da quercetina

0 ()

Figura 6- Epigalocatequina (1) e galocatequina (ll) isoladas das cascas de

S. obovatum Benth.



3.4 Atividades farmacoldgicas de extratos de algumas espécies do género
Stryphnodendron

Popularmente, ao género Stryphnodendron séo atribuidas diversas
atividades farmacolégicas, como: cicatrizante, antimicrobiana, no tratamento de
leucorréia, blenorragia, diarréia, disenteria, hemorragia e no tratamento de
Ulcera. Entretanto, poucos estudos cientificos existem buscando comprovar

essas atividades que o uso popular Ihe atribui.

3.4.1 Estudos cientificos de algumas atividades farmacol6gicas

3.4.1.1 Antimicrobiana

O extrato aquoso das cascas de S. barbatimam na lavagem de genitalias
femininas e para prurido externo foi descrito por Coimbra ainda na primeira
metade do século XX (COIMBRA, 1942). J& o uso do extrato aquoso das cascas
de S. barbatimao como antisséptico, adstringente e antiinflamatorio foi citado por
Santos et al. (1987).

Bersani-Amado et al. (1996), demonstraram a capacidade de inibir o
crescimento de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa dos extratos
brutos e das fracdes obtidas através de particdo liquido-liquido com polaridade
crescente, obtidas com as cascas de Stryphnodendron adstringens (Mart.)

Coville.



3.4.1.2 Atividade cicatrizante

Panizza et al. (1988), observaram que feridas de ratos tratados com
decocto a 1% das cascas de Stryphnodendron barbatiman Mart. acelerou o
processo de cicatrizacdo e reduziu os fendmenos inflamatorios.
Em estudos mais recentes Vieira et al. (1998), demonstraram que a atividade da
pomada de barbatimdo [S. adstringens (Mart.) Coville] em ratos, quanto a
reepitelizacdo, neocapilarizacdo e formacdo de tecido de granulagdo é

semelhante a Nebacetin®.

3.4.1.3 Toxicologia

Brito et al. (1996) apud Tokarnia et al. (1998), relataram que em
Rondondpolis, Mato Grosso, algumas vacas se viciam em ingerir as favas de
Stryphnodendron obovatum Benth., ndo saindo debaixo deste arbusto e
consequentemente emagrecendo e abortando. No entanto elas ndo morrem
apesar de ficarem com seu estado geral muito debilitado.

O aborto em vacas provocado pela intoxicacdo induzida através da
ingestdo de favas de Stryphnodendron obovatum Benth. foi avaliado por
Tokarnia et al. (1998). Os autores observaram a diminuicdo do apetite, da
atividade ruminal, sialorréia, dificuldade de se levantar, andar desequilibrado,
tremores musculares e emagrecimento, e 3 das 7 vacas avaliadas ap6s 20-30
dias tiveram aborto. Esse experimento vem confirmar a etnofarmacologia da
regido das fazendas do cerrado dos estados de Sao Paulo e Mato Grosso, sobre
a ocorréncia de aborto em vacas que ingeriam favas dessa espécie vegetal.

Birger et al. (1999), estudaram o efeito abortivo e/ou infertilizante de

vagens e sementes de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville em ratos.



Foram administrados 0,5 ml/100 g de peso de extrato das vagens ou sementes
e agua como controle por gavagem (via oral) do 1° ao 7° dia de gestacdo. No
21° dia de gestacédo observaram que houve uma reducédo do peso do utero e no
namero de fetos vivos das ratas tratadas com extratos da semente em relagéo
ao grupo controle. A dose letal média DLso para sementes foi de 4.992,8 mg/kg
e para as vagens foi de 5.000 mg/kg.

A intoxicac@o experimental e o estudo do seu caso clinico em bovinos
foram estudados por Brito et al. (2001), os quais administraram favas de
Stryphnodendron obovatum Benth. por via oral, dose Unica ou dose repetida.
Nas doses Unicas de 10-20 g/kg ndo houve manifestacdo de sintomatologia.
Entretanto, nas demais doses repetidas de 2,5 g/kg por 30 dias adoeceram
levemente, j& os que receberam 5 g/kg por dois dias morreram.

Nas regibes do cerrado na época do florescimento das espécies de
barbatim&o tem sido observado uma grande mortalidade de abelhas em apiarios,
sugerindo efeito toxico de seu pdlen, sendo este fendbmeno conhecido como “cria
ensacada”. Recentemente um grupo de pesquisadores da Universidade Federal
de Vicosa descobriu que essa toxicidade estd relacionada aos pdlens de
barbatiméo (POLEN..., 2002).

Rebecca et al. (2002), estudaram a toxicidade aguda do extrato bruto de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, apés administracdo oral, em
camundongos. A DLso encontrada foi de 2.699 mg/kg. A administracéo cronica
de extrato nas concentracdes de 800 e 1600 mg/kg, por 30 dias, provocou
diminui¢cdo no peso corporeo, involugdo do timo, aumento na glicose plasmatica

e aspartato aminotransferase, demonstrando um efeito toxico com a



administragao cronica de extratos de barbatim&o. Esse efeito observado pode
ser devido a agéo inibitdria no metabolismo energético hepatico.

Rebecca et al. (2003), estudaram os efeitos do extrato aquoso total de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville no metabolismo de energia
hepético de ratos. Os autores observaram que o extrato em estudo prejudica a
fosforilacdo oxidativa (processo que promove liberacdo de energia livre na forma
de ATP), por no minimo 3 mecanismos: 1) desacoplamento da fosforilacdo
oxidativa, 2) inibicdo do fluxo de elétrons pelo canal respiratério, 3) inibicdo do
complexo ATP-sintase.

Muitos estudos ainda sdo necessarios no intuito de elucidar as atividades
farmacoldgica e tdxica de extratos de cascas de espécies de Stryphnodendron

e suas substancias isoladamente.

3.4.1.4 Outras atividades

A excrecdo renal de 4gua, sodio e potassio foi avaliada em animais
submetidos a sobrecarga de solucdo aquosa de diversas partes de
Stryphnodendron obovatum Benth. (caule, cascas secas e semente em p0). A
casca seca provocou intensa reducdo na diurese, enquanto a semente seca
provocou diurese com menor intensidade. A excrecédo renal de eletrdlitos nao foi
alterada. Enquanto a solucdo aquosa de caule seco provocou intensa diarréia
nos animais (NETO et al., 1988).

Audi et al. (1999), avaliaram o potencial antiulcerogénico de extrato bruto
e fracdes semipurificadas de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville em

ratos obtendo resultados positivos significativos.



Oliveira et al. (2002) testaram o extrato metandlico das cascas de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville sobre o ciclo estral de ratas, onde
observaram um efeito desregulador nos animais que receberam doses de 200,
400, 800 mg/kg por via oral. A uréia também foi avaliada havendo uma reducgéo
em seus niveis, sugerindo um efeito do extrato em nivel renal.

Herzog-Soares et al. (2002) avaliaram a atividade tripanomicida in vivo de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. Foram infectados camundongos
com formas tripomastigotas do parasito e apdés 24 h administrou-se por via
intragastrica 0,1 ml de extrato na concentracdo de 400 ppm, durante dez dias.
Observaram com este tratamento uma reducdo significativa na curva de
parasitemia de Trypanossoma cruzi.

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

Baurin et al. (2002), estudaram a atividade antitirosinase de algumas
plantas tropicais entre elas Stryphnodendron barbatimao Mart. que apresentou
uma reducédo de 90% na inibicdo da tirosinase in vitro do cogumelo, semelhante
ao controle positivo: Morus alba L. (amora).

A atividade contra Biomphalaria glabrata dos extratos alcodlicos de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e Stryphnodendron polyphyllum

Mart. foram altamente toxicas ao molusco nas concentragdes de 100 e 50 ppm.



No entanto na concentracdo de 20 ppm os extratos de Stryphnodendron
polyphyllum Mart. foram letais em 40% (BEZERRA et al., 2002).

Souza et al. (2002) avaliaram a atividade anticonvulsivante do extrato
etandlico (EE) de Stryphnodendron coriaceum Benth. no modelo de convulsdes
induzidas com pentilenotetrazol ou estricnina. Foram utilizados camundongos
fémeas, tratados com EE nas doses de 50 a 400 mg/kg, i.p., 30 min antes da
administracao do pentilenotetrazol (100 mg/kg, i.p. ou estricnina 2 mg/kg, s.c.).
O EE de S. coriaceum Benth. aumentou a laténcia de convulsdo e morte, além
da taxa de sobrevida dos animais, no modelo de convulsdes induzidas com o

pentilenotetrazol, evidenciando atividade anticonvulsiva.

3.5 Taninos

Tanino € um termo utilizado para designar substancias de origem vegetal
capazes de transformar “pele fresca em couro”. Essas substancias encontram-
se difundidas em plantas e alimentos de origem vegetal, como por exemplo:
frutas, legumes, sementes, grdos cereais, bebidas (vinho, cha, cidra, cacau)

(BUELGA e SCALBERT, 2000).

Taninos sdo metabdlitos secundarios de plantas superiores. Possuem
peso molecular entre 500 a 3000 Daltons, formam complexos com alcaldides e
metais que sdo utilizados em plantacdes de citricos com deficiéncia em ferro,
ou na complexacdo com chumbo no controle da poluicdo em rodovias (MELLO

e SANTOS, 2001).

S&o0 soluveis em agua, possuem propriedades especiais como a de
precipitar proteinas (Fig. 7 e 8), alcaldides. A capacidade de precipitar proteinas,

particularmente salivares da cavidade oral caracteriza o sabor adstringente dos



taninos, possibilitando seu reconhecimento em frutos verdes. Essa mesma
propriedade tem como funcdo na planta de protecédo contra ataque de alguns

patégenos e herbivoros (BUELGA e SCALBERT, 2000).

Figura 7 - Associacéo polifenol-proteina (HASLAM et al., 1989)

Figura 8 - Precipitacdo do complexo polifenol-proteina — P- proteina; PF—
polifenol; A— baixa concentracdo de proteinas; B— alta concentracdo de

proteinas; C—interacdo proteina-fenol (F) (HASLAM et al., 1989)



Estruturalmente taninos possuem 12-16 grupos fendlicos e 5-7 anéis
aromaticos com 1000 unidades relativas de massa molecular. Essas
caracteristicas juntamente com o elevado peso molecular claramente fazem com
que taninos e polimeros fendlicos fundam-se no processo de producédo de vinho

tinto ou ché preto.

Os taninos sao divididos segundo sua estrutura quimica em dois grupos:

taninos hidrolisaveis e taninos condensados.

Os taninos hidrolisaveis sédo caracterizados por um poliol central,
geralmente B-D-glucose, cujas funcbes hidroxilas sédo esterificadas com &cido

galico (MELLO e SANTOS, 2001).

Os taninos condensados sao oligbmeros e polimeros formados pela
policondensacédo de duas unidades ou mais de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Esta
classe também é denominada de proantocianidina ou leucocianidinas (MELLO e
SANTOS, 2001). Essa denominacdo € devido a caracteristica das
proantocianidinas cederem antocianidinas (cianidina, delfinidinas) apos a
degradacdo com acido mineral diluido & quente (BUELGA e SCALBERT, 2000;

MELLO e SANTOS, 2001).

Os complexos com os alcaldides, como por exemplo com a cafeina,
ocorrem através de ligacdes dos hidrogénios das metoxilas ligadas ao nitrogénio
da cafeina e os hidrogénios aroméaticos dos taninos. Essas associacdes
ocorrem, preferencialmente, quando existe a presenca de grupos galoilas, como
no caso dos taninos hidrolisaveis ou nos condensados galoilados (HASLAM,

1998).



3.6 Taninos condensados

Os taninos condensados sé&o formados por unidades elementares de
flavan-3-ol com ligacdes C-C e ocasionalmente ligagdes C-O-C. Os flavan-3-6is
possuem um esqueleto tipico flavonoidico com ligagdes Ce-Cs- Ce (BUELGA e

SCALBERT, 2000).

As proantocianidinas sdo formadas comumente por unidades de
catequina e/ou epicatequina com ligagcdes 4—6 ou 4—8, entre as unidades
superior e inferior, respectivamente, como pode ser visto na figura 4. Além dos
mondmeros catequina e epicatequina, outros sdo bastante comuns, como,

galocatequina, epigalocatequina, robinetinidol e fisetinidol (TOLEDO, 2002).

Séo classificados de acordo com a hidroxilacao das cadeias em procianidinas,
prodelfinidinas, properlargonidinas, profisetinidinas, probinetinidinas,
proguibourtinidinas, proteracacianidinas (Fig. 9, Quadro 1) (FERREIRA e LI,

2000).




Figura 9- Estrutura basica de proantocianidina

Quadro 1- Taninos condensados de acordo com o grau de hidroxilagcdo nos

anéis A e B dos mondmeros basicos.

Tip Proantocianidina Mondmero Substituinte
° Nome trivial Rl R2 R3 R4
Prodistenidina Distenina H H H H
Propelargonidina Afzelequina H H @) H
1 Procianidina Catequina H @) H H

L . H o)
Prodelfinidina Galocatequina H @)
ol Al H

H 0]

H

Proguibourtinidina
Profisetinidina

2 Prorobinetinidina
Proteracacinidina

Promelacacinidina

Guibourtinidol
Fisetinidol
Robinetinidol
Ortina

Mesquitol

Hl ol H| H

Hl Hl O] o
H

ol © H

H| Hl O 4
H

ol H H
H| ol ©
ol H
0




As proantocianidinas sdo de natureza polimérica e devido a essa
caracteristica pouco se conhece sobre seu consumo em termos quantitativos,
apesar de ser claro a amplitude de seu consumo diario (BUELGA e SCALBERT,

2000).

A facil deteccdo das proantocianidinas € um fator importante para seu
estudo (BATE-SMITH, 1966). Estas se distribuem em todo reino vegetal, mas
principalmente em gimnospermas e angiospermas. Ao se observar a correlacao
entre madeira (lenho, cascas) e proantocianidinas, o autor, concluiu que em 800
espécies, correspondendo a 61% das familias ditas lenhosas continham

proantocianidinas, e apenas 15% das herbaceas possuiam esse componente.

Uma lista de 20 espécies de legumes contendo taninos foi publicada por
Reddy et al. (1985), onde demonstraram que algumas variedades de feijao sao
de baixo valor nutricional diminuindo a digestibilidade das proteinas. Em alguns
vegetais (sorgo, soja, canola, girassol) utilizados em ra¢cdes comerciais para
nutricdo animal, onde estdo presentes taninos condensados (proantocianidinas),
que sao deletérios ao desempenho produtivo dos animais. Isso se deve pela
formacao de complexos com carboidratos e outras macromoléculas alimentares,
pela inibicdo da atividade de varias enzimas digestivas, através da diminui¢éo
da absorcdo de outros nutrientes pela parede celular, devido a formacdo de
complexos com ions bivalentes de metais e pela erosédo de células epiteliais do

intestino (WARREHAM et al., 1994).

Em peixes, que possuem estdbmago e, que receberam alimentacdo acida,
com ingredientes contendo taninos, demonstraram menor digestibilidade dos

nutrientes e piores taxas de conversdao alimentar, queda no desempenho



produtivo e baixa no depadsito lipidico nas carcacas e visceras (QUINTERO et

al., 2000).

Por outro lado, nos peixes sem estbmago e de digestédo alcalina, taninos
condensados nao provocaram efeitos deletérios, porém os hidrolisaveis

causaram intoxicagdo acumulada (BECKER e MAKKAR, 1999).

A diversidade de efeitos dos taninos se deve as diferencas na capacidade
fisiologica dos animais e as diferentes reacdes quimicas apresentadas pelos
diversos grupos de taninos, fato que demonstra a correlagcdo entre o nicho

alimentar e a espécie animal (HAGERMAN et al., 1992).

Assim pode-se listar diversos frutos com a presenca de taninos entre eles:
Vitis spp L.(uva), Malus pumila Mill. (mac¢d), Rubus manogyna L. (framboesa),
Vaccinium oxycoccus L. (“cranberries”). Entre bebidas as comumente utilizadas
sdo: Coffea spp. L. (café), Camellia sinensis L. Kuntze (cha verde). Entre os
cereais: Hordeum spp. L. (cevada), Vicia spp. L., Pisum spp L. (ervilha), Brassica

napus L. (mostarda) (PRICE e BUTLER, 1980).

Os efeitos dos taninos em algumas espécies de animais ndo sdo muito
favoraveis. Entretanto, muitos efeitos benéficos em humanos ja foram descritos
como por exemplo: inibicdo da oxidacédo in vitro da LDL (lipoproteinas de baixa
densidade), protecdo contra doencas cardiovasculares, devido as
proantocianidinas presentes no vinho e no ch4, em casos de consumo moderado

(BUELGA e SCALBERT, 2000).

Chung et al. (1998), em uma revisdo confirmam dados sobre algumas

atividades dos taninos condensados e hidrolisaveis como: agao antibacteriana,



atividade hipotensora, auxilio na coagulagdo sanguinea, diminuicdo no nivel de

lipidios e modulacéo na atividade imunologica.

Proantocianidinas oligoméricas possuem atividade sobre o sistema
circulatorio, que se baseia na dilatacdo coronariana e efeito inotrépico positivo

(WEINGS et al., 1971).

Hatano et al. (1989), observaram que, flavan-3-0is, proantocianidinas e
taninos hidrolisdveis possuem capacidade de capturar radicais livres do
oxigénio, importantes no processo inflamatério, levando a acreditar num possivel
efeito anticarcinogénico e antimutagénico, ja que a producdo de radicais livres
interage com macromoléculas celulares através de genes mutantes e
carcinogénicos. Essa acao € dependente do grau de hidroxilacdo do anel B, do
grau de polimerizacéo e, do grau de galoilacdo das substancias (CHUNG et al.,

1998).

Gazave et al. (1975), observaram que epigalocatequina atua como cofator
para vitamina C, enquanto Matthe et al. (1999), estudaram os taninos como

inibidores da transcriptase reversa do virus HIV.

Prodelfinidina B-2 e diversos taninos elagicos agem como antiinflamatorios
por bloguear a hialuronidase ativa ou degranulacdo dos mastdcitos

(KAKEGAWA et al., 1985).

Buelga e Scalbert (2000), relataram que polimeros fendlicos dos chéas e vinho
apresentam efeito sobre o cancer, e Morton (1986), demonstrou que alguns chas
contendo taninos apresentaram efeito sobre o cancer esofagico. Kandil e Nassar
(1998), demonstraram a atividade de um elagitanino (taninos hidrolisaveis)

obtido através de Terminalia arjuna Wight & Arn. em cancer de mama.



Atividade antibacteriana dos monémeros galoilados contra Streptococcus
mutans, agente etioldgico da céarie foi observada por Otake et al. (1991) e
Nakahara et al. (1993). Os taninos possuem atividade antibacteriana contra
Gram-negativas e Gram-positivas como foi demonstrado na reviséo de Scholz
(1994), entretanto as proantocianidinas diméricas, triméricas e tetraméricas
isoladas do Pavetta owariensis P. Beauv. (Rubiaceae) ndo demonstraram
atividade contra Streptococcus pneumoniae e Neisseria gonorrhoeae (BALDE et
al., 1990). Recentemente, Toledo (2002) observou a auséncia de atividade
antibacteriana contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, para as substancias galocatequina, epigalocatequina,
4’-O-metilgalocatequina e 4’-O-metilgalocatequina-(40—8)-4’-O-

metilgalocatequina.

O mesmo autor estudou a atividade de subfracdes do extrato de cascas de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, planta com elevados teores de
taninos em suas cascas, demonstrando possuir atividade contra as formas
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, com inibicdo total do

crescimento das mesmas na concentracdo de 100 pug/ml nas primeiras 20 h.

3.7. Atividade antioxidante

Nas Ultimas décadas, foram realizadas inUmeras pesquisas para
esclarecer o papel dos radicais livres em processos fisiopatolégicos como
envelhecimento, cancer, aterosclerose, inflamagéo, entre outros (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; MITTLER, 2002).

