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RESUMO

Guazuma ulmifolia Lam., Sterculiaceae, conhecida popularmente como “mutamba”, possui
ampla distribuicdo geogréfica, existindo desde o México até o sul do Brasil . O interesse pelo