Existem estudos sobre a etiologia de doencas degenerativas e 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 doencgas cronicas (MELLO e SANTOS, 2001).

Em primeiro lugar é necessério ter uma noc¢éo do que € um radical livre.
As camadas eletronicas 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
eletrbnica, ou seja, o0s elétrons da Ultima 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 e MATSUBARA ,1997)

A formacao de um radical livre, o superéxido (Oz™), € derivado do oxigénio
molecular (02). O Oz é composto por dois atomos de oxigénio (O), cujo numero
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 (O2), 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 12 elétrons na ultima
camada (L).

Deve-se recordar que reacdes de reducao implicam em ganho de elétrons, e as
de oxidacdo em perda. Portanto, quando no metabolismo normal ocorrer uma
reducdo do oxigénio molecular (O2), este ganhara um elétron, formando o radical
superoéxido (O2+), considerado instavel por possuir numero impar (13) de elétrons
na ultima camada L. Os radicais livres sdo formados em um cenario de rea¢cdes

de oxido-reducao, portanto, os radicais livres provocam ou resultam esse tipo de

reacao na ultima camada (RUSSEL, 1994).



Na verdade, radical livre ndo é o termo ideal para designar os agentes
reativos patogénicos, pois alguns deles ndo apresentam elétrons
desemparelhados em sua ultima camada. Como em sua maioria sdo derivados
do metabolismo do Oz, pode-se utilizar a seguinte designacéo aos radicais livres:
"espécies reativas do metabolismo do oxigénio" (ERMO). As ERMO sao
encontradas em todos os sistemas biol6gicos. Os processos oxidativos podem
ser evitados através da modificacdo das condigbes ambientais ou pela utilizacao
de substancias antioxidantes com a propriedade de impedir ou diminuir o
desencadeamento das reacgOes oxidativas (ALLEN e HAMILTON, 1983 apud

SOARES, 2002).

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e
algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992 apud SOARES,
2002; MELLO e SANTOS, 2001), agindo tanto na etapa de iniciacdo como na
propagacdo do processo oxidativo. De acordo com o radical substituinte da
molécula do composto fendlico este apresenta um mecanismo diferente de acao

antioxidante (GRASSMANN et al., 2002).

Os produtos intermediarios, formados pela a¢do destes antioxidantes, sdo
relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aroméatico apresentada por
estas substancias (NAWAR, 1985 apud SOARES, 2002) o que pode acontecer
por exemplo com os taninos. Os compostos fendlicos e alguns de seus derivados
séo, portanto, eficazes para prevenir a oxidagao lipidica; entretanto, poucos sao
os permitidos para o uso em alimentos, devido principalmente a sua toxicidade

(SHAHIDI et al., 1992 apud SOARES, 2002).



Alguns estudos estao sendo realizados com objetivo de encontrar plantas
com atividade antioxidante tendo em vista o interesse da indUstria farmacéutica,
alimenticia e cosmética em novas substancias com essa propriedade (CUENDT

etal., 1997, HOSTETTMAN et al., 2003; NEGRO et al., 2003).

Tendo em vista que a modificacdo oxidativa das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) é um iniciador importante da aterogénese (STEINBERG et al.,
1990; STEINBRECHER et al., 1990 apud SOARES, 2002), varios autores
utilizaram o modelo de oxidagdo de LDL in vitro para verificar o potencial
antioxidante de acidos fendlicos. Alguns deles, como o caféico e o clorogénico,
apresentaram um elevado poder antioxidante neste sistema, sendo comparado
ao poder encontrado para a vitamina E, C e p-caroteno (SOARES, 2002).

A atividade antioxidante dos componentes volateis de Artemisia judaica L.
foi estudada por El-Massry et al. (2002), observando a presenca de inimeros
componentes que podem ser usados como antioxidante e flavorizante na
industria alimenticia.

Negro et al. (2003), estudaram o efeito antioxidante dos compostos
fendlicos isolados do extrato de uva vermelha através do teste de descoloracao
do B-caroteno, e observaram que as substancias polifendlicas obtidas dessa
espécie vegetal possuem efeito antioxidante quando comparadas com 0s
antioxidantes sintéticos hidroxitolueno butilado.

Velasquez et al. (2003), avaliaram a atividade antioxidante de seis plantas
da medicina tradicional paraguaia. Os extratos metandlicos de Aristolochia
giberti Hook, Cecropia pachystachya Trec., Eugenia uniflora L., Piper fulvescens
DC., Schinus weinmannifolia Engler e Schinus terebinthifolia Engler, foram

avaliados, observando-se a protecdo contra a acdo enzimatica e ndo enziméatica



da peroxidagdo lipidica nas membranas microssomais de ratos. Todas as
plantas avaliadas apresentaram atividade inibitoria na peroxidagdo lipidica.
Aristolochia giberti Hook., Schinus weinmannifolia Engler, Piper fulvescens DC.

em baixas concentragées inibiram a peroxidagéo lipidica microssomal.

3.8 Antimicrobianos

A histéria do desenvolvimento e uso de substancias antimicrobianas na
pratica médica antecedeu a descoberta de espécies microbianas uma vez que
Hipocrates (460-337 a.C.) recomendava a lavagem de ferimentos com vinho
para impedir o processo infeccioso. Documentos datados de 2500 a 3000 anos
atrds, mostram que alguns povos como chineses e indianos, ainda primitivos,
utilizavam mofo, papa de soja e outros produtos correlatos para o tratamento de
lesdes infectadas e processos inflamatoérios (LIMA, 2001).

As substancias antibiéticas ou antimicrobianas representam um imenso
avanco da farmacoterapia nas Ultimas cinco décadas ou mais. Os
antimicrobianos atuam sobre microorganismos patogénicos e oportunistas que
podem levar a uma incapacitacdo prolongada ou mesmo levar ao Obito
(ROBERTS, 1997 apud LIMA, 2001).

A toxicidade dos taninos para com 0S microrganismos tem sido bem
documentada. Estudos envolvem varios campos de pesquisas, entre eles:
alimentos, plantas, solos, patologia de plantas, farmacologia e nutricdo humana
e animal (SCALBERT, 1991).

Taninos e compostos fendlicos vém sendo amplamente reconhecidos por

possuir alto potencial antibiético, afirmacao esta que confirma o uso de plantas



medicinais ricas em polifendis como drogas com efeito anti-séptico (KOLODZIEJ
et al., 1999).

Scalbert (1991), propbs diferentes mecanismos para explicar esta
atividade antimicrobiana: inibicdo de enzimas extracelulares, deprivacdo de
substrato, inibicdo da fosforilag@o oxidativa, além de mecanismos que envolvem
deprivacéo de ferro.

Em um estudo realizado com Agrimonia pilosa Ledeb, planta amplamente
distribuida na Asia, foram isolados trés derivados de catequina a partir de um
extrato acetbnico das raizes, os quais demonstraram atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus (KASAI et al., 1992).

Uma fracdo de proantocianidinas, isolada da espécie Vaccinium
macrocarpon Ait., foi testada frente a Escherichia coli, apresentando potente
atividade biologica por inibir a aderéncia da bactéria nas células uroepiteliais
(FOO et al., 2000).

Simeray et al. (1982), demonstraram que extratos de algumas plantas da
familia Cistaceae sao eficientes in vitro contra diversos fungos, propriedade essa
atribuida aos taninos condensados.

Um estudo da atividade antibacteriana de diversos taninos frente a
Staphylococcus aureus demonstrou que o acido tanico € um 6timo adjuvante no
tratamento de infeccbes da pele (AKIYAMA et al., 2001).

Navarro et al. (1996), realizaram uma triagem com doze espécies
botanicas usadas na medicina tradicional do México, para detectar a possivel
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Dentre as plantas estudadas

encontra-se a mutamba (Guazuma ulmifolia Lam.) que apresentou resultados de



inibicdo do crescimento microbiano (CIM) frente aos microrganismos acima
citados da ordem de 10, 20 e 40 pg/ml, respectivamente.

Taninos isolados da espécie Vaccinium vitis-idaea L. testados contra
patdgenos periodontais apresentaram potente atividade antimicrobiana,
podendo assim, ser essa planta Gtil no tratamento de doencas periodontais (HO
et al., 2001).

Holetz et al. (2002), realizaram um estudo de algumas plantas usadas na
medicina popular brasileira no tratamento de doencas infecciosas. Os autores
observaram que 10 das 13 plantas estudadas apresentaram potencial
antimicrobiano e 9 plantas apresentaram potencial anticandida, comprovando a
eficiéncia da etnoboténica no estudo de espécies para o tratamento de varias
doencas infecciosas.

Galina (2003), realizou testes de atividade antimicrobiana para Guazuma
ulmifolia Lam. frente a bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Bacillus subtilis) e Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli). A andlise foi realizada com o extrato bruto das cascas de mutamba e
fracbes semipurificadas, confirmando a atividade bacteriostatica frente as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e bactericida frente as bactérias
Gram-positivas.

Estudos realizados com Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville por
Toledo (2002), planta do mesmo género da espécie em estudo nesse trabalho,
demonstrou que subfracdes isoladas das cascas dessa espécie mostraram
atividade antibacteriana contra cepas Dbacterianas  Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e Gram-negativas (Pseudomonas

aeruginosa e Escherichia coli), sendo que uma subfragdo em especial (F3#12)



mostrou a melhor atividade contra Pseudomonas aeruginosa, bactéria resistente

a varios agentes antibacterianos.

3.9 Cicatrizacao

A pele adulta normal consiste de duas camadas: (1) um epitélio superficial,
estratificado queratinizado, que repousa sobre uma lamina basal, que o separa
da derme, e (2) a derme, que € uma camada de tecido conjuntivo, rica em
coladgeno, e prové suporte e nutricdo ao epitélio (Fig. 10). Apéndices da pele, tais
como pélos e glandulas, também séo observados. Eles derivam do epitélio e se

ligam a ele, mas se projetam profundamente na derme.
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Figura 10- Esquema de corte da pele

Fonte: A pele..., 2003

Pelo fato de a pele agir como uma barreira protetora contra o ambiente
externo, qualquer ruptura em sua integridade necessita ser rapidamente e

eficientemente reparada. Tal reparo envolve uma sequUéncia de eventos



coordenados, altamente complexos, que podem ser divididos em trés fases que
se sobrepdem — inflamacgé&o, contracéo da ferida e reconstituicdo e remodelacéo
da matriz extracelular (CHITHRA et al., 1998; WEARING e SHERRATT, 2000).
Se a injuria é restrita a epiderme, seu reparo comeca quase
imediatamente e pode selar a ferida dentro de 24 h. Contudo, quando a derme
também é danificada, um reparo temporario é obtido na forma de um coagulo e
nos dias subsequientes seguem-se as etapas para regenerar as partes perdidas.
Estas etapas incluem a migracdo de células inflamatorias e fibroblastos, e o
crescimento de capilares para o interior do codgulo. Estas células e capilares
compdem um tecido de granulacdo contratil, que puxa as margens da ferida.
Paralelamente, a partir das margens da epiderme seccionada, 0s queratindcitos,
das camadas basal e supra basal (AGREN, 1999), migram no sentido da ferida
para cobrir a superficie desnuda (MARTIN, 1997).
Apés a separacao dos queratinécitos da membrana basal, estes encontram
o leito de matriz provisoria da ferida, muito diferente daquele da membrana basal,

sendo composto de fibrina, fibronectina, vitronectina, tenascina e colagenos

(AGREN, 1999).

Algumas horas apés o inicio da migracdo, os queratindcitos da margem da
ferida sofrem um aumento em sua atividade proliferativa, a qual, embora n&o
estritamente necessaria para o0 movimento da reepitelizacdo, prové um pool

extra de células para renovar aquelas perdidas durante a injuria (MARTIN, 1997).

Durante o reparo cutaneo, a matriz extracelular ferida € um regulador chave
dos processos de adesédo, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. A
quantidade e a organizacdo de matriz extracelular na ferida sdo determinados

por um equilibrio dindmico entre a sintese, deposicao e a degradacao da matriz



(SOO et al., 2000). As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo uma familia de
enzimas que tém a habilidade coletiva de degradar todos os componentes da
matriz extracelular. As MMPs sdo categorizadas em colagenases, gelatinases,

estromelisinas, matrilisinas e MMPs de membrana.

Todas as atividades que levam ao processo de cicatrizagao de feridas, sao
controladas por diversos fatores de crescimento e por componentes da matriz
extracelular responsaveis por disparar sinais que iniciam e param cada uma
dessas atividades (AGREN, 1999). Tais fatores de crescimento séo liberados
por varios tipos celulares, como plaquetas, macréfagos, queratinécitos e
fibroblastos; eles iniciam o processo de cicatrizacdo, atraindo células
inflamatorias para o local da ferida, estimulando a contracéo do tecido conjuntivo,
a resposta angiogénica (MARTIN, 1997; AGREN, 1999), a producéo de colageno
pelos fibroblastos e a expresséo de proteases pelos queratindcitos, responsaveis
pela remodelacdo da matriz extracelular (SOO et al., 2000). Estes processos

ocorrem de uma forma espacgo-temporal altamente organizada (AGREN, 1999).

Com o objetivo de restaurar a pele lesada, os curativos, que sao realizados
desde o inicio da civilizacao, utilizam os mais variados produtos com a intencao
de abreviar o tempo da cicatrizacdo e diminuir o sofrimento dos pacientes

(CICATRIZACAO..., 2003).

As feridas crbnicas e seu tratamento sdo responsaveis pelos elevados
custos no sistema de saude. Mais de 2 milhdes de pessoas sofrem com este
tipo de ferida, sendo que em 25% dos casos, elas ocorrem nas pernas e nos pes
(STADELMAN, 1998). Além disso, promove danos a sociedade, como menor
qualidade de vida e produtividade. Em funcao disso, o processo de cicatrizacao

e seu tratamento vem sendo intensamente estudado.



Observa-se, quando da execuc¢ao dos curativos, a dificuldade na escolha
de produtos mais adequados, de acordo com cada momento de evolugédo do
processo cicatricial e paralelamente a esta questdo, os profissionais da saude,
bem como pacientes e familiares, deparam-se com o alto custo dos produtos
comercializados, que apresentam comprovadamente bons resultados.

Esta situacdo se agrava nos casos de feridas cronicas, cujo tratamento é
prolongado, e muitas vezes agravado pela pré-existéncia de patologias como o
diabetes ou insuficiéncia vascular, que dificultam a cicatrizagéo.

Muitos sao os produtos e técnicas utilizadas para o tratamento de feridas
(MEDEIROS et al.,, 1999; CANDIDO, 2001). Contudo, nem sempre estes
tratamentos sao disponiveis no mercado, nem tdo pouco acessiveis do ponto de
vista econdmico, para as populagdes de baixa renda.

Apesar de toda tecnologia buscando a melhora da cicatrizac&o, os elevados
custos s&do um fator limitante no uso de todo esse arsenal terapéutico. A
populacdo com menor poder aquisitivo, cerca de 65-80% da populacdo mundial,
buscam, nas plantas, a cura de seus males. O Brasil € um pais rico em plantas,
utilizados de forma terapéutica pela populagéo, para o tratamento de lesbes
cutaneas agudas ou crénicas. Contudo, grande parte desses produtos naturais
ainda néo tém sua eficacia e nem mesmo seus efeitos adversos cientificamente
demonstrados (CALIXTO, 2000).

Carvalho et al. (1991), estudaram a atividade cicatrizante de creme de
caléndula (Calendula officinalis L.) e associacdo de confrei (Symphytum
officinale L.), prépolis e mel em feridas infectadas em ratos. Os autores

observaram a aceleracdo da cicatrizacdo nos grupos tratados e tambéem a



atividade superior do creme de caléndula (Calendula officinalis L.) quando

comparado com o creme de confrei (Symphytum officinale L.), prépolis e mel.

Brito et al. (1998), estudaram os efeitos do oOleo de copaiba [Copaifera
officinalis (Jacq.) L.] na cicatrizacdo de feridas abertas em ratos, tratados com
Oleo de copaiba ou salina. Os pesquisadores observaram um aumento no
tamanho da crosta das les6es e também a presenca de escaras e perda de

pélos.

Posteriormente os mesmos autores (1999), realizaram um estudo
microscépico (morfométrico e morfolégico), e observaram que 0 processo
inflamatério foi encontrado em ambos grupos, entretanto este foi maior no grupo
tratado com Oleo de copaiba [Copaifera officinalis (Jacq.) L.] em todos os
periodos de tratamento. O valor da contagem de vasos sanguineos foi maior no
grupo tratado com 6leo de copaiba [Copaifera officinalis (Jacg.) L.] e a contagem

das fibras colagenas obteve maior aumento no grupo controle.

Speroni et al. (2002), estudaram a acao cicatrizante de Echinacea pallida em
excisdes na pele de ratos e observaram que o equinacosideo foi o responsavel
pela atividade cicatrizante. A Echinacea purpurea especialmente possui

atividade cicatrizante provavelmente por uma agao antihialuronidase.

O género Stryphnodendron descrito na Farmacopéia Brasileira (1929) como
tendo acao cicatrizante, embora ndo existam muitos estudos demonstrando de

gue maneira, ou em quais etapas da reparacao tecidual esta planta € efetiva.

O extrato aquoso de Stryphnodendron obovatum Benth. acelerou a
cicatrizacdo de Ulceras de contencédo em ratos tratados durante um periodo de

1 a 6 dias (FAVARETTO et al., 1985).



Panizza et al. (1988) observaram que feridas de ratos tratados com
decocto a 1% das cascas de Stryphnodendron barbatiman Mart. acelerou o
processo de cicatrizacdo e reduziu os fendmenos inflamatorios.

Em estudos mais recentes Vieira et al. (1998), compararam a atividade da
pomada de barbatimdo, Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, a 1% com
Nebacetin® em ratos. Observaram que os dois tratamentos apresentaram
resultados semelhantes quanto a reepitelizacao, neocapilarizacdo e formacéao de
tecido de granulacéo.

Recentemente Palermo et al. (2002), estudaram a atividade de pomadas
contendo 1% de uma fracdo F#3 de barbatimdo Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville, na proliferacdo celular observando uma estimulacdo desta
atividade em ratos tratados diariamente durante 4 e 7 dias, sugerindo um efeito

cicatrizante.

4. METODOLOGIA

4.1Droga Vegetal
As cascas e folhas utilizadas no controle de qualidade foram coletadas
na regiao de Assis, no Instituto Florestal (22°35'20,8”S; 50°24°18,7”W; 546 m
altitude) e lepé (Km 30, rodovia 457), no Estado de Sdo Paulo (Anexo 1),
regido de cerrado brasileiro, nos periodos de outubro de 2000, fevereiro de
2001 e setembro de 2001.
As cascas de Stryphnodendron obovatum Benth. utilizadas no

isolamento quimico (1 kg aproximadamente) foram coletadas em 19 de



fevereiro de 2001 na regido de Assis, no estado de Sao Paulo (22°35’20,8”'S;
50°24’18,7”W; 546 m altitude) (Anexo 1).

Foram produzidas exsicatas das diferentes coletas que encontram-se
depositadas no Herbario do Departamento de Biologia da Universidade

Estadual de Maring&4 sob os nimeros HUM 8137, 8139, 8180, 8182, 8583.

4.2 Solventes, solucdes e reagentes

Todo trabalho realizado em laboratério foi efetuado empregando-se
reagentes com grau de pureza pré-analise (p.a.), das marcas Mallinckrodt®,
Merck® ou Sigma®, exceto quando especificado.

Acetato de etila

Acetato neutro de chumbo
Acetona

Acetona/agua (7:3; VIV)
Acido acético glacial

Acido férmico

Agar Mueller-Hinton medium desidratado Difco
Anidrido acético

Azul de astra

Caldo Mueller-Hinton Difco
Cloreto férrico 2%
Cloroformio

Cloroférmio deuterado Isotec®

Dimetilsulfoxido



DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Eosina

Etanol

Eter etilico

FAA [Etanol/dgua destilada/formol/acido acético (10:7:2:1; V/V]
Ferrocianeto de potassio [K(FeECN)s} a 1%
Formaldeido

Hematoxilina

Hidroxido de potéssio

Magnésio em po

Metanol

Metanol deuterado Isotec®

Nistatina

Nitrato de prata

Parafina

Penicilina

Permount®

Piridina

Pomada controle (base de Beeler)

Pomada tratamento (contendo extrato bruto, fracéo acetato de etila ou fracdo
aguosa a 2,5%)

Salina 0,9%

Solucéo aquosa saturada de acido picrico

Solucéo de sulfato de bario (escala de MacFarland)

Solucéo metandlica de cloreto férrico 1%



Tetraciclina

TTC (Inlab®) cloreto de trifeniltetrazélio
Vancomicina (LIBRA®)

Vincristina (Oncovim®- Lilly)

Xilol

4.3 Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento — Fisatom 752A

Aparelho de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear — Varian
Gemini 300BB

Aparelho de ultrassom — Unique USC cleaner 1450, 25 kHz

Autoclave vertical — Fabbe — Primer modelo 103

Balanca analitica AND HR-200

Balanca semi-analitica Marte AL-500

Banho maria — Marte MB

Bomba de vacuo — Ibav BRD4

Cémara de ultravioleta 365 nm — Germetec

Céamara de fluxo laminar

Coletor de fracbes — ISCO Modelo 328

Coletor de frac6es — Pharmacia Biotech FRAC-200

Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (c: 4mm; & 3mm) e coluna (c: 250 mm; &
4mm) com tamanho de particula de 5 um e alca de 20 pl

Cromatdgrafo liqguido Gilson modelo 321 injetor manual Rheodyne e software

UniPoint LCNT



Espectrofdmetro UV/VIS Cary 1E Varian

Espectrometro de massas ESI-MS Quattro LCZ micromass, Manchester — UK
(elétron spray positivo)

Estufa bacteriolégica

Estufa de secagem e esterilizacdo — Fanem 315SE

Evaporador rotatorio Bichi R-114, R-153

Injetor manual Rheodyne

Liofilizador Christh Alpha 1-2

Membrana de politetraflouretileno (Millipore® - FHLP01300)

Microscopio Olympus CBB

Micrétomo rotativo Leitz 1512

4.4 Identificacéo e caracterizacdo da espécie em estudo

4.4.1 Estudo Botanico

4.4.1.1 Estudo taxondmico

A identificacdo da espécie foi realizado no Laboratério de Sistematica

Vegetal da UEM pela Profa. Dra. Cassia Ménica Sakuragui, por comparacao

com o tipo nomenclatural.

4.4.1.2 Descrigdo Botanica

4.4.1.2.1 Inclusdo do material vegetal em parafina (MONTENEGRO, 1985)



As cascas mantidas em glicerina foram seccionadas em fragmentos com
aproximadamente 0,5 cm de largura e 1 cm de altura, os quais foram submetidos
a desidratacéo.

Em seguida procedeu-se a inclusdo do material em parafina por 12 h em
estufa a 58 °C, sendo 4 h de imersao em t-butanol/parafina (1:1, V/V) e 8 h em
parafina. Os blocos foram preparados em pequenas caixas de papel com volume
aproximado de 1 cm?e deixados em temperatura ambiente por 10 min e, apés,
0s blocos foram colocados em refrigerador a 4 °C por 1 h.

Os cortes anatdmicos foram obtidos em micr6tomo na espessura de 12
pum e transferidos para laminas de vidro, sendo distendidos em chapa aquecida
a = 50 °C. Apos, procedeu-se a desparafinizacdo dos cortes utilizando a
sequéncia: xilol desparafinizador, xilol:alcool 3:1, xilol:alcool 1:1, xilol:alcool 1:3
por 1 min em cada um. A etapa de colorag&o dos cortes consistiu na sequéncia
de &lcool 100, 70, 50 °GL, 4gua destilada por 1 min e safrablau 60 min, seguido
de lavagens na sequéncia inversa de é&lcool, e xilol diafanizador (15 min), em

seguida as laminas foram montadas com Permount®.

4.4.2 Analises fisico-quimicas

4.4.2.1 Perda por dessecacdo (FARMACOPEIA, 2000)

Amostras pesando exatamente cerca de 2,0 g da droga vegetal foram
colocadas, em pesa-filtros previamente tarados e em seguida colocados em
estufa por 2 h, a temperatura de 105 °C. Apoés resfriamento em dessecador,
os pesa-filtros foram pesados e recolocados em estufa por mais 30 min. Este
procedimento foi repetido até peso constante. Os resultados estdo expressos

em perda de massa percentual, através da meédia de trés determinacoes.



4.4.2.2 Determinacéo do teor de extrativos (FARMACOPEIA, 2000)

Cerca de 1,0 g da droga vegetal seca e moida, exatamente pesada, foi
submetido a decoccdo com 100,0 g de &gua, durante 10 min. Apds
resfriamento, o volume foi completado a 100,0 ml. A solugéo foi filtrada em
papel filtro e os primeiros 20,0 ml foram desprezados. Do restante do filtrado
foi pesada uma aliquota equivalente a 20,0 g, em pesa-filtro previamente
tarado, e evaporado até secura em banho de agua, sob agitacdo constante.
O residuo foi colocado em estufa, a temperatura de 105 °C por 2 h, resfriado
em dessecador e pesado. O teor de extrativos foi calculado em massa

percentual, pela média de trés determinacdes segundo a equacao:

= _ 9:FD.100
m

T

onde:

TE = teor de extrativos (%:;m/m)
g = massa de residuo seco (Q)
m = massa de amostra (g)

FD = fator de diluicéo (5)

4.4.2.3 Perda por secagem (FARMACOPEIA, 2000)

Cerca de 2,0 g exatamente pesados da droga vegetal fresca foram
colocados a secar a temperatura ambiente. Foram pesados diariamente até
peso constante. A perda por secagem foi calculada pela média das

determinacdes das amostras avaliadas.



4.4.3 Analise fitoquimica preliminar (HARBORNE, 1984)
4.4.3.1 Identificacdo do nucleo esteroidal

Reacdo de Liebermann-Burchard: foram evaporados, em capsula de
porcelana, cerca de 2,0 ml do extrato cloroférmico e retomado o residuo com
cerca de 1,0 ml de anidrido acético. Transferiu-se para um tubo de ensaio e
adicionou-se cuidadosamente 1,0 ml de &cido sulfdrico concentrado.
Observacao de um anel colorido entre as fases, sendo positivo para heterosidios

cardiacos.

4.4.3.2 Teste de espuma (saponinas)

Foram transferidos 0,5 g de droga pulverizada em um tubo de ensaio e
tratados com 10,0 ml de &gua destilada quente. Apos o resfriamento, foi agitado
vigorosamente por 10 s. Observou-se a formagéo de espuma com no minimo 1

cm de altura e persistente por no minimo 15 min.

4.4.3.3 Polifenois

A 20,0 ml de um extrato aquoso a 10% foram adicionadas 5 gotas da
seguinte mistura: 1,0 ml de solucdo de cloreto férrico a 1% (p/V) + 1,0 ml de
solucdo de ferrocianeto de potassio a 1% (p/V). Observou-se a formacgdo de

coloragéo vermelha na camada aquosa.

4.4.3.4 Taninos condensados e hidrolisdveis — Reagdo de Stiasny
Submeteu-se a refluxo por 30 min, 50 ml de um decocto a 5% adicionado
de 15 ml do reativo de Stiasny (5 ml de HCI concentrado + 10 ml de formol sob

refluxo durante 20 min). Os taninos condensados originam um precipitado



vermelho (flobafenos). Os taninos hidrolisaveis, se presentes, permanecem em
solucéo, podendo ser detectados da seguinte maneira: 10 ml do filtrado + 5 g de
acetato de sodio + 4 gotas de FeClz a 1% em solucdo metandlica. Presenca de

coloracdo azulada indica positividade de reacao.

4.5 Andlise Quantitativa

4.5.1 Determinacao do teor de taninos totais (GLASL, 1983)

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

Para a determinacdo de polifendis totais (PT), 5 ml da SM foram
diluidos com agua em baldo volumétrico de 25 ml. Dois mililitros dessa
solucdo foram transferidos com 1 ml de solucdo de &cido fosfotungstico R
(Reagente de Folin-Ciocalteu) e 10 ml de agua para um baldo de 25 ml,
completando-se o volume com solucéo de carbonato de sédio 14,06%. Apds
15 min da adicdo da ultima solugcdo mediu-se a absorvancia a 691 nm,
empregando-se a agua como branco. Para a determinacéo de polifendis nédo
adsorventes (PNA), 10 ml da SM foram transferidos com 0,100 g de po de

pele R para um béquer e agitados durante 60 min. Apds, a solucgéo foi filtrada



e, 5 ml do filtrado foram diluidos com agua em baldo volumétrico de 25 ml.
Dois mililitros dessa solugéo foram transferidos com 1 ml de solucdo de &cido
fosfotungstico R (Reagente de Folin-Ciocalteau) e 10 ml de agua para um
baldo de 25 ml, completando-se o volume com solu¢do de carbonato de sédio
14,06%. Apds 15 min da adi¢do da ultima solugdo mediu-se a absorvancia a
691 nm, empregando-se a agua como branco. O conjunto de operacdes
(extracoes e diluicdes) foram realizados sob protecdo da acéo da luz direta. A

porcentagem de polifendis e taninos totais foi calculada segundo as férmulas:

_ 15625.ABs
1000.m
A _ 15625.Abs
1000.m
TT =PT —PNA
onde:
PT= Polifendis totais (%)
PNA= Polifendis ndo adsorventes (%)
Abs= Absorbancia medida
M = Massa da droga em gramas
TT= Teor de taninos totais
Abs= Absorbancia da droga




4.6 Isolamento de compostos fendélicos (MELLO, 1995, TOLEDO, 2002)
Apéds secagem, as cascas foram moidas em moinho de martelos.
Preparou-se o extrato bruto em turbo-extrator, partindo-se de 500 g de cascas
moidas, por 15 min, tomando-se o cuidado para que a temperatura nao
excedesse a 40 °C, na propor¢ao de 1:10 (m/V), com a mistura de acetona-
agua (7:3; VIV). Apos a filtracdo por algodao, o filtrado foi concentrado em
evaporador rotatério sob pressao reduzida com temperatura média de 40 °C
até completa eliminacdo do solvente organico. O extrato foi congelado emm

nitrogénio liquido e liofilizado, obtendo-se o extrato bruto (EB) (Fluxograma 1).

4.6.1 Obtencéo da fracao acetato de etila

O extrato bruto liofilizado (50 g) foi ressuspendido em agua (500 ml) e
particionado com acetato de etila (500 ml; 12 vezes). As fases aquosa (FA) e
acetato de etila (FACOEt) foram separadas, concentradas em evaporador

rotatdrio, congeladas e liofilizadas.

4.6.2 Isolamento dos compostos presentes na fracao acetato de etila
Para o fracionamento da fracdo FACOEt, empregou-se uma coluna de
vidro (h: 750 mm; &: 55 mm) contendo Sephadex® LH-20 como fase
estacionaria. A coluna, apés limpeza apropriada, foi estabilizada com etanol
50%. Dez gramas da fracdo FAcCOEt, apds ser dissolvida em uma pequena
guantidade do primeiro sistema eluente, foram adicionados no topo da coluna
com auxilio de pipeta de Pasteur, empregando-se a seguinte seqiéncia de

fase mével, em proporcao volumétrica:

1. EtOH/H20 (1:1)



2. EtOH (70)

3. EtOH (100)

4. MeOH/H:20 (1:1),

5. Acetona/H20 (7:3)

Em cada tubo de ensaio foram recolhidos 10 ml com fluxo de 1,0
ml/min. O monitoramento foi realizado através de cromatografia em camada
delgada a cada 5 tubos. Obtiveram-se 22 fracdes (F1 até F22), que foram
concentradas em evaporador rotatério sob presséo reduzida, congeladas e

liofilizadas (Fluxogramal).

4.6.3 Cromatografia em coluna das fra¢cdes F1 a F12

O fracionamento das frac6es F1 a F12 foi realizado por cromatografia
em coluna (h: 400 mm; & 20 mm) empregando-se Sephadex® LH-20 como
fase estacionaria. A coluna, apds limpeza apropriada, foi estabilizada com
etanol 10%. Adicionou-se a fracdo a ser cromatografada, dissolvida em uma
pequena quantidade do primeiro sistema eluente, e aplicada no topo da
coluna com auxilio de pipeta de Pasteur. Empregou-se a seguinte sequéncia

de fase movel:

1. EtOH 10%
2. EtOH 20%
3. EtOH 30%
4. EtOH 40%
5. EtOH 50%
Em cada tubo de ensaio foram recolhidos 5,0 ml com fluxo de 1,0 ml/min.

O monitoramento foi realizado através de CCD. Obteve-se subfraces, que



foram reunidas, concentradas em evaporador rotatério sob pressao reduzida,

congeladas e liofilizadas.

A coluna, ap6s o processo de separacdo finalizado, passou por um

processo de limpeza com acetona:agua (7:3; V/V) e acido acético 2%.

4.6.4 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada foi realizada em placas de aluminio
de gel de silica 60 Fzs4 (Merck®), utilizando-se como fase moével acetato de
etila/acido formico/agua (90:5:5; V/V). Observou-se em lampada ultravioleta
(UV) 254 nm, em seguida, utilizou-se como revelador cromogénico a solucéo

metanolica de cloreto férrico a 1%.

4.6.5 Derivatizacdo quimica

Em baldo de fundo redondo adicionaram-se 10 mg da fracdo desejada
juntamente com 1 ml de piridina e 1 ml de anidrido acético seguindo esta
ordem de adicdo. Agitou-se levemente, tampou-se e cobriu-se com papel
aluminio, deixando em repouso por 24 h. Apoés este periodo adicionou-se gelo
picado dentro do baldo deixando-se este imerso em gelo durante 2 h, filtrou-
se em filtro G4, lavando-se com agua resfriada. O precipitado obtido no filtro
G4 foi solubilizado em cloroférmio, concentrado em evaporador rotatério sob

presséao reduzida e liofilizado.



4.6.6 Cromatografia em camada delgada preparativa

A amostra, apos ter sido derivatizada quimicamente (acetilagédo), foi
separada por cromatografia em camada delgada preparativa. As placas de
gel de silica foram preparadas como segue: em placas de vidro (20 x 20 cm)
foram espalhadas uma suspensdo 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). Ap6s a corrida, as
manchas foram visualizadas em UV, separadas, calculado o valor de Rf,
raspadas e solubilizadas em cloroformio. Apos, as substancias foram filtradas
em filtro G3, concentradas em evaporador rotatério sob pressao reduzida,
recolhidas em frasco previamente tarado, liofilizadas e acondicionadas em

freezer (-20 °C).

4.6.7 Andlise estrutural das substancias isoladas

Foi realizada através de métodos espectrométricos de ressonancia
magnética nuclear (RMN) 1D (*H,°C), e RMN 2D (*H/*H COSY) e
espectrometria de massas (EM). Os espectros foram analisados e
comparados com dados da literatura. Os espectros de RMN foram obtidos em
aparelho Gemini 300 BB de 300 MHz para 'H e 75 MHz para *3C, junto ao
departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa,
empregando-se solventes deuterados (CDsOD, CDCls). Os espectros de
massas foram obtidos junto ao Instituto de Quimica Orgéanica da Universidade
de Mdunster, Alemanha utilizando-se aparelho ESI-MS Quattro LCZ

micromass, Manchester — UK (elétron spray positivo).



4.6.8 Rotacdo oOtica (Polarimetria)

A determinacdo da rotacéo 6tica ([o]o 2°°) da substancia acetilada
sucedeu-se empregando acetona (grau espectroscopico) a 20 °C. Para a

determinacao do valor, empregando-se a seguinte equacao.

[a] p29°=100. «
Ic

a=rotacdo Otica obtida em graus a 20 + 0,5 °C
I=comprimento da cubeta do polarimetro em dm

c= concentracdo da substancia em porcentagem (m/V)

4.6.9 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.6.9.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — quantitativa

Foi utilizado cromatégrafo liquido Gilson modelo 321, com injetor manual
Rheodyne e software UniPoint LCNT. Pré-colunas (c: 4mm; & 3mm) e coluna (c:
250 mm; & 4mm) preenchidas com LiChrospher® 100 RP-18 com tamanho de
particula de 5 um e alca de 20 pul. Detector de comprimento de onda variavel
Gilson UV/VIS 156 e Degaisser 184. A temperatura do forno para coluna foi de
27 °C e os cromatogramas foram observados nos comprimentos de onda de 210

e 280 nm com sensibilidade de 0,05 AUFS



O sistema eluente utilizado foi metanol:4cido acetico pH= 2,2 conforme
gradiente descrito na tabela 2, com vazao de 0,5 ml/min. Todos os solventes

utilizados possuiam grau HPLC (CLAE).

Tabela 1- Gradiente da fase movel utilizada na CLAE, descrito abaixo:

Tempo (min) | Metanol (%) |Ac. Acetico pH=2,2 (%)
0 0,05 99,95
20 1 99
27 6 94
35 15 85
40 80 20
45 80 20
50 0,05 99,95

4.6.9.2 Curva de calibracdo

4.6.9.2.1 Preparacdo das solucbes padrao de catequina, epicatequina e

galocatequina

Para a obtencéo da curva padréo foram preparadas solu¢gdes contendo
catequina, epicatequina e galocatequina nas concentracdes de 1,00; 0,50; 0,25;
0,125; 0,0625 mg/ml de cada substancia referéncia em mistura metanol:agua
(50:50). As solucdes foram filtradas por membrana de politetraflouretileno
(Millipore® - FHLP01300) de porosidade 0,22 um e, foram aplicados 20 ul no
injetor com auxilio de microsseringa com capacidade de 25 pl.

As areas dos picos correspondentes as substancias foram relacionados
com as respectivas concentracdes, calculando-se as equacdes das retas atraves
da equacéo de regressao linear. Os resultados foram expressos pela média de

cinco procedimentos.



4.6.9.2.2 Preparo das amostras

As amostras analisadas foram solubilizadas em metanol:agua (50:50) nas
concentracbes de 1 mg/ml (subfragbes) e 0,5 mg/ml (fracdo acetato de etila),
sendo em seguida filtradas com filtro Millipore® (FHLP01300) e reservadas para

posterior analise.

4.6.9.2.3 Analise quantitativa

Empregou-se como padrdo externo uma solugdo metandlica de
galocatequina, com concentracdo de 62,5 ug/ml. A solucdo foi filtrada por
membrana de politetraflouretileno (Millipore®, tipo FHLP01300) de porosidade
0,22 um e aplicadas ao injetor com auxilio de microsseringa com capacidade
de 25 ul. As area do pico referente a galocatequina foi determinada por
integracdo e as concentracbes de galocatequina e epigalocatequina nas
amostras foram calculadas através da curva de regresséo linear definida pela
equacao:

Y =ax+Db
onde:
X = concentracdo da substancia, galocatequina e epigalocatequina na amostra
(mg/ml);
a = interse¢do com o eixo x da equacao da reta,

b = coeficiente angular da reta

Y = area do pico da amostra (mV/s)



Os resultados correspondem a média de cinco injecdes.

4.6.9.2.4 Repetibilidade para galocatequina

A solucdo padrao de galocatequina (62,5 pug/ml), foi injetada 10 vezes
isoladamente sempre ao durante o mesmo dia, obtendo-se o valor médio, desvio

padréo e o coeficiente de variacdo (CV%).

4.7 Ensaios biologicos

4.7.1 Estudo da atividade antioxidante (CUENDT et al.,, 1997,
HOSTETTMAN et al., 2003)

As amostras (EB, EtOAc, subfracdes e substancias referéncia) foram
preparadas e aplicadas em placas de aluminio de gel de silica 60 F2s4 na
concentracdo de 100 ug dos extratos e fragbes ndo purificadas e 10 ug dos
substancias referéncia (quercetina, acido galico, rutina, astilbina) e
substancias purificadas. As amostras foram pesadas e solubilizadas em
metanol nas concentra¢des de 5 mg/ 250 ul das amostras nao purificadas e 1
mg/ 500 ul das substancias puras e substancias referéncia.

Em seguida para garantir a concentracao ja especificada anteriormente
de cada amostra, aplicou-se 5 ul das amostras e substancias referéncia na
placa de CCD. A fase movel utilizada foi n-butanol:acido acético:agua (3:1:1;
V/IV) e revelou-se com solucdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) a 0,2%
em metanol. As substancias com atividades anti-radicalares aparecem na

forma de manchas amareladas sobre um fundo violeta.



4.7.2 Estudo da atividade microbioldgica: método de microdiluicdo em
caldo (NCCLS, 2000)
Diluicio em microplaca (determinacdo da concentragdo inibitoria

minima-MIC e da concentracdo bactericida minima-MBC)

4.7.2.1 Padronizacao da suspensao bacteriana

A suspenséo bacteriana foi padronizada adicionando-se gotas de uma
cultura de 24 h, num tubo contendo salina estéril até atingir uma turvagao igual
a suspensao padréo de sulfato de bario correspondente ao tubo 0,5 escala de
Mac Farland (aproximadamente 1,5 X 108 UFC/ml). Posteriormente realizou-
se uma diluicdo 1/10 em tubo eppendorf, obtendo-se uma suspenséo de 10’

UFC/ml.

4.7.2.2 Padronizacao da suspensao da levedura

A suspensao de levedura foi padronizada adicionando-se gotas de uma
cultura de 24 h, num tubo contendo salina estéril até atingir uma turvacao igual
a suspensao padréo de sulfato de bario correspondente ao tubo 0,5 da escala
de Mac Farland (aproximadamente 1,5 X 10° UFC/ml). Posteriormente
realizou-se uma diluicdo 1/100 em tubo eppendorf, obtendo-se uma

suspensdo de 10* UFC/m.

4.7.2.3 Preparo das drogas

A penicilina foi utilizada como controle para Staphylococcus aureus.

Preparou-se uma solucdo A de 5 mg/ml (1 mg em 200 ul de 4gua destilada),



em seguida esta solucgédo foi diluida 1/100 em agua destilada (solucdo B: 0,05
mg/ml), por fim a solu¢do B foi diluida 1/10 em caldo Mueller-Hinton (CMH),

obtendo-se uma concentragéo final de 5 pg/ml.

A vancomicina utilizada como controle para Bacillus subtilis e a
tetraciclina para Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa foram
preparadas atraves da diluicdo de 5 mg das respectivas drogas em 100 pl de
adgua destilada (solucdo A). Esta por sua vez, foi diluida 1/100 em agua

destilada (solucéo B) e a solucéo B foi diluida em 1/10 em CMH.

A nistatina utilizada como controle para as leveduras (Candida albicans,
C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis), foi preparada a partir de uma solucao
estoque de 1,024 mg/ 200 ul de DMSO. Em seguida foi realizada uma diluicao
1/10 em DMSO (solucao A), retirou-se 100 ul da solucao A, que foi adicionado
em 300 ul de caldo Sabouraud (solucéo B) estando o controle em condi¢des

de desenvolver a técnica.

4.7.2.4 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) para bactérias

através do método de diluicdo em placas

Preparou-se uma solugcédo estoque de 20 mg/ml (20.000 pg/ml) da
amostra da droga e realizou-se uma diluicdo 1/10 em CMH, em tubo
eppendorf, obtendo-se uma solugdo de 2.000 pg/ml (solucédo teste).
Pipetaram-se 100 ul de CMH nos 96 pogos da microplaca (Fig.11), sendo um
poco para controle da droga (ultima coluna) e outro para controle da bactéria
(dltima linha). A partir da solu¢do de 2.000 ug/ml, pipetaram-se 100 ul para o

primeiro poco, obtendo-se uma concentracédo de 1.000 pg/ml. Realizaram-se



diluicdes seriadas 1/2 em tubos eppendorf, transferindo-se 100 ul do primeiro
poco para 0s pocos subsequentes, obtendo-se concentracdes de 500; 250;
125; 62,500; 31,250; 15,625 upg/ml. Pipetaram-se 5 ul da suspenséo
bacteriana 10° UFC/ml em cada poco, adicionando-se portanto 50.000
UFC/poco, exceto no poco controle da droga. Incubou-se a microplaca em
estufa a 37 °C/24 h.

A inibicdo do crescimento bacteriano foi evidenciada pela auséncia de
crescimento no meio. Utilizou-se uma solugcdo aquosa de cloreto de trifenil
tetrazolio a 2% (TTC) para facilitar a visualizagdo, determinada como CIM, a
menor concentracdo da fracdo capaz de inibir o crescimento microbiano in
vitro.

Realizou-se a subcultura de todos os pog¢os onde ocorreu inibicdo, do
primeiro pogo onde houve crescimento e do pogo controle da bactéria em
placa com &gar Mueller Hinton (AMH) com alca calibrada de 10 pl. Incubou-
se as placas em estufa a 37 °C/24 h. Para determinacdo da concentracéo
bactericida minima (CBM), as diluicGes que nao resultaram em crescimento
na CIM e duas diluicdes anteriores foram utilizadas semeando-as em AMH,
comprovando a atividade bactericida.

O mesmo procedimento foi realizado para determinacdo da
concentracéo inibitdria minima das leveduras. Nesse caso caldo e o meio de
cultura adequados para realizacdo da subcultura onde determinou-se a
concentracdo fungicida minima, foi o Sabouraud, pois esse contém o0s
nutrientes e o pH necessarios para o crescimento da levedura. O tempo de

incubacéo para a leitura foi de 48 h, numa temperatura de 37 °C.
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Figura 11- Placa de 96 pocos utilizada para desenvolvimento da técnica de

microdiluicdo em caldo

4.7.3 Estudo da acdao cicatrizante

4.7.3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos, pesando
entre 150-180 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
de Maring&. Os animais foram mantidos no biotério setorial do Departamento
de Ciéncias Morfofisiologicas por trés dias antes do procedimento
experimental, para habituagcéo sob condi¢cdes de temperatura de 20 °C, com

ciclos de claro/escuro de 12 h, e livre acesso a agua e alimento.

4.7.3.2 Comité de Etica em Experimentacdo Animal

O presente trabalho foi submetido ao Comité de ética em
experimentacdo animal da Universidade Estadual de Maringa, através de

formuléarios préprios (Anexo 2).



4.7.3.3 Preparo das feridas

Os animais foram anestesiados com éter etilico e submetidos a
tricotomia da regido dorsal, proximo a cabeca onde foram realizadas as
feridas. ApOGs a anti-sepsia da regido com alcool 70%, demarcou-se a
distancia entre as duas feridas (tratada e controle) com um delimitador
metalico medindo aproximadamente 7 mm?2. A seguir as medidas transversal
e longitudinal foram tomadas com um paquimetro, sendo a profundidade

previamente definida através da padronizacdo dos tecidos retirados na

confeccgéo da ferida.
4.7.3.4 Preparo da pomada controle (base de Beeler)

Controle: Base de Beeler (Prista e da Fonseca, 1993)

Alcool cetilico 75,09
Propilenoglicol 50,09
Lauril sulfato de sédio (Surfax 100) 10,0 g
Cera de abelha branco 50¢g
Agua destilada 360,0 g

Técnica de Preparo:

Fundiu-se a fase oleosa em um béquer e a fase aguosa em outro, depois
verteu-se a fase aquosa sobre a oleosa e simultaneamente foi agitado.
Acondicionou-se em frasco opaco e bem vedado, mantendo-se longe de luz,

calor e umidade.



4.7.3.5 Preparo da pomada teste

Empregou-se a base da pomada controle, incorporando-se o

extrato bruto ou fragédo (acetato, aquosa) na concentracao de 2,5%.

4.7.3.6 Aplicacdo da pomada teste e pomada controle

As aplicagbes das pomadas foram realizadas diariamente a partir do
dia que as feridas foram confeccionadas. A aplicacao foi realizada com auxilio
de espatula sobre toda a ferida, uma vez ao dia sempre no mesmo horério e
pelo mesmo analista. Observou-se, ap0s a aplicagdo das pomadas, 0

comportamento dos animais por um periodo de 10 min.

4.7.3.7 Analise macroscoépica

As medidas dos maiores eixos transversal e longitudinal das feridas
foram obtidas no dia em que as feridas foram confeccionadas, e no dia do
sacrificio. As medidas foram tomadas com paquimetro, sempre pelo mesmo

analista.

4.7.3.8 Coleta e processamento do material para analise histolégica

Os animais foram sacrificados com éter etilico apds 4, 7 e 10 dias de
tratamento. Duas horas antes do sacrificio os animais receberam,
intraperitonealmente, 0,5 mg/kg de sulfato de vincristina (Oncovin, Lilly®).
As injecbes foram realizadas sempre no mesmo periodo para eliminar

variacdes cercadianas. Apos o periodo de tratamento, foram realizadas as



medidas das feridas e em seguida os animais foram sacrificados através
do aproveitamento da anestesia com éter etilico. Apds a remogéo da pele,
esta foi aderida em papel cartdo, com a regido da ferida em cicatrizagéo
voltada para cima. Procedeu-se a fixagcdo em Bouim [soluc&o saturada de
acido picrico, formaldeido, &cido acético glacial (75:25:5; V/V)], por um

periodo entre 16-24 h.

As amostras sofreram processo de desidratacdo e foram tratadas com

uma série de alcool em grau alcodlico crescente como descrito abaixo.

1- Alcool 80% — 1 h

2- Alcool 90% — 1 h

3- Alcool 100%—> 1:30 h

4- Alcool 100%—> 2 h

5-Xilol-» 1 h (foi observado a coloragdo material, caso nao estivesse

transparente, foi deixado por mais tempo no xilol)

6-Parafina banho I- 1 h

7-Parafina banho Il— 1:30 h

Apos o procedimento de desidratacdo, as amostras foram emblocadas

em caixinhas de papel de tamanho variavel, de acordo com o tamanho do
material a ser emblocado. As caixinhas foram preenchidas com parafina em
estado liquido. O material foi colocado com a superficie a ser cortada voltada
para baixo. Identificou-se a lateral da caixinha com o nimero e o tratamento
do rato. O material foi solidificado em geladeira e cortado no mesmo dia, caso

contrario solidificou-se a temperatura ambiente. Foram realizados cortes em



microtomo na espessura de 5 um, realizou-se a montagem das laminas e,

posteriormente foi realizada coloracdo de hematoxilina-eosina.

A coloracdo com hematoxilina-eosina foi realizada da seguinte maneira:

8-

Primeiramente o material foi hidratado na sequéncia:

colocou-se o material em xilol para desparafinizar— 30 min

alcool 100 %— 5 min

alcool 90%— 3 min

alcool 80%— 5-10 min ou até desaparecer aspecto amarelado, apos,
secar por 30 segundos.

alcool 70% — 3 min

agua destilada — 3 min

hematoxilina — 20-40 s

lavou-se em &gua corrente duas vezes e deixou-se em agua por 10 min,

para limpar eventuais residuos na lamina, colocou-se em eosina por 15 s Apos

0 processo de hidratacdo, realizou-se o procedimento de desidratacdo como

segue:

1-

passou-se uma vez na agua da torneira
colocou-se no alcool 90%, rapidamente

alcool 100% (5 min)

alcool 100% (5 min)

xilol (5 min- diafanizac¢éo)

xilol Il (5 min)

montou-se a lamina com laminula em Permount®

Deixou-se secar por trés dias e posteriormente realizou-se leitura em

microscoépio (Olympus CBB) — 100 vezes



4.7.3.9 Analise microscopica da proliferacdo celular epitelial

A andlise da proliferacao celular da epiderme foi realizada pela contagem
das células epiteliais bloqgueadas em metafase, apds a injecdo de sulfato de
vincristina (0,5 mg/kg de peso do animal), nas camadas basal e supra basal.
As contagens foram feitas em 50 campos microscépicos, com objetiva de 100
vezes, em microscopio, utilizando-se régua de 105 um acoplada a ocular de
10 vezes. Nao foram consideradas metafases de eventuais foliculos pilosos

em formac&o nas margens das feridas.

4.7.3.10 Analise da migracdo celular epitelial (medida da lingua de

reepitelizacao)

A andlise da migracao celular epitelial foi realizada com o auxilio de uma
régua de 105 um acoplada ao microscépio, com ocular de 5 vezes, tracando-
se uma reta paralela a lingua de reepitelizacdo. Foram analisadas 14
superficies reepitelizadas de cada ferida. Quando a ferida estava aberta, 0s
dois lados foram medidos e a soma das linguas foram consideradas uma
Unica medida, e nos casos de ferida fechada considerou-se toda superficie

reepitelizada.



5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Estudo morfo-anatdmico das cascas

Sempre que existir estudos utilizando-se matéria prima vegetal faz-se
necessério a identificacéo e descricdo botanica correta para garantir a identidade
da espécie em questao.

Qualquer possivel erro pode causar sérios danos na produgcdo de um
fitoterpico, na pesquisa e principalmente no individuo que utiliza-se desse
medicamento.

Na maioria das vezes o consumidor compra a planta moida, por isso, para
sua identificac@o torna-se necessario método de identificacdo por microscopia

do p6 ou mesmo reacgdes quimicas.

As caracteristicas anatdémicas de Stryphnodendrom adstringens (Mart.)
Coville foram descritas pela primeira vez na Farmacopéia Brasileira (1929),
porém ndo apresentava ilustracdes. Em 1989, Oliveira e Akisue descreveram
novamente essas caracteristicas, porém, dessa vez, ilustradas. Toledo (2002),
através de cortes & méao livre e com auxilio de um micr6tomo descreveu
detalhadamente essas estruturas viabilizando parametros para controle de
qualidade dessa espécie vegetal.

Nesse estudo foram realizados cortes com auxilio de um micrétomo, os
cortes a mao livre foram inviaveis, devido as caracteristicas do préprio tecido
vegetal.

As analises botanicas das cascas mostram as principais estruturas de

Stryphnodendron obovatum Benth.
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Figura 12- Corte transversal de casca de S. obovatum Benth. coradas em

safrablau. Onde P: periderme, Pc: parénquima cortical



Afigura 12 a e b, mostra a periderme constituida pelo felogénio, feloderme
e suber. A diferenciacdo entre os tecidos € dificil, entretanto observa-se que o
felogénio possui células com aspecto retangular, radialmente achatada e
enfileirada, com paredes delgadas e lume claro. A feloderme é caracterizada por
células alongadas com paredes finas nao lignificadas. O suber, externamente ao
felogénio, tem a parede interna recoberta por lamelas de suberina, substancia
que confere impermeabilidade a agua e ao ar, suas células sado grandes,
arredondadas e aparentemente sobrepostas.

A figura 13 mostra o ritidoma sugerindo que o arbusto em questéo

apresenta-se em idade adulta, sendo que seu crescimento secundario alcangou

diversos ciclos, evidenciado pelo desprendimento da casca mais velha.

Figura 13- Ritidoma nas cascas de barbatiméo corados em safrablau.

Onde R: ritidoma



O parénquima cortical apresenta um grande numero de células
esclerenquiméticas, facilmente distinguida por sua forma, tamanho e bordas
espessas, nomeadas como células pétreas (Fig.14) (Esau, 2000). Essas células
sdo dotadas de paredes secundarias espessadas com lignina, mostrando-se
avermelhadas em Safrablau, e sdo importantes na funcdo de sustentagédo do
vegetal. Os gréos de amido presentes no interior das células do parénquima sao
constituintes de reserva do vegetal. Essas observacdes nao permitem uma
diferenciacéo anatbmica entre as cascas de S. obovatum Benth. e S. adstringens

(Mart.) Coville.

Figura 14-. Células esclerenquiméticas em corte transversal de casca de
barbatimdo coradas em safrablau. (Cl): células lignificadas, (Ga): graos de

amido
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Figura 15- Corte longitudinal corado em safrablau. A) (Cp): cristais
prismaticos, (Ff): fibras do floema; B) (Cg): células gigantes, (CCP): células
de contetdo pardo



A figura 15b da regido floematica mostra as fibras do floema em grupos e
a presenca de bainha de cristais prismaticos presentes em toda extensdo das
fibras podem ser vistas na figura 15a. Toledo (2002), observou essas fibras com
bainha de cristal em S. adstringens (Mart.) Coville. Pode-se observar também a
presenca de células gigantes ja encontradas pelo mesmo autor nas cascas de
S. adstringens (Mart.) Coville.. A presenca de células com conteudo pardo séo
descritas por Toledo (2002) que sugere serem idioblastos taniferos, que podem
ser responsaveis pelo armazenamento de taninos, um dos mais abundantes

metabolitos secundarios presentes nas cascas dessa espécie vegetal.

5.2 Controle de qualidade

O estudo de extratos vegetais em busca de novas opc¢des terapéuticas €
uma area em expansao tanto no setor académico como no industrial, devido ao
imenso uso popular e sua eficacia terapéutica cientificamente comprovada em
inUmeras espécies vegetais. Por isso, sdo necessarios cada vez mais estudos
detalhados para garantir os trés aspectos basicos e fundamentais para um
medicamento: eficicia, seguranca e qualidade, garantindo a credibilidade
necessaria ao seu uso (DELAPORTE et al., 2001).

De acordo com Farias (2001), a qualidade da matéria-prima vegetal € um
fator determinante inicial da qualidade do fitoterapico. Os parametros de
qualidade para fins farmacéuticos sdo, em principio, estabelecidos por codigos
oficiais e farmacopéias, como por exemplo, a Farmacopéia Brasileira ou de
outros paises e também por monografias elaboradas pela Organizacdo Mundial

de Saude (WHO, 1998; FARMACOPEIA, 2000).



Alguns ensaios de controle de qualidade foram realizados com objetivo
de caracterizar a espécie em estudo e estabelecer valores para as cascas e
folhas de Stryphnodendron obovatum Benth.

As amostras coletadas em Assis e lepé, SP, em outubro de 2000,
fevereiro de 2001 e setembro de 2001 respectivamente, foram secas ao ar livre
e protegidas da luz com objetivo de garantir a qualidade da droga vegetal.

A Resolugéo RDC n°17 de 24 de fevereiro de 2000 - ANVISA prevé que
a partir da droga vegetal até a obtencdo de um medicamento fitoterapico, sao
necessarios a aquisicao de dados ou informacdes que possam ser empregados
no controle de todas as suas fases de producéao.

Tendo em vista as exigéncias da resolucdo RDC n°17, e a auséncia de
estudos de controle de qualidade, objetivou-se tracar um perfil da droga vegetal
Stryphnodendron obovatum Benth., colaborando com a garantia de qualidade
desta espécie visando um fitoterdpico que venha atender as exigéncias da
legislac@o. Para tanto, sdo necessarios testes quimicos e fisico-quimicos
preliminares bem como andlise cromatografica, de acordo com 0s constantes
nos paragrafos 2.1.1.5, 2.1.1.7, 2.1.2 da citada Resolucao.

Foram realizadas diversas analises com a droga vegetal, entre elas: perda
por dessecacao, perda por secagem, teor de extrativos e determinacao do teor
de taninos, triagem fitoquimica preliminar com objetivo de caracterizar a espécie
de acordo com estes parametros.

A triagem fitoquimica preliminar permite tragar um perfil dos constituintes
Ou grupos quimicos presentes no farmacogeno, facilitando um direcionamento

para estudos posteriores.



As cascas e as folhas apresentaram compostos fendlicos como grupo
comum, como pode ser observado na tabela 1. O género Stryphnodendron, por
sua vez, possui a adstringéncia como caracteristica peculiar (MELLO et al.,
1999;TOLEDO, 2002). Essa caracteristica é propria de taninos, sejam
hidrolisaveis ou condensados (MELLO e SANTOS, 2001), e como previsto, 0S

mesmos foram detectados pelas reac6es especificas (Tabela 2).

Tabela 2- Andlise fitoquimica preliminar das casca coletadas em Assis e lepé

Cascas Folhas

Out/00 Fev/01 Set/01 | Out/00 Fev/01 Set/01
Identificagdo do nucleo - - - + - -
esteroidal
Teste de espuma - + + - + +
Polifendis + + + + + +
Taninos Condensados + + + + + +
Taninos Hidrolisaveis + + + + + +

+ presenca; - auséncia

Outras técnicas de controle de qualidade farmacopéicos foram realizados
com o objetivo de estabelecer critérios especificos para a droga vegetal em
estudo, como pode ser observado na tabela 3.

A confirmagdo da presenca de substancias fendlicas na triagem
fitoquimica preliminar vem justificar o seu uso popular para curtir couro, como

cicatrizante devido as propriedades desses compostos em se complexar com



proteinas. A presenca desses constituintes também justifica os estudos das
atividades antimicrobianas, antioxidantes e cicatrizantes presentes nesse

trabalho.

Tabela 3- Perda por secagem e perda por dessecacao das cascas de barbatiméo
coletadas em Assis e lepé (outubro de 2000, fevereiro de 2001 e setembro de
2001)

Assis lepé

Técnicas Periodo Média Média
Out/2000 55,74 54,36

Perda por secagem Fev/2001 42,62 28,88
Set/2001 26,84 25,21

Out/2000 12,30 13,20

Perda por dessecacéao Fev/2001 12,80 13,90
Set/2001 12,15 13,40

A perda por secagem apresentou valores muito préximos entre as duas
localidades. Ap6s um periodo de 7 dias, as cascas estabilizaram-se e nédo
perderam mais peso, avaliando-se sempre 0s pesos entre os dias anterior e
subsequente.

A coleta referente aos periodos de out/2000 e set/2001, apesar de serem
diferentes entre si, ndo o sdo em relacdo as duas localidades. Essas diferencas
na perda por secagem, entre os periodos de coleta, podem estar relacionados
com as chuvas em out/2000, e pelo fato da ndo ocorréncia dessas em set/2001,

haja vista que 0s meses sdo proximos, porém em anos diferentes (Tab. 3).



De forma semelhante, porém com outras espécies vegetais Delaporte et
al. (2001), observaram que a perda por secagem ndo apresentou valores tao
discrepantes para a perda por secagem. Esse fato pode, ainda, estar
relacionados com o bioma Cerrado. Essa regido, normalmente, apresenta duas
épocas bem caracteristicas, sendo uma de seca (marco-outubro) e outra de
chuva (novembro-fevereiro) (CERRADO, 2003).

J& a perda por dessecacédo (Tab. 3) apresenta valores pouco variaveis,
além de demonstrar que estdo dentro dos valores previamente determinados em
literatura para as cascas, em torno de 8-14% (BACCHI, 1996). Valores acima
desse percentual poderiam representar perda de atividade ou mesmo facilitar o
crescimento microbiano, prejudicando, assim, o material vegetal.

A perda por secagem foi maior que a perda por dessecacao constatando-
se que a secagem a temperatura ambiente foi eficiente. Pode-se observar
também uma maior quantidade de agua e substancias volateis nas amostras
coletadas em outubro de 2000, isso pode ser causado por um maior indice
pluviométrico nas regides de Assis e lepé neste periodo, quando comparado as
outras duas amostras dessas localidades.

Comparando-se os valores obtidos para o teor de extrativos, para as
amostras coletadas em Assis e em lepé, a época de fevereiro foi que apresentou

melhores resultados (Tab. 4).



Tabela 4- Teor de extrativos e teor de taninos das cascas de barbatimao

coletadas em Assis e lepé (outubro de 2000, fevereiro de 2001 e setembro de

2001)
Assis lepé
Técnicas Periodo Média Média
Out/2000 28,63 25,05
Teor de extrativos Fev/2001 29,56 30,73
Set/2001 28,42 23,45
Out/2000 19,02 15,19
Teor de taninos Fev/2001 15,03 13,50
Set/2001 18,75 12,72

O teor de extrativos avalia a quantidade de substancias extraiveis
aplicando-se o método e o liquido extrator preconizado, ou seja, decocg¢éo e a
agua, respectivamente de acordo com a organiza¢do mundial da saude (WHO,
1998). Pode-se observar, na tabela 4, uma variagdo no teor de extrativos das
amostras coletadas nas diferentes épocas. Esse fato demonstra que o
farmacogeno possui diferentes quantidades de substancias, pois a metodologia
foi a mesma e realizada pelo mesmo analista. Isso, no entanto, ndo pode ser
relacionado com possiveis alteracbes nas propriedades biolégicas e/ou
farmacoldgicas, pois ndo € esse método apropriado a essa finalidade.

O melhor resultado para o teor de taninos esta relacionado para a época
de outubro em ambas as localidades (Tab. 4).

Através do teor de taninos pode-se avaliar a concentracdo constante do

principio ativo da planta em qualquer época do ano. Assim, € possivel realizar a



devida correcao da quantidade de planta ou extrato, utilizada para produzir o
fitomedicamento garantindo sempre a mesma concentracdo do principio ativo no
produto final.

Nesse sentido, pode-se observar diferentes medicamentos fitoterapicos
gque apresentem essa proporcao tais como: Tanakan (Ginkgo biloba L., 24% de
heterosideo, 6% de gincolideos-bilobalideos, IPSEN PHARMA).

Na época de fevereiro/2001, coleta de lepé, que apresentou perda por
secagem de 27,88%, foi a amostra de melhor quantidade de substancias

extraiveis (Tabela 5).

Tabela 5- Determinacao de teor extrativo (%) em diferentes métodos de extracao
e liquidos extratores das cascas e folhas do barbatimdo coletadas em Assis

utilizadas para o isolamento quimico

Parte da Planta | Decoccdo-agua| Refluxo-agua | Refluxo-acetona:agua

(7:3;VIV)
Cascas 28,63 28,42 37,41
Folhas 25,82 26,89 46,68

Com o intuito de avaliar outros métodos de extracao e liquidos extratores,
realizou-se a determinacdo de residuo seco conforme o constante na tabela 5.
Os resultados demonstram que a melhor extracdo ocorre com refluxo
empregando-se a mistura acetona:agua (7:3 V/V), fato esse comprovado
também no trabalho de Hargerman (1988). A vantagem do uso de acetona em

comparacdo com outros solventes reside na propriedade de bloquear a



capacidade do tanino de se complexar com proteinas, 0 que nao acontece
guando se utilizam misturas com metanol (MELLO e SANTOS, 2001).

De acordo com os resultados obtidos através do controle de qualidade
(Tab. 3, 4, 5) pode-se afirmar que a melhor época de coleta é a primavera e que
as amostras da regido de Assis em todos os periodos avaliados apresentaram
teor de taninos de 3-4% maior que as amostras da regiao de lepé.

Apesar do teor de taninos ser superior, 0 mesmo n&o ocorre com o teor
de extrativos, ndo havendo, assim, uma correlagédo direta entre esses dois
métodos, ja que a época de outubro/2000 apresentou maior teor de taninos em
ambas localidades.

O melhor método de extracao dentre os avaliados foi o refluxo utilizando
acetona:agua (7:3; V/IV), que rendeu valor de residuo seco em torno de 20%

maior para as folhas e 10% maior para as cascas.

5.3 Isolamento quimico

Para os estudos quimicos, a matéria-prima vegetal coletada em Assis
(fev./2001) foi submetida a secagem em local arejado e seco e apresentou um
rendimento de 72,80% (770 g) em relagéao ao total de cascas frescas coletadas
(1058 g). No processo de moagem, em moinho de martelos, sem um sistema
adequado de coleta de pés, houve uma perda de 14,16% (661 g). Esse fato
demonstra que se pode melhorar o sistema de coleta de pds e diminuir a perda
de material vegetal moido, empregando-se por isso um sistema fechado
(HERNANDEZ, 1982).

Mello et al. (1996a, 1996b e 1999), encontraram um teor de taninos cerca

de 20%, além de terem isolado e identificado 23 substancias das cascas de



Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, sendo 10 inéditas. Recentemente,
Toledo (2002), isolou e identificou dois novos dimeros de taninos condensados,
inéditos, derivados do tipo 5-dedxi-flavan-3-ol, da mesma espécie vegetal,
demonstrando que o género Stryphnodendron serve como fonte de estudos para
esse grupo de substancias.

Baseados nestes trabalhos objetivou-se isolar e identificar taninos
condensados a partir de extratos das cascas de Stryphnodendron obovatum
Benth., empregando-se as metodologias propostas por esses autores. Com essa
finalidade, utilizou-se da coleta realizada na Estacdo Ecoldgica de Assis, SP, em
fevereiro de 2001, conforme autorizag&o do Instituto Florestal da Secretaria do
Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo (autos n°: 42697/2002, anexo ).

Com 500 g de cascas trituradas preparou-se extrato bruto por turbo-
extracdo obtendo-se um rendimento de 118,88 g de liofilizado (23,28%).
Solubilizaram-se 100 g de extrato bruto em 1000 ml de &gua e realizou-se
particdo liquido-liqguido com acetato de etila (1000 ml; 12 vezes) obtendo-se os
rendimentos constantes da tabela 6.

Tabela 6- Rendimentos de extracdo nas diferentes fases de semipurificacao da

matéria-prima vegetal

Quantidade (g) Porcentagem em Porcentagem em

relagdo a casca relacdo ao extrato bruto

Fracdo AcOEt 17,89 3,58 17,89

Fracdo Aquosa 70,50 14,10 70,50




A porcentagem de perda (11,61%) em relacdo ao extrato bruto (100%)
ocorrido na fracdo aquosa foi devido a dificuldade de se concentrar os extratos
aquosos em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, pois se formava uma
espuma persistente e o mesmo refluxava com perda de material. Provavelmente
a espuma que nédo desmanchava, seja devido as saponinas presentes no
extrato, haja vista que foi detectada a sua presenca através da triagem

fitoquimica preliminar, que pode ser observado na tabela 2.



500 g

DROGA VEGETAL

Turbo-extracao
acetona/agua 7:3 (V/V) (5 1)

118,9 g

EXTRATO BRUTO (F1)

Particdo Liquido-Liquido
agua:acetato de etila 1:11; 12X

Fracao aquosa
70,59

Fracdo acetato de etila
179¢g

CC Sephadex® LH-20
(h: 750 mm; @: 55 mm)
10 g FACOEt

F#1 a F#22

Fluxograma 1- Preparacdo de extratos a partir das cascas de Stryphnodendron

obovatum Benth. e fracionamento da frag&o acetato de etila por cromatografia

em coluna



Através do uso da cromatografia em coluna (CC) em Sephadex® LH-20

fracionou-se a fracdo acetato de etila (FACOEt) (Flux. 1). Esse fracionamento foi

monitorado por cromatografia em camada delgada, e as fracdes foram reunidas

por semelhanca, fornecendo 22 subfracbes com seus respectivos rendimentos,

como pode ser observado na tabela 7.

Tabela 7- Fracdes obtidas através de cromatografia em coluna Sephadex ® LH-

20 da fragdo AcOEt

Fracbes |Eluente Volume aproximado Quantidade (g) (%)
(ml)

F#1 Etanol/agua (1:1; V/V) 400 -

F#2 Etanol/agua (1:1; V/IV) 220 0,1275 1,275
F#3 Etanol/agua (1:1; V/IV) 430 0,1893 1,893
F#4 Etanol/agua (1:1; V/IV) 200 0,0300 0,3
F#5 Etanol/agua (7:3; V/V) 230 0,0445 0,445
F#6 Etanol/agua (7:3; V/V) 250 0,0153 0,153
F#7 Etanol/agua (7:3; VIV) 300 0,0365 0,365
F#8 Etanol/agua (7:3; V/V) 290 0,3046 3,046
F#9 Etanol/agua (7:3; VIV) 400 0,4162 4,162
F#10 Etanol/agua (7:3; VIV) 300 0,1352 1,352
F#11 Etanol/agua (7:3/V) 600 0,3978 3,978
F#12 Etanol/agua (7:3/V) 400 0,4880 4,880
F#13 Etanol 100% 400 0,1643 1,643
F#14 Etanol 100% 250 0,3116 3,116
F#15 Etanol 100% 250 0,0496 0,496
F#16 Etanol 100% 230 0,3118 3,118
F#17 Etanol 100% 600 0,7688 7,688
F#18 Etanol 100% 150 1,3331 13,331
F#19 Etanol 100% 200 0,1700 1,7
F#20 Etanol 100% 500 0,3645 3,645




F#21 Acetona:agua (7:3) 1000 0,400 4,0
F#22 Metanol 100% 2000 0,450 4,5

TOTAL 10000 5,8471 58,471

As subfracfes F#21 e F#22 foram obtidas no processo de limpeza da
coluna. Também foi usado acido acético 2% para a limpeza da coluna e as
subfracbes obtidas a partir da limpeza com essa solucdo n&do foram
consideradas.

A subfracdo F#1 ndo foi trabalhada por falta de material disponivel (Tab.
7) e por ndo apresentar nenhuma mancha caracteristica na CCD (Fig.16). As
subfracdes F#2 e F#3 apresentaram, de forma semelhante a F#1, nenhuma zona
caracteristica na CCD (Fig. 16), ndo se realizando, portanto, nenhum estudo
guimico com essas subfracdes.

A subfracdo F#4 foi, inicialmente, derivatizada quimicamente, pela
guantidade disponivel (30 mg) (Tab. 7), e as andlises espectroscopicas de RMN
de hidrogénio resultaram em espectro inadequado a interpretacao.

Apos analise da CCD (Fig. 16) e pelas quantidades obtidas, as subfracdes
F#5, F#6 e F#7 foram reunidas. Realizou-se a derivatizacdo quimica, acetilacao,
seguida de limpeza em CCDP. A zona principal foi submetida a analise de RMN
de hidrogénio, resultando em um grande grau de impurezas, ndo sendo possivel
realizar nenhuma identificacéo.

Ja as fracBes F#8, F#9, F#10, F#11 e F#12 foram recromatografadas em

coluna contendo Sephadex® LH-20 (h: 23 cm; @: 4 cm).
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Figura 16- Cromatografia em camada delgada das subfracdes obtidas através

de cromatografia em coluna Sephadex ® LH-20

A subfracdo F#8 (100 mg) foi submetida & cromatografia em coluna
(Sephadex® LH-20) rendendo sete novas fracdes semipurificadas, que foram
submetidas a analise por CCD. As subfracdes F#8.2 (31,8 mg) e F#8.3 (17,1 mg)
apresentaram gquantidade suficiente para analises espectroscopicas, resultando

no isolamento das substancias | e Il (Flux. 2).



F#8
100 mg
| | | | | l
F#8.1 F#8.2 F#8.3 F#8.4 F#8.5 F#8.6 F#8.7
1,9mg 31,8 mg 17,1 mg 3,4 mg 2,7 mg 2mg 1,3 mg
Substéncia | | | Substéancia Il

Fluxograma 2- Fracionamento fitoquimico a partir de F#8

5.3.1 Substancia I: Epigalocatequina

A andlise em CCD (Fig. 16) da subfracdo F8#2 (substancia |) demonstrou
uma mancha com Rf igual a 0,88 de coloracéo azul intenso apoés revelagcao com
FeCls. No espectro de RMN de hidrogénio (CD3OD) da substancia | (Fig. 17)
foram observados picos caracteristicos de flavan-3-6is ou taninos condensados.

O espectro de RMN *H em CDs3OD da substancia | (Fig. 17) mostrou dois
duplo dubletos em & 2,72 e 2,84 ppm, correspondendo ao hidrogénio H-4ax(C)
e H-4eq(C), respectivamente. Os dados espectrais da substancia | encontram-
se na tabela 8. A constante de acoplamento entre os hidrogénios heterociclicos
H-2(C) e H-3(C) (J23<1,0 Hz) confirma a configuracdo relativa 2,3-cis. A
triidroxilacdo no anel B € comprovada através de um singleto caracteristico
correspondente aos dois hidrogénios, H-2' e H-6’ em & 6,51 ppm. No espectro
observa-se, ainda, os hidrogénios H-6(A) e H-8(A) na regido aromatica em &[]
5,90 elJ ¢ (15,93 ppm. Esses hidrogénios em solugéo, no entanto, permanecem
sem posicao definida, estando em constante intercambio um com o outro, desde

que a substéncia encontre-se com as hidroxilas livres (PETEREIT, 1992).



Tabela 8- Dados da substancia | :epigalocatequina (CD3OD; v= 300 MHz)

Hidrogénio 3 (ppm) Multiplicidade J (Hz)

H-4ax (C) 2,72 dd JH-dax-H-4eq= 16,8
JH-4ax-H-3= 3,0

H-4eq (C) 2,84 dd JH-4eq-H-4ax= 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 4JH-6-H8 =2,1

H-8* (A) 5,93 d 4Jh-8-H-6 =2,3

H-2’/H-6’ 6,51 S

s= singleto; sl= singleto largo; d= dubleto; dd= dublo dubleto; * intercambiaveis (Kombal, 1993)

Com o objetivo de obter espectros de ressonancia que pudesse facilitar a
interpretacdo, além de tornar a substancia mais estavel quimicamente, a
substéancia | foi acetilada e, novamente, sujeita a espectroscopia de RMN em
cloroférmio deuterado (CDClIs).

O espectro de RMN em CDCls da substancia | (Fig. 18) é caracteristico
de mondmero de flavan-3-ol peracetilado. Os dados espectrais encontram-se
listados na tabela 9. Observam-se os sinais referentes aos hidrogénios alifaticos
H-4, tanto axial como equatorial, como multipleto entre 6 2,85-3,01 ppm. O sinal
referente ao hidrogénio H-2(C) apresenta-se como pseudo-singleto e H-3(C)
como um multipleto resultante do acoplamento com H-4 (equatorial e axial). A
constante de acoplamento J23 foi inferior a 2 Hz. Weinges et al. (1969)
demonstraram que a constante de acoplamento entre H-2(C) e H-3(C) sendo
pequena, caracteriza a substancia com uma configuracao relativa do tipo 2,3-cis.
Esse dado confirma aquele obtido com a substancia | antes da derivatizacéo.

Interessante é o que ocorre entre os sinais de H-2 e H-3, com inversdo de



posicdo apods a acetilagdo e ao mesmo tempo com deslocamentos para campos
mais altos de A 1,22 ppm para H-3(C) e de A 0,34 ppm para H-2(C). A presencga
de um singleto correspondendo a dois hidrogénios em & 7,23 ppm comprova a
triildroxilagdo no anel B dos hidrogénios H-2’ e H-6', devido os mesmos serem
magneticamente equivalentes. Os hidrogénios correspondentes a H-6(A) e H-
8(A), apos a acetilacdo, permanecem fixos e foram determinados em & 6,57 e
6,67 ppm, respectivamente, com constante de acoplamento Ju-6-H-8= 2,1 Hz,
estando de acordo com o proposto por Mello (1995). O espectro de RMN,
sozinho, ndo permite declarar a configuracdo absoluta dos hidrogénios do anel
heterociclico. Assim, a comprovacao da configuracao absoluta (2R,3R ou 2R,3S)
€ possivel de se determinar através de dicroismo circular. Korver e Wilkins
(1971) estabeleceram, através de um estudo com substancias puras, que flavan-
3-6is com uma configuracéo 2R apresentam um efeito Cotton negativo na regido
de aproximadamente 280 nm e um efeito Cotton positivo na regido de
aproximadamente 235 nm. A configuracdo 2S, como, por exemplo, (-)-catequina
ou (+)-epicatequina, apresenta os efeitos de forma contraria. O espectro de
massas forneceu o ion pseudo-molecular [M+Na]* em m/z 305,1 (100%) e em

[M+H*] 0 ion molecular em m/z 289,1 (62%) (Fig. 20). A determinacéo da rotacéo

especifica [a %OO: - 0,048 ° (metanol, c= 1 mg/ml) confirma, adicionalmente, a

configuracdo 2R. De acordo com as informacdes anteriores e, em comparacao
com os dados de literatura (MELLO, 1995; TOLEDO, 2002), a figura 19 mostra
o0 espectro de COSY que confirma a correlacdo dos hidrogénios alifaticos

conclui--se a substéncia | como sendo epigalocatequina.



Tabela 9- Valores de deslocamentos obtidos através de RMN 'H para a

substéncia | peracetilada em CDCls; v = 300 MHz.

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

3 (ppm)*
H-4eq/H-4ax (C) |2,86-3,01 m 2,82-3,04
H-2 (C) 5,09 s 5,08
H-3 (C) 5,37-5,40 m <1,0 5,35-5,42
H-6 (A) 6,57 d 2,1 6,57
H-8 (A) 6,67 d 2,1 6,67
H-2'/H-6" (B) 7,23 s 7,22

m=multipleto, s=singleto, d= dubleto; * (Mello, 1995)
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5.3.2 Substancia Il: Galocatequina

A analise em CCD da substéancia Il demonstrou uma mancha com Rf
igual a 0,88 com coloracdo azul intenso apoés revelagdo com FeCls, semelhante
a observada para a substancia l.

Os dados espectrais presentes na tabela 10 referem-se a substancia Il
peracetilada (CDCls). E possivel observar os hidrogénios alifaticos H-4 (axial e
equatorial) como multipletos em ¢ 2, 63 e © 2,91 ppm, respectivamente. A
constante de acoplamento entre 3Ju-2-13= 6,6 confirmou a configuracéo relativa
como sendo do tipo 2,3-trans (WEINGES et al.,1969). A presenca de um singleto
correspondendo a dois hidrogénios em & 7,23 ppm referente aos hidrogénios H-
2" e H-6', comprova a tri-hidroxilacdo no anel B, devido os mesmos serem
magneticamente equivalentes. Os hidrogénios correspondentes a H-6(A) e H-
8(A), apos a acetilacdo, permanecem fixos e foram determinados em & 6,57 e
6,67 ppm, respectivamente, com constante de acoplamento de 2,1 Hz, estando
de acordo com o proposto por Mello (1995). Através do espectro de RMN 13C,
em acetona deuterada, os epimeros galocatequina e epigalocatequina podem
ser seguramente diferenciados (Fig.22) (CZOCHANSKA et al., 1979; CAl et al.,
1991). No espectro de C'* (CD30OD), (Fig. 22) o C-2, em § 82,9 ppm, da
galocatequina com as hidroxilas livres, encontra-se em campos mais baixos
perante o C-2 da epigalocatequina, esse em cerca de 3 79,9 ppm. O resultado
obtido € o mesmo, que aquele observado por Czochanska et al.(1979) e Cai et
al., (1991), porém em solventes diferentes. O espectro de massas forneceu o ion
pseudo-molecular [M+Na*]* em m/z 329 (100%) e em [M+H+] o ion molecular

em m/z 307,1 (51%) (Fig. 23). Através desses dados e em comparacao com a



literatura (MELLO, 1995; TOLEDO, 2002), pode-se concluir que a substancia ll

trata-se de galocatequina.

Tabela 10- Valores de deslocamentos obtidos através de RMN 'H para a

substéancia Il (galocatequina peracetilada) CDCls, v = 300 MHz

Hidrogénio | & (ppm) Multiplicidade J (Hz) Literatura &
(Ppm)*
H-4ax (C) 2,91 m 2,92
H-4eq (C) 2,63 m 2,66
H-2 (C) 5,11 d 3] H.2H3=6,6 5,12
H-3 (C) 5,2 ddd 3] ha-n2=7,2 5,19
3) H-3- H4ax=7,5
3J H-3- Haeq=5,4
H-6 (A) 6,57 d 4] pe-re= 2,1 6,6
H-8 (A) 6,64 d 4] pgr6= 2,1 6,66
H-2'/H-6" (B) 7,12 s 7,12

s=singleto, d= dubleto, m=multipleto, ddd=duplo duplo dubleto; * Mello, (1995)
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Figura 22- Espectro de RMN C®2 de galocatequina (CD3OD relativo para TMS, v=

300 MHz)
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5.3.3 Proantocianidinas diméricas

Das subfracbes obtidas, somente as F#10.4, F#11.3 e F#10.6,
denominadas de substancias lll, IV e V, respectivamente, tiveram continuidade
nas andlises. A andlise do espectro de RMN 'H dessas subfracdes indicou,

provavelmente, tratarem ser proantocianidinas diméricas.

A interpretacdo dos espectros de RMN 1D (*H) e 2D (*H/*H COSY)
forneceu subsidios iniciais suficientes para a elucidacdo estrutural das
proantocianidinas diméricas, entretanto, a anélise completa desses compostos

relaciona-se também com a analise do espectro de massas e dicroismo circular.

Fletcher et al. (1977) mostraram atrdves de estudos de RMN de
procianidinas peracetiladas que as ligagbes (4—6) e (4—8) encontram-se em
duas conformacdfes energéticas protegidas. Como critério de diferenciacéo para
o tipo de ligacéo, os autores utilizam a relacdo dos sinais dos rotameros. A ordem
de grandeza das substancias com ligacdo (4—6) é na proporcdo de (1:1),
enquanto que das substancias com ligacédo (4—8) existe uma conformacgéo de
rotdmeros dominante. A duplicidade dos sinais depende da rigorosidade da
temperatura e do tipo de solvente utilizado (OUTTRUP e 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 (B1/B7 e B2/Bs) do sistema de spins AB
dos hidrogénios do anel A das substancias com ligacdo 4—6 como estando em
campos mais baixos (desprotegidos) (6 6,7 ppm), enquanto os sinais da ligacéo
4—-8 em campos mais altos (& 6,1 ppm). Entretanto esse critério de

diferenciacdo, somente é valido para substancias com uma configuracdo 4R



(KOLODZIEJ, 1992). Adicionalmente, o hidrogénio H-2 de substancias com
ligagdo 4—8 apresenta-se com deslocamentos
entre 6 4,37 e 5,01 ppm, enquanto substancias 4—6, entre & 5,04 e 5,35 ppm.
Apesar de todos os indicios fornecidos pela interpretacdo do espectro de
RMN 1H, até a configuracéo absoluta deixa-se “transparecer” através do C-4 (C)
da ligacéo entre as unidades de interflavanois, quando a unidade superior for do
tipo catequina (3R,3S). Isso é 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
configuracéo absoluta, pois esse composto possibilita tanto uma configuracao
4R (posicéo 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 com efeito “cotton” em 275 nm para procianidinas
diméricas com configuracdo 4S, mostrando-se 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 como proposto por Mello et al. (1996a e 1996b).



5.3.3.1 Substancia lll: epigalocatequina-(45—8)-galocatequina

F#10
99 mg
I I I I I |
F#10.1 F#10.2 F#10.3 F#10.4 F#10.5 F#10.6 F#10.7
2,5 mg 12,7 mg 3,2mg 13,9 mg 11,6 mg 22,5 mg 1,2mg
substancia lll substancia V

Fluxograma 3- Fracionamento cromatogréafico da F#10

A andlise em CCD da fracdo F#10.4 referente a substancia Il (Flux. 3),
demonstrou uma mancha com Rf igual a 0,82 com coloracdo azul intenso apos
revelacdo com FeCls.

O espectro de RMN 'H em CDCIs (Fig. 24) da substancia Il acetilada,
apos purificacdo em CCDP, forneceu os dados que se encontram na tabela 11.

O espectro de RMN 'H mostra na regido aromatica dois singletos
caracteristicos referentes a dois hidrogénios correspondendo aos anéis B e E
com triidroxilagéo, em 6 6,84 ppm [H-2’ e H-6’ (E)] e 6 7,19 ppm [H-2’ e H-6’ (B)].
Esses hidrogénios apresentam-se, como nos derivados monomericos
galocatequina ou epigalocatequina, como um singleto contendo dois
hidrogénios. A posicdo dos hidrogénios H-6(A) e H-8(A) em 5 6,10 ppm e 6 6,28
ppm, respectivamente, indica uma ligacédo (4p—8) conforme as observacdes de
Hemingway et al. (1982), Kolodziej (1986), Danne (1994) e Mello (1995). Do

mesmo modo, a posicdo de ressonancia do hidrogénio H-2(F) em & 4,29 ppm



sugere uma ligacdo (4p—8) (Kolodziej, 1992). Enquanto a constante de
acoplamento entre os hidrogénios H-2(F) e H-3(F) é elevada (J23= 9,9 Hz) e
confirma uma configuracao relativa 2,3-trans para a unidade “inferior”, a pequena
constante de acoplamento (Jz2;3 < 1,0 Hz) referente aos hidrogénios H-2(C) e H-
3(C) comprova uma configuracdo relativa do tipo 2,3-cis para a unidade
“superior’. E perfeitamente visivel no espectro de RMN 2D (1H/1H COSY - Fig.
25), a correlacdo de todos esses hidrogénios alifaticos. O espectro de massas
forneceu o ion pseudo-molecular [M+H*]* em m/z 611,2 (19%) e em [M*H*] o0 ion
molecular em m/z 305,0 (100%) (Fig. 26). Em comparacdo com a literatura
(PETEREIT, 1992; MELLO, 1995), confirma-se a substancia Ill como sendo
epigalocatequina-(4p—8)-galocatequina. Essa substancia ja foi encontrada
em Pithecellobium lobatum Benth. (Mimosaceae) (Lee et al., 1992), Psidium
guajava L. (Myrtaceae) (TANAKA et al., 1992), Cistus incanus L. (Cistaceae)
(PETEREIT et al., 1992) e Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (MELLO

et al., 1996a).



Tabela 11- Valores de deslocamentos obtidos através de RMN 'H para a

substancia lll (epigalocatequina-(4p—8)-galocatequina peracetilada) CDCls v =

300 MHz
Hidrogénio & (ppm) |Multiplicidade J (Hz) Literatura*
S (ppm)
H-4ax (F) 2,54 dd 2JH s-ax-Haeq =1 6,7 2,54
3J HaxaF-H3F=9,5
H-4eq (F) 3,23 dd 2J Hax4-eq4=16,7 3,23
3J Heq4F-H-3F=6,8
H-2 (F) 4,29 3J HoF7-H3F=9,9 4,29
H-4 (C) 4,44 3J nac-Hac=2,1 4,44
H-3 (F) 4,94-5,03 m 4,97-5,02
H-3 (C) 5,12-5,17 m 5,12-5,17
H-2 (C) 5,45 sl 5,45
H-6 (A) 6,10 d 4J He-H8=2,1 6,10
H-8 (A) 6,29 d 4J He-H6=2,1 6,29
H-6 (D) 6,68 s 6,68
H-2'/H-6’ (E) 6,84 s 6,84
H-2'/H-6" (B) 7,19 s 7,19

s= singleto, sl= singleto largo, d= dubleto, dd= duplo dubleto, m= multipleto; * Mello 1995
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5.3.3.2 Substancia IV: epigalocatequina-(43—8)-epigalocatequina

F#11
100 mg
CC-Sephadex® LH-20
I I I |
F#11.1 F#11.2 F#11.3 F#11.4 F#11.5
46 mg 6,5 mg 24,8 mg 7,4 mg 10,9 mg

substancia IV

Fluxograma 4- Fracionamento cromatogréfico da F#11

A analise em CCD da fracéo referente a substancia IV (F#11.3; Flux. 4)
demonstrou uma mancha com Rf igual a 0,82 com colora¢éo azul intenso apo6s
revelacdo com FeCls.

O espectro de RMN 'H em CDCI, (Fig. 27) da substancia IV acetilada,
forneceu dados que se encontram na tabela 12.

O espectro de RMN 'H de epicatequina-(4p—8)-epicatequina peracetilada
(LANGHAMMER et al., 1981; KOLODZIEJ, 1986) mostra com excec¢ao da regido
aromatica, uma semelhanca com o espectro de RMN 'H da substancia IV
peracetilada. Esse espectro acusa na regido aromatica dois singletos
caracteristicos referentes a dois hidrogénios, referente a dois anéis (B/E)
triildroxilados em & 6,89 ppm [H-2' e H-6’ (E)] e & 7,22 ppm [H-2' e H-6’ (B)], em
oposicdo para dois sistemas de spin do tipo AMX da procianidina. Esses
hidrogénios apresentam-se, como nos derivados monomericos galocatequina ou

epigalocatequina, com um singleto contendo dois hidrogénios. Com a posicéo




de ressonancia dos hidrogénios H-6(A) e H-8(A) em 6 6,10 ppm € 6 6,28 ppm,
respectivamente, assim como a posi¢cao do hidrogénio H-2(F) em & 4,29 ppm
demonstra-se uma ligacdo (4p—8) (HEMINGWAY et al.,1982; KOLODZIEJ,
1992; DANNE, 1994; MELLO, 1995). Todos os hidrogénios heterociclicos dos
anéis C e F apresentam uma pequena constante de acoplamento (J < 2,0 Hz).
Isto corresponde uma configuracdo relativa 2,3-cis tanto para a unidade
“superior” quanto para a unidade “inferior” de acordo com o proposto por
Weinges et al., 1969. E possivel, no espectro de RMN 2D (*H/*H COSY - Fig.
28), a correlacdo de todos esses hidrogénios alifaticos. . O espectro de massas
forneceu o ion pseudo-molecular [M+H*]* em m/z 633,1 (26%) e em [M*H*] o ion
molecular em m/z 413,2 (100%) (Fig. 29). Ap6s a andlise explicitada e, em
comparacao com a literatura, a substancia IV trata-se de epigalocatequina-
(4p—8)-epigalocatequina tendo sido isolada e minuciosamente caracterizada
em Cistus salvifolius L. (Cistaceae) (DANNE, 1994) e de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville (MELLO et al., 1996a). Sdo conhecidos analogos
monogaloilado na posicao 3 da unidade “superior” e digaloilados nas unidades
“superior” e “inferior”, que foram isolados de Rheum sp. (Polygonaceae), Myrica
rubra (Lour.) Siebold & Zucc. (Myricaceae) e Thea sp (Theaceae) (NONAKA et

al., 1981; NONAKA et al., 1983a; HASHIMOTO et al., 1989).



Tabela 12- Valores de deslocamentos obtidos através de RMN 'H para a

substéancia IV [epigalocatequina-(43—8)-epigalocatequina peracetilada] (CDCls,

v = 300 MHz)
Hidrogénio S (ppm) Multiplicidade J (Hz) Literatura*
5 (ppm)

H-4ax/H-4eq (F) | 2,89-3,02 m 2,87-2,94
H-4 (C) 4,46 d 3JHa(c)-H3(0)=2,1 4,48
H-2(F) 4,49 s 4,50
H-3 (C)/H-3 (F) 5,09-5,11 m 5,08-5,15
H-2 (C) 5,54 sl 5,54
H-6 (A) 6,06 d 4JHs(a)-H8(A)=2,1 6,06
H-8 (A) 6,25 d 4JHe(a)-Hen)=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) 7,22 s 7,22

s= singleto, sl= singleto largo, d= dubleto, m= multipleto; * Mello (1995)
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5.3.4 5-deolxi-proantocianidinas

Uma caracteristica marcante em espectro de RMN *H (CDCI3) de metdxi-
acetato de dimeros de fisetinidol e robinetinidol € o sinal do hidrogénio da
posicéo 5 do anel A, o qual aparece como um dubleto largo com uma constante
de acoplamento de Js6 > 8,0 Hz na regido entre & 6,47-6,82 ppm (BOTHA et al.,
1981b; NUNES et al.,, 1989). Bam et al. (1990) isolaram pela primeira vez
robinetinidol-3-O-galato das cascas de Peltophorum africanum Sond.
(Caesalpiniaceae) e demonstraram que o posicionamento de H-5(A) de metoxi-
acetato ficava em campos mais baixos em & 6,97 ppm. Um diagnéstico
importante relaciona-se com o H-3(C). Em dimeros de 5-dedéxi-proantocianidina
o hidrogénio H-3(C) aparece em campo mais baixo como um pseudo-tripleto com
uma constante de acoplamento de >.J23 + J34 = 20,0 Hz (DREWES et al., 1967;
du PREEZ et al.,, 1971; STEYNBERG et al., 1990). A diferenciacdo entre as
ligacbes (4a—8) e (4p—8) de profisetinidinas foi realizada por Botha et al.
(1981b) através das seguintes observacdes: o hidrogénio H-3(C) de dimeros
com ligacéo (4a—8) (configuracado relativa 2,3-trans; 3,4-trans) aparece como
pseudo-tripleto na regido entre 8 5,9-6,1 ppm com uma 2>.J de aproximadamente
20 Hz, enquanto que para dimeros com ligacdo do tipo (4p—8) (configuracao
relativa 2,3-trans; 3,4-cis) aparece um quarteto na regiao entre 6 5,3-5,6 ppm
com uma 2J de aproximadamente 15 Hz. A determinacdo da configuracdo
absoluta em C-4 deve ser fixada com a medida através de dicroismo circular. A
diferenciacéo entre ligagbes (4—8) e (4—6) consegue-se atraves da analogia
com proantocianidinas peracetiladas observando-se a propor¢cdo dos sinais

rotaméricos (FLETCHER et al., 1977).



5.3.4.1 Substancia V: robinetinidol-(45—8)-epigalocatequina

A analise em CCD da fracéo referente a substancia V (F#10.6; Flux. 3)
demonstrou uma mancha com Rf igual a 0,63 com coloracéo azul intenso apés
revelacdo com FeCls.

O espectro de RMN 'H em CDCI, da substancia V acetilada, ap6s
purificacdo em CCDP, forneceu dados que se encontram na tabela 13.

A figura 32 representa os dados do espectro de massas com um ion
pseudo-molecular [M+Na*]* em m/z 633,1 (24%) e em [M+H*]* o ion molecular
em m/z 413,2 (100%). Essa massa molecular corresponde provavelmente a uma
proantocianidina dimérica.

O espectro de RMN 'H da substancia V peracetilada (Fig. 30) apresenta
na regido aromatica um modelo de substituicdo do tipo AMX entre & 6,26-6,86
ppm, correspondendo a uma 1,3,4-tri-substituicdo aromatica.
Complementarmente, o espectro de RMN *H mostra dois singletos contendo dois
hidrogénios cada em & 6,78 ppm e & 7,12 ppm, 0S quais sao coordenados,
através de um acoplamento a longa distancia pelo espectro 2D (COSY H/'H)
(Fig. 31), hidrogénios H-2(C) e H-2(F), com os hidrogénios equivalentes H-2’/H-
6’ dos anéis B e E, respectivamente. No espectro de COSY 'H/'H, a substancia
V apresenta um acoplamento do tipo “W” entre o H-4(C) e o H-5 do anel A. O
sistema spin do tipo AMX deriva, portanto, do anel A da unidade “superior” de
flavan-3-ol participando da formacao da proantocianidina. O singleto em & 6,64

ppm corresponde ao hidrogénio H-6(D) ou H-8(D). As posicdes dos hidrogénios



H-5(A), H-6(A) e H-8(A) em & 6,86 ppm, 6 6,44 ppm e & 6,26 ppm,
respectivamente, a do hidrogénio H-2(F) em & 4,42 ppm, bem

como a dominancia de uma forma rotamérica (FLETCHER et al., 1977)
comprova a ligacéo interflavanoil (4—8). Por conseguinte o sinal em 5 6,64 ppm
corresponde ao hidrogénio H-6(D) (HEMINGWAY et al.,, 1982; KOLODZIEJ,
1989). O dubleto em 6,86 ppm sinalizou o hidrogénio H-5(A) (DREWES et al.,
1966a; BAM et al., 1990). A constante de acoplamento pequena (J2,3 < 2,0 Hz)
dos hidrogénios do anel heterociclico (F) confirma uma configuracao relativa 2,3-
cis. A configuracéo relativa 2,3-trans € comprovada através da grande constante
de acoplamento dos hidrogénios heterociclicos da unidade “superior”. A posigéo
de H-3(C) em & 5,27-5,42 ppm relaciona-se com uma ligagéo do tipo (4p—8)
(BOTHA et al., 1981b). Através desses dados pode-se afirmar que a substancia
V trata-se do dimero robinetinidol-(4B—8)-epigalocatequina. Essa substancia
foi isolada anteriormente por Mello (1995) das cascas de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville, sendo essa, a primeira vez que a substancia &

isolada de Stryphnodendron obovatum Benth.



Tabela 13- Valores de deslocamentos obtidos através de RMN 'H para a

substéncia V [(robinetinidol-(4p—8)-epigalocatequina peracetilada)] (CDCls, v

= 300 MHz)
Hidrogénio 8 (ppm) | Multiplicidade J (Hz) Literatura* &
(ppm)
H-dax/H-deq (F) | 2,84-2,91 m 2.89-2,98
H-2 (F) 4,42 s 4,45
H-4 (C) 4,47 d 3J H3(c)-H4(c)=5,4 4,49
H-3 (F)/ H-3 (C) | 5,27-5,42 m 5,28-5,39
H-2 (C) 5,48 d 3J H2(c)-H3(C)=7,8 5,50
H-8 (A) 6,26 d 4J He(a) - He(a)=2,4 6,29
H-6 (A) 6,44 dd 4J He(a)- H8(A)=2,3 6,47
3J Ha(c)-H3(c)=8,6
H-6 (D) 6,64 s 6,66
H-2'/H-6" (E) 6,78 s 6,78
H-5 (A) 6,86 d 3J Hs(a)-Hs (A) =6,6 6,86
H-2'/H-6" (B) 7.12 s 7.15

s=singleto, d= dubleto,

dd=duplo dubleto, m=multipleto; * Mello (1995)
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5.3.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser utilizada para
documentagcdo do extrato, pois com seu auxilio torna-se possivel adquirir
informagdes dos picos individuais, de espectrometria de massas e/ou espectro
no ultravioleta de acordo com o método de deteccao utilizado (HE, 2000),

permitindo assim tracar um perfil préprio de cada extrato vegetal.

A deteccdo e a separacdo cromatogréfica de compostos oriundos das
plantas sdo incomparavelmente mais dificeis do que a separacdo das
substancias sintéticas. Isto por que, os extratos de plantas contém misturas
complexas de substancias, as quais apresentam variadas concentragdes

(TITTEL e WAGNER, 1986).

Para a avaliacdo quantitativa de misturas complexas tem-se como
alternativa mais viavel agueles métodos que permitam concomitantemente a
separacdo e o0 doseamento dos diversos componentes do extrato. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), além de cumprir este requisito

alia exatidao e elevada reprodutibilidade (MELLO, 1989).

A resolucédo (Rs) de um cromatograma esta diretamente relacionada a
conexao entre seletividade (N), fator de capacidade (k’) e eficiéncia da coluna.
Portanto, para se obter boa resolucao € necessario considerar que: o soluto pode
interagir com a fase estacionaria (k>0), as forcas de interacdo dos diferentes
solutos devem ser diferentes (a>1) e a coluna deve ter um certo numero de
pratos teéricos (SZEPESI, 1990). O autor aconselha ainda, procurar utilizar
colunas com material de enchimento com diametro de particulas pequenas, para

minorar estes problemas e obter melhor resolucéo.



No desenvolvimento das condi¢bes de separacdo para CLAE do extrato
semipurificado e de subfracdes de S. obovatum Benth., duas fases moveis foram
testadas, uma contendo acetonitrila e 4gua e outra com metanol e agua
acidulada (4cido fosférico ou acido acético). Optou-se por utilizar o sistema
eluente metanol: acido acético (pH= 2,2) (V/V), com velocidade de fluxo de 0,5
ml/min, em sistema gradiente obtendo-se uma boa resolucéo e separagcao das
substancias fendlicas. O uso de acido (acético ou o-fosforico) tem sido reportado
por Ueffing (1988), Rohr et al. (1999), Wang et al. (2000) e Svedstréom et al.
(2002) em trabalhos realizados com taninos como sendo essencial para a
completa separacdo das substancias fendlicas e para a andlise quantitativa.

Durante a fase de desenvolvimento do perfil cromatografico, foram
utilizados padrbes (Fig. 33) para determinacdo de tempo de retencao,
estabelecendo-se assim a regido onde apareciam os mondmeros de taninos
condensados no cromatograma. As diminutas diferencas estrutural entre as
substancias, como presenca de hidroxilas ou metoxila, € suficiente para a
obtencdo de boa separacdo entre substancias, ja que essas, se distribuem no
cromatograma de acordo com sua polaridade e forca eluotrépica do sistema

eluente (SZEPESI, 1990).
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Figura 33— Cromatograma das substancias referéncias: a) galocatequina; b)
epigalocatequina. Lincrospher RP-18 (250x4mm), deteccdo a 280 nm, 27 °C,
sensibilidade de 0,05 AUFS, metanol:agua pH 2,2

A prévia purificacdo de EB para o uso na CLAE foi necessaria para
assegurar uma eficiente separacéo das substancias e evitar por conseguinte que
a coluna sofresse saturacéo e pudesse vir a prejudicar a eficiéncia e a resolucéo
dos cromatogramas. Assim, optou-se por caracterizar a FACOEt e as subfracdes
F#8, F#10 e F#11 obtidas a partir das cascas do S. obovatum Benth.
empregando-se a CLAE.

Nos cromatogramas obtidos para FACOEt, F#8, F#10 e F#11 (fig. 34) foi possivel
observar a separacao dos picos com boa resolucdo em tempo de retencdo na

faixa de 3 a 15 min.



40+

b
2 EGC
=

D -

I ' |
10 20

o

minutos

20 -
GC
10+
EGC
o4

I
20

miolts

]

mirutos

b)

40+

GC
204
EGC
D_
T T T

10

mirikos

100
GC
50
EGC
o
" T T

10

frvolts

20

m'olts

u]

minutos

d)

Figura 34 — Cromatogramas obtido por CLAE, GC — galocatequina; EGC —
epigalocatequina, deteccdo em 210 e 280 nm: a) FACOELt; b) F#8; c) F#10 e d)

F#11, Lincrospher RP-18 (250x4mm), deteccao a 280 nm, 27 °C, sensibilidade
de 0,05 AUFS, metanol:agua pH 2,2



Com a finalidade de se determinar quais os picos do extrato (FACOEt) e
das subfracbes (F#8, F#10, F#11) que correspondem a galocatequina e
epigalocatequina referéncia, foi realizado CLAE do extrato e subfragdes
adicionando essas substancias referéncias. A adicdo das mesmas nao levou ao
surgimento de novos picos, nem a alteragdo da aparéncia dos ja existentes,
aumentando especificamente a intensidade daqueles com tempo de retencao
(TR) semelhantes aos da substancia referéncia correspondente. Atraves desta
andlise co-cromatografica pode-se certificar a identidade dos picos de FACOEt,
F#8, F#10 e F#11 como sendo as mesmas substancias co-cromatografadas.

Para a avaliacéo do teor de galocatequina e epigalocatequina em FACOEt,
F#8, F#10 e F#11 foi necessaria a obtencdo da curva de calibracdo, que
estabelece a linearidade entre as varias diluicdes empregadas.

A linearidade da curva padrdao de galocatequina entre as suas
concentracbes e a area dos picos (Tab. 14) foi comprovada através da
correlagdo significativa (r?) 0,99907 para a faixa variando entre 1,0 e 0,0625

mg/ml (Fig. 35).

Tabela 14 — Area dos picos da substancia referéncia galocatequina para a curva
padrédo por CLAE

Concentracao de n Area
galocatequina (mg/ml) X £ DP (CV%)
1,0 5 1124997 + 12201,96 (1,08)
0,5 5 539659,57 + 13099,70 (2,42)
0,25 5 276100,08 + 8346,87 (3,02)
0,125 5 133110,33 + 4174,82 (3,14)
0.0625 5 68126,98 + 1131,04 (1,66)




Curva de Calibragdo da Galocatequina
VAR2 =-8017, + 56316, * VAR1
Correlation: r=,99956
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Figura 35— Curva de calibracdo do padrao galocatequina, obtido através de
CLAE

Para a quantificacdo de epigalocatequina, a construcdo da curva de
calibracdo ndo foi viavel, pois a substancia referéncia apresentou pureza de
60%. Assim optou-se por quantificar epigalocatequina através da curva de
calibracdo de galocatequina, visto que ambas as substancias apresentam a

mesma absortividade relativa, além de terem o mesmo peso molecular (Fig. 36).
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Figura 36— Espectro de varredura no UV de 200 a 350 nm, referentes aos

padrdes de galocatequina (a) e epigalocatequina (b) em MeOH.



Para a validacdo do perfil cromatografico proposto através da CLAE,
foram obtidos os coeficientes de variagcdo da repetibilidade para galocatequina
que foi da ordem de 0,0624 mg/ml + 0,000103584 (0,166%). Esse dado permite
a avaliacdo da repetibilidade e ainda reprodutibilidade do método de
quantificacdo proposto.

As concentracfes de galocatequina e epigalocatequina em FACOEt, F#8,
F#10 e F#11, foram calculadas segundo a equacao da reta (y = ax + b) e estado
expressos na Tabela 15. A quantificacdo dos dimeros isolados de F#8, F#10 e

F#11, nao foi possivel devido ao fato dos mesmos estarem peracetilados.

Tabela 15 — Valores obtidos para galocatequina e epigalocatequina na FAE, F#8,

F#10 e F#11 (n=6).

Galocatequina Epigalocatequina
TR | Concentracédo | DP (%) TR Concentracao | DP (%)
(min) (%) (min) (%)
FACOEt| 5,61 34,60 3,03 6,67 16,50 1,28
F#8 5,40 16,92 2,03 7,79 29,91 1,64
F#10 4,52 25,05 3,15 6,82 10,13 1,18
F#11 4,74 33,10 0,38 6,71 11,46 1,35

Através dos resultados obtidos com o desenvolvimento do sistema
gradiente para a determinacdo do teor de galocatequina e epigalocatequina
presentes em FACOEt, F#8, F#10 e F#11, comprovou-se a simplicidade, rapidez
e precisdo do método, além da economia de fase mével frente ao sistema de
separacao, que possibilita a identificacdo e a quantificacdo das substancias
presentes no extrato e subfracbes. Este estudo demonstrou que € possivel
determinar a concentracdo de substancias individuais em plantas ricas em

taninos, e que apesar da complexidade da composi¢do quimica de S. obovatum



Benth. esse sistema pode ser utilizado como impressao digital do barbatiméo

“fingerprint” na caracterizagao de FACOEt.

5.4 Atividade Antioxidante
Devido ao elevado teor de taninos presentes nas cascas de
Stryphnodendron obovatum Benth. realizou-se teste de atividade antioxidante do
extrato bruto, fracdes e algumas subfracdes nebulizando-se o cromatograma
com solucao de DPPH. O resultado obtido podem ser visualizados na Figura 37.
O DPPH, um radical livre estavel, quem atua como agente oxidante, liga-

se as hidroxilas (HUNSAKER e SCHENK, 1983), nesse caso presentes nos

polifendis proporcionando coloracdo purpura.

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21



Figura 37- Atividade antioxidante: 1. extrato bruto, 2. fracdo acetato, 3. fracao
aquosa, 4. F#2, 5. F#3, 6. F#5-7, 7. F#8, 8.F#9, 9. F#10, 10. F#10, 11.F#12, 12.
substéancia I, 13. substancia Il, 14 . sem amostra, 15. substancia IV, 16. F#11.3,

17. quercetina, 18. rutina, 19. acido galico, 20. astilbina, 21. substancia lll

De acordo com os resultados obtidos pode-se afirmar que todas as
fracBes possuem atividade antioxidante, destacando-se as amostras de 6 a 12,
gue demonstraram excelentes atividades quando comparada aos controles
quercetina, rutina, acido galico e astilbina. Esses dados vém corroborar as
informacBes obtidas em literatura, pois as substancias 6-11 apresentaram
atividade antioxidante nas concentragbes de 100 pg/ml, a substancia 12
apresentou mancha semelhante as substancias 6-11, sendo sua concentragédo
de 10 pg/ml, por se tratar de uma substancia pura.

Estudos sobre a etiologia de doencas degenerativas e os radicais livres
existem desde 1930. Entretanto, o interesse em substancias com atividade
antioxidante tem aumentado nos ultimos anos devido a descoberta do
envolvimento dos radicais livres na fisiopatologia das doencas crbénicas
(HASLAM, 1998).

As espécies reativas do oxigénio sao reconhecidas como responsaveis
por um grande numero de doencas, assim como pelo processo de
envelhecimento. Os radicais livres constituem um alvo interessante para o
desenvolvimento de novas drogas (HOSTETTMANN et al., 2003). Alguma

espécie de oxigénios reativa estd envolvida em doencas como: esclerose



multipla, cancer, envelhecimento, Parkinsonismo, doengas autoimunes,
inflamacoes, artrites e arterosclerose (HASLAM, 1998).

Polifendis funcionam como sequestradores de radicais e algumas vezes
como quelantes de metais (MELLO e SANTOS, 2001; SHAHIDI et al., 1992 apud
SOARES, 2002), agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do
processo oxidativo.

Okamura et al., (1993) estudaram a atividade antioxidante de taninos e
flavondides presentes no Eucalipto rostrata, e observaram que a atividade
desses metabolitos isolados foram maior que o controle (antioxidante sintético:
3-t-butil-4-hidroxianisol).

Através de espectro de ressonancia paramagnética Bors et al., (2000)
estudaram o potencial antioxidante de proantocianidinas e taninos hidrolisaveis
do vinho tinto e cha verde. Os resultados obtidos mostram que as
proantocianidinas possuem um potencial antioxidante maior que flavonéides.

A espécie vegetal Rumex patientia L., foi estudada por Demirezer et al.,
(2001), que isolaram e identificaram alguns constituintes (antraquinonas e
taninos), além de avaliar atividade antioxidante. As substancias isoladas que
obtiveram melhores resultados para atividade antioxidante foram: catequina e 6-

clorocatequina.

5.5 Atividade antimicrobiana

E grande a procura de alternativas vegetais para o arsenal terapéutico no

tratamento de infec¢cdes microbianas, tendo em vista o uso indiscriminado de

antibioticos, muitos dos quais apresentam-se, atualmente, ineficazes como



resultado dos mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas bactérias (BAX et
al., 2000).

Taninos séo toxicos para fungos e bactérias, e estas atividades sdo
devidas a algumas de suas propriedades como: inibicho de enzimas
extracelulares, deprivacdo de substrato, inibicdo da fosforilacdo oxidativa, além
de mecanismos que envolvem deprivagdo de ferro. Entretanto muitos
microrganismos resistem a acdo dos taninos através de mecanismos de defesa
como: sintese de polimeros, complexos de tanino-proteina, oxidacao,
biodegradacéao e sintese de sider6foros (SCALBERT, 1991).

O barbatim&o vem sendo utilizado popularmente devido as suas possiveis
atividades: cicatrizante, antimicrobianas, no tratamento de leucorréia,
blenorragia, diarréias, hemorragias e tratamento de Ulceras. No entanto, poucos
estudos cientificos existem buscando comprovar essas atividades que 0 uso
popular Ihe atribuem. Tendo em vista 0 uso como antimicrobiano, objetivou-se
comprovar a etnofarmacologia da espécie Stryphnodendron obovatum Benth., ja
que Bersani-Amado et al. (1996), demonstraram que extratos de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville inibiram o crescimento de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Entre os métodos existentes para a pesquisa de atividade antibacteriana,
empregaram-se a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo
bactericida minima (CBM). Os resultados obtidos tanto para a CIM como para a

CBM séao apresentados nas Tabelas (16 e 17).



Tabela 16- Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida

minima (CBM) dos extratos das cascas de Stryphnodendron obovatum Benth.

pg/mi
Fracoes S. aureus B.subtilis E. coli P. aeruginosa
CIM CBM CiM CBM CIM CBM CIM CBM
EB 250 250 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
FAq 250 250 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
FACOEt 250 250 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
F#2 >1000 | >1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 >1000 | >1000
F#3 >1000 >1000 500 500 >1000 >1000 >1000 >1000
F#4 >1000 | >1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 >1000 | >1000
F#5-7 500 500 1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
F#8 250 250 1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
F#9 250 250 1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
F#10 250 250 500 500 >1000 >1000 >1000 >1000
F#11 250 250 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
F#12 250 250 1000 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
F#13 125 250 125 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
F#14 125 250 125 500 >1000 >1000 >1000 >1000
F#15 125 125 62,5 500 >1000 >1000 >1000 >1000
F#16 62,5 125 62,5 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
F#17 62,5 125 31,5 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
F#18 62,5 125 31,5 500 >1000 >1000 >1000 >1000
F#19 62,5 >1000 62,5 500 >1000 >1000 >1000 >1000
F#20 125 500 125 500 >1000 >1000 >1000 >1000
F#21 62,5 125 62,5 125 >1000 >1000 >1000 >1000
F#22 62,5 125 62,5 125 >1000 >1000 >1000 >1000
Substéancia | >100 Nr >100 Nr >100 Nr >100 Nr
Substancialll >100 Nr >100 Nr >100 Nr >100 Nr
Substanciallll >100 Nr >100 Nr >100 Nr >100 Nr
Substancia IV >100 Nr >100 Nr >100 Nr >100 Nr
Substancia VvV >100 Nr >100 Nr >100 Nr >100 Nr
Vancomicina - - 0,18 - - - - -
Penicilina 0,0098 - - - - - - -
Tetraciclina - - - - 3,13 - 0,78 -

Nr= nao realizado




A tabela 16 apresenta os resultados da CIM e CBM frente as bactéria
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 6623),
Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442). A
interpretagcéo dos resultados baseou-se no trabalho de Holetz e colaboradores
(2002) que classificam como auséncia de atividade antimicrobiana uma CIM
>1000 pg/ml para fragdes ndo purificadas e >100 ug/ml para substancias puras.

Pode-se observar que para Staphylococcus aureus, as subfracdes F#16-
19 e F#21-22 apresentaram uma CIM de 62,5 ug/ml podendo ser consideradas,
assim, com boa atividade antimicrobiana. Entretanto, essas mesmas fragoes
apresentaram CBM de 125-500 ug/ml com excec¢édo de F#19 que possui CBM
maior que 1000 ug/ml. As fracBes EB, FAQ, FACOEt, F#5-7 a F#15 e F#20 sdo
fragbes com atividade antimicrobiana moderada com CIM menores que 500
ug/ml e maiores que 100 ug/ml.

Com base na classificacdo de Holetz et al. (2002), pode-se afirmar que as
fracbes F#2-4 e epigalocatequina, galocatequina, epigalocatequina-(4p—8)-
galocatequina, epigalocatequina-(4p—8)-epigalocatequina, robenetidnidol-
(4p—8)-epigalocatequina ndo possuem atividade antimicrobiana contra a
bactéria S.aureus.

Os resultados da CIM e CBM frente a bactéria B. subtilis mostraram que
as fracoes F#17 e F#18 foram capazes de inibir o crescimento bacteriano na
concentracédo de 31,5 ug/ml. A F#19 apresentou uma CIM de 62,5 pug/ml. De
forma semelhante as subfracfes F#15-16 e F#21-22, possuem uma CIM de 62,5
ug/ml. As subfracdes F#17-19 ndo possuem acao bactericida, entretanto F#21-

22 demonstraram CBM (125 nug/ml) e F#15 (500 pg/ml). Nenhuma das



substéancias puras foi capaz de matar a bactéria, e sequer de inibir o crescimento
de B. subtilis.

Todas as fracbes testadas foram inativas frente as bactérias Gram
negativas E. coli e P. aeruginosa.

Os resultados apresentados no trabalho com extrato de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville, contendo altos teores em taninos (TOLEDO, 2002),
foram parcialmente diferentes daqueles obtidos nesse trabalho. A diferenca
principal relaciona-se com atividade desse extrato frente as bactérias Gram
negativas onde, a ultima subfracdo obtida da fracdo acetato de etila de S.
adstringens, apresentou CIM e CBM somente na concentracdo de 1000 ug/ml,
engquanto que a subfracdo correspondente em S. obovatum (F#22; Tab.16) n&o
foi encontrada auséncia de crescimento bacteriano, sequer nessa mesma
concentracdo. Para substancias isoladas, esperava-se resultados semelhantes
aos obtidos nesse trabalho, ja que Toledo (2002), avaliou 6 substancias puras
(taninos condensados) obtidas de S. adstringens e nenhuma delas apresentou
resultado inferior a 100 ug/ml. Da mesma maneira, Galina (2003), testou extratos
e substancias puras (taninos condensados) e obteve resultados sempre
superiores a 1000 pug/ml e 100 pug/ml, respectivamente, indicando, de acordo com
a convencdo adotada por Holetz e colaboradores (2002), ndo possuirem
atividade antibacteriana. Para Kolodziej et al. (1999), no entanto, valores para
substancias puras entre 1000 e 2000 ug/ml sdo considerados com atividade
entre fraca a moderada.

Resultados obtidos no presente trabalho ndo é possivel relacionar o valor
final de CIM ou mesmo de CBM. Esses valores poderiam auxiliar no

correlacionamento, de acordo com Scalbert (1991), entre o grau de hidroxilacao



do anel B de taninos condensados e o nivel de crescimento de determinadas

bactérias. A auséncia de uma efetiva atividade sobre o crescimento de bactérias

pode ser explicada, provavelmente, pela heterogeneidade quimica dos polifendis

produzidos e pela grande concentragdo, contrabalangcada com sua baixa

toxicidade para os microrganismos (KOLODZIEJ et al., 1999).

Tabela 17- Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida

minima (CFM) dos extratos das cascas de Stryphnodendron obovatum Benth.,

frente as leveduras

pug/ml

Fra_gf)es C. albicans C. parapsilosis C. krusei C. tropicalis
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM

EB >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000 | >1000

Eaq >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
EtOAc >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
F#2 >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
F#3 >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
F#4 >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
F#5-7 >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
F#8 >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
F#9 >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
F#10 >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
F#11 >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
F#12 >1000 |>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >1000
F#13 125 250 125 1000 >1000 >1000 | >1000 | >1000
F#14 125 250 125 500 >1000 >1000 | >1000 | >1000
F#15 125 125 62,5 500 >1000 >1000 | >1000 | >1000
F#16 62,5 125 62,5 1000 >1000 >1000 | >1000 | >1000
F#17 62,5 125 315 1000 >1000 >1000 | >1000 | >1000
F#18 62,5 125 315 500 >1000 >1000 | >1000 | >1000
F#19 62,5 >1000 62,5 500 >1000 >1000 | >1000 | >1000
F#20 125 500 125 500 >1000 >1000 | >1000 | >1000
F#21 62,5 125 62,5 125 >1000 >1000 | >1000 | >1000
F#22 62,5 125 62,5 125 >1000 >1000 | >1000 | >1000




Substéancia | >100 Nr >100 Nr >100 Nr >100 Nr
Substancia ll >100 Nr >100 Nr >100 Nr >100 Nr
Substancia lll |>100 Nr >100 Nr >100 Nr >100 Nr
Substéncia IV |>100 Nr >100 Nr >100 Nr >100 Nr
SubsténciaV |>100 Nr >100 Nr >100 Nr >100 Nr
Nistatina 1 - 8 - 4 - 8

Nr= nao realizado

Como pode ser observado na tabela 17, as subfracfes F#13-15 e F#20
apresentaram acao antifungica moderada com CIM de 125 ug/ml). Todas essas
fracbes foram capazes de matar Candida albicans em concentracdes que
variaram de 250 a 500 pg/ml. Os mesmos resultados de concentracao fungicida
minima foram obtidos para Candida parapsilosis, com excec¢do de F#13 que ndo
apresentou esse potencial. No entanto foram testados EB, FAq, FACOEt, F#2-
12, epigalocatequina, galocatequina, epigalocatequina-(43—8)-galocatequina,
epigalocatequina-(4—8)-epigalocatequina, robenetidnidol-(4p—8)-
epigalocatequina e nenhum dos extratos ou mesmo as substancias puras foram
ativas frente a levedura C. albicans.

As fracbes F#16-19 e F#21-22 apresentaram-se com boa atividade
antifiingica, com CIM de 62,5 ug/ml, e mataram as leveduras Candida albicans
nas concentracoes de 125-250 pg/ml com excecdo da fracdo F#19 que
apresentou somente atividade inibitéria.

Os resultados obtidos para C. parapsilosis foram ainda melhores que para
C. albicans, pois frente a essa levedura as fragcdes F#17 e 18 apresentaram uma
CIM de 31,5 pg/ml mas, no entanto, apenas a F#18 apresentou potencial
fungicida na concentracdo de 500 ug/ml, enquanto F#17 somente inibiu seu

crescimento. Os extratos EB, FAQ, FACOEt e as subfragdes F#2-12, F#8.2-8.3,



F#10.4, F#10.6 e F#11.3 nao foram ativas nas concentracdes testadas. As
fracbes F#13-14 possuem atividade moderada com uma CIM (125 pg/ml),
entretanto F#13 ndo apresenta atividade antifingica, pois sua CFM foi maior que
1000 pg/ml, enquanto a F#14 resultou em 500 ug/ml. As fragbes F#15-16, F#19,
F#21-22 apresentaram CIM de 62,5 ug/ml e CFM entre 500 -1000 ug/ml.

As mesmas fracBes foram testadas frente a levedura C. krusei e C.
tropicalis, porém todas foram inativas.

Para se tornar um antimicrobiano se faz necessario outros estudos em
busca de melhores valores de CIM e CBM.

Entretanto pode-se considerar que o0s resultados obtidos foram
promissores, pois valores mais elevados de CIM e CBM podem ser explicados
por alguns fatores, como a mistura de componentes mesmo em fracées mais
purificadas, o que resultaria numa diluicdo das substancias responsaveis pelos
efeitos encontrados nos testes realizados. Assim, faz-se necessario uma maior
purificacdo desses componentes para se tornar possivel uma comparacdo dos
resultados obtidos com os padrées empregados.

Pode-se concluir que dentre todos os extratos, subfracdes e substancias
puras avaliadas, seja frente as bactérias Gram positivas (S.aureus e B. subtilis)
ou ainda frente as leveduras (C. albicans e C. parapsilosis), as que apresentaram

melhores resultados foram F#13-F#22.



5.6 Atividade cicatrizante

Nos ultimos anos tem se intensificado o interesse pela fitoterapia com
aplicacdo em dermatologia e cosmética, tendo em vista os bons resultados
encontrados através de pesquisas cientificas e uso popular (PAREJA, 1996).

Os taninos auxiliam na cicatrizacdo de feridas, queimaduras e
inflamacgdes devido a sua capacidade de complexacdo com proteinas através da
formacao de uma pelicula protetora sobre a regido danificada (HASLAM, 1989).

Esse grupo de substancias possui acdo antiinflamatéria
comprovadamente, como pode ser visto nos trabalhos de Mota et al. (1985) e
Kapu et al. (2001), além do trabalho de revisdo de Scholz (1994).

Tendo em vista a riqueza de taninos nas cascas de Stryphnodendron
obovatum Benth., a auséncia de estudos sobre sua possivel atividade
cicatrizante, seu intenso uso na medicina popular, principalmente na regido do
cerrado brasileiro, seu habitat natural, objetivou-se avaliar a acdo da pomada de
extratos a 2,5% em feridas cutaneas de ratos.

Foi possivel, por meio de observacéo clinica, verificar que a cicatrizacédo
das feridas do dorso dos animais procedeu-se normalmente, sem que fossem
observados processos infecciosos ou de qualquer outra natureza. Essas
observactes foram comprovadas através de uma posterior analise microscopica
da ferida.

Os resultados das medidas das feridas, realizadas com paquimetro, séo

apresentados nas tabelas 18 e 20.



Tabela 18- Diferencas entre as médias inicial e final das medidas dos maiores

eixos transversal e longitudinal de feridas cutaneas tratadas com base de

Beeler (controle) e com pomada de extrato bruto aceto-aquoso (PEB) a 2,5%

(n=5).
Eixo transversal Eixo longitudinal
Tempo Controle PEB 2,5% Controle PEB 2,5%
(dias) (cm) (cm) (cm) (cm)
xsepm) | REEPMYsciepy | ok 2EPMY)
4 1,33+0,025 (1,23+0,02 |0,83+0,02 |0,80+0,07
7 0,66 £+0,025 |0,64+0,02 |0,46+0,02 |0,46+0,02
10 0,36 +0,060 [0,44+0,05 |0,22+0,07 |0,32+0,08

* X: média, EPM: erro padrdo da média

Tabela 19- Diferencas entre as médias inicial e final das medidas dos maiores

eixos transversal e longitudinal de feridas cutaneas tratadas com base de

Beeler (controle) e com pomada de fragao acetato (PACOEt) a 2,5% (n=5)

Tempo
(dias)

4
7

10

Eixo transversal

Eixo longitudinal

Controle
(cm)

(X zEPM)

1,26 + 0,05

0,66 + 0,09

0,34 + 0,04

PACOEt
2,5% (cm)
(X tEPM)
1,22 + 0,06
0,72 £ 0,07

0,50 + 0,09

Controle
(cm)

(X tEPM)

0,98 £ 0,07

0,96 + 0,04

0,32+ 0,05

PACOEt 2,5%
(cm)
(X +EPM)
1,06 + 0,02
0,96 + 0,10

0,22 + 0,05

* X: média, EPM: erro padrao da média



Tabela 20- Diferencas entre as meédias inicial e final das medidas dos maiores

eixos transversal e longitudinal de feridas cutaneas tratadas com base de

Beeler (controle) e com pomada de fragdo aquosa (PAQ) a 2,5% (n=5)

Eixo transversal

Eixo longitudinal

Tempo
(dias)

4
7
10

Controle
(cm)

(X tEPM)

1,35+ 0,09

0,60 £ 0,05

0,74 £ 0,10

PAq 2,5%
(cm)

(X tEPM)

1,38 + 0,04

0,76 £0,11

0,60 + 0,05

Controle
(cm)

(X £tEPM)

1,2+0,04

0,90 £ 0,05

0,38 £0,03

PAQ 2,5%
(cm)

(X tEPM)
1,15+ 0,11
0,92 + 0,05
0,46 + 0,04

* X: média, EPM: erro padrdo da média

As feridas observadas com 4 dias, apresentaram uma “lingua epitelial”

(Fig. 38) com formato alongado. No entanto nesse periodo, ndo foi encontrada

nenhuma ferida que tenha sido completamente reepitelizada. Ja nas feridas com

10 dias de tratamento, péde-se observar que apenas algumas apresentavam

reepitelizacdo completa, devendo-se, provavelmente, a resposta individualizada

dos animas, o que prejudica a analise global em alguns casos.
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Figura 38- Corte transversal de ferida cutanea de rato Wistar, corada em H&E.

Lingua de reepitelizacédo (aumento 10X)



As células em metéfase foram observadas em todas as areas do epitélio

recém formado, contudo foi evidente a maior concentracdo de metafases nas

margens da ferida (Fig. 39).

Célula em metafase

Figura 39- Corte transversal de ferida cutanea de rato Wistar, corada em H&E.

Células em metafase (aumento 40X)

O tratamento com pomada de extrato bruto durante 7 e 10 dias mostrou
uma melhora estatisticamente significativa quando comparada com o controle
(base de Beeler). Entretanto, as feridas tratadas durante 4 dias ndo foram

observadas melhora na cicatrizacéo (Fig.40)
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Figura 40- Efeito do tratamento com pomada de extrato bruto (PEB) (a),
(PACOEY) (b), (PAQ) (c) de Stryphnodendron obovatum Benth. 2,5% sobre o

ndamero de metafases/area em feridas cutaneas. Valores meédios (n=5).

Observou-se um aumento estatisticamente significativo p<0,05, no indice
de metafases/area nas feridas tratadas com pomada PEB, quando comparada
ao controle, o que indica uma maior proliferacéo celular estimulada pelo extrato
de Stryphnodendron obovatum Benth. a 2,5% apdés 7 e 10 dias (Fig.40a).

Foi possivel observar um aumento estatisticamente significativo p<0, 005,
no indice de metéfases/area na ferida tratada com pomada PAcOEt, quando
comparada ao controle, o que indica uma maior proliferacéo celular estimulada
pelo extrato de Stryphnodendron obovatum Benth. a 2,5% nos primeiros 4 dias

(Fig. 40b).



Os resultados obtidos com o extrato bruto e fragdo acetato mostram
atividade estimulante de seus componentes, no processo de cicatrizagdo. A acao
das substancias mais polares presente na fragdo acetato de etila pode ser
responsavel por sua acao nos processos iniciais (4 dias) da cicatrizacdo o que

difere do extrato bruto que possui atividade no final do experimento (7 e 10 dias).

A fragdo aquosa interferiu negativamente nos processos de cicatrizagéo (7 e 10

dias) (Fig.40c).

Através de ensaios especificos para determinacdo de saponinas no
extrato bruto e fracdes determinou-se a presenca desta classe de substancias
na composicao quimica do extrato bruto e fracdo aquosa de Stryphnodendron
obovatum Benth. Essas substancias polares (solliveis em agua), devido seu
carater anfifilico, formam complexos com fosfolipideos das membranas celulares
alterando sua permeabilidade e causando sua destruicdo (SCHENKEL et al.,
2001). Essa caracteristica das saponinas, que provavelmente estdo presentes
na fracdo aquosa, pode ser responsavel pela acdo nas feridas tratadas com
pomada contendo essa fracéo.

A avaliacdo do tamanho da lingua de reepitelizacao também foi realizada

e os resultados sdo demonstrados nas figuras 41.
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Figura 41- Efeito do tratamento durante 10 dias com pomada contendo extrato
bruto (PEB) (a), (PACOEt) (b), (PAQ) (c) de Stryphnodendron obovatum Benth.
2,5% sobre a migracao celular em feridas cutaneas de ratos Wistar. Valores
médios + DP, Teste t.

Os resultados obtidos através da andlise de migracéo celular epitelial,
observado pela medida da lingua de reepitelizacao (Fig. 41), das feridas tratadas
com o extrato bruto e fracbes, ndo foram significativas quando comparadas ao
controle (base de Beeler).

Os resultados anteriormente analisados mostram uma melhora na
proliferacdo celular das feridas tratadas com extrato bruto e fracdo acetato de
etila. Entretanto, a migracdo celular epitelial ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos. Esse efeito pode ser justificado pela acdo dos
taninos na complexacdo com proteinas, que podem ter prejudicado a migracéo
celular, assim apesar de um maior indice de metafases/area nas feridas tratadas
com extrato bruto (10 dias) e fracdo acetato de etila (4 dias) a migracdo nao foi
aumentada.

No processo de cicatrizacdo ocorrem varios fatores concomitantemente,
entre eles (ANDRADE, 1995):

1. Limpeza: logo apds o ferimento, os tecidos liberam mediadores da

inflamacé&o tais como: enzimas cicloxigenases e lipoxigenases

2. Retracédo pela acdo de miofibroblastos

3. Tecido de granulag&o: crescimento de novos tecidos para preencher o

local lesado

4. Reepitelizagéo: crescimento do epitélio abaixo da crosta da ferida



Davidson e Breyer (2003), observaram que baixos niveis de
ciclooxigenase-1 reduzem a reepitelizacdo e o tecido de granulacao,
aumentando niveis de TNF-a e citocinas que atuam negativamente no processo
de reparo. Nesse processo, a presenca de outras células como plaquetas e
leucdcitos sdo fundamentais pois, além da formacédo de massa celular, atraem
substancias quimicas endogenas (fatores quimiotaxicos) responsaveis pelo
inicio da formacdo de novos tecidos e vasos sanguineos. Essas células
estimulam as fases subsequientes do processo cicatricial.

Por outro lado, a possibilidade de uma acao antiinflamatéria ocorre devido
a acdo dos taninos por serem capazes de facilitar a sintese de
glicosaminoglicanas, as quais sdo 0s primeiros componentes da matriz
extracelular, com maturacdo e organizacdo do tecido fibroso, componente
substancial no processo de reparacdo da ferida (OKASALA et al., 1995;
CHITHRA et al., 1998). Além dessas configuracdes ja ficou demonstrado que
taninos, principalmente condensados, atuam na reducéo da dor, diminuindo risco
de infeccdo, estimulacdo da regeneracdo da epiderme, rapida cicatrizacdo e
melhor formacédo da cicatriz, reducdo de mortalidade e reducédo da perda de
plasma (HUPKENS et al., 1995; KHANNA et al., 2002).

Durante os ultimos 15 anos foi possivel encontrar estudos sobre a
atividade cicatrizante de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (PANIZZA
etal., 1988; VIEIRA et al., 1998; PALERMO et al., 2002). Em todos os trabalhos,
0s autores observaram acdo de pomadas de extratos de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville na cicatrizacao e proliferacao celular.

Portanto os resultados obtidos através do estudo com a pomada de

extratos de Stryphnodendron obovatum Benth. estdo de acordo com o0s



resultados obtidos com Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville nos estudos
avaliados e confirmando a etnofarmacologia dessa espécie amplamente

utilizada.

6. CONCLUSOES

O estudo morfo-anatdbmico mostrou estruturas caracteristicas do género
Stryphnodendron.

O controle de qualidade permitiu tracar um perfil dos constituintes
quimicos da droga vegetal, além de observar a melhor época de coleta
(primavera), dentre as estagfes do ano avaliadas, e propor o melhor método de
extracao (turbolise com acetona:agua 7:3 V/V).

A fracdo acetato de etila forneceu 22 subfragcdes a partir das quais foram
isoladas e identificadas 5 substancias: epigalocatequina, galocatequina,
epigalocatequina-(4—8)-galocatequina, epigalocatequina-(4p—8)-
epigalocatequina e robinetinidol-(43—8)-epigalocatequina. De acordo com as
substéancias conclui-se que a droga vegetal tem potencial para contrinbuir com o
conhecimento quimico e taxonémico do género e da familia botanica.

A metodologia realizada através de CLAE comprovou a eficiéncia e
simplicidade do método proposto para separacéo de taninos presente no extrato
em estudo.

As subfracdes foram testadas para a atividade antioxidante, e de acordo
com os resultados obtidos pode-se afirmar que todas as fracées possuem essa

atividade, destacando-se as amostras das subfracfes 6 a 12, que demonstraram



excelentes atividades quando comparada aos controles quercetina, rutina, acido
galico e astilbina.

Pode-se avaliar que as subfracdes F#13 a F#22 apresentaram atividade
frente as bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) ou
ainda frente a leveduras (Candida albicans e C. parapsilosis), as que
apresentaram melhores resultados foram.

O estudo da atividade cicatrizante da espécie mostrou um aumento
significativo da proliferagdo celular epitelial para as feridas tratadas com
pomadas contendo o extrato bruto ou acetato de etila a 2,5%, enquanto o grupo
tratado com PAQ mostrou um prejuizo na cicatrizacao.

Conclui-se que, a espécie vegetal Stryphnodendron obovatum Benth.,
amplamente utilizada pela populacdo, apresenta atividades promissoras para
elaboracdo de um medicamento fitoterapico, entretanto se faz necessario a
continuacdo desses estudos para obtencdo de novos compostos quimicos e a

realizacdo de novos ensaios biolégicos e toxicoldgicos.
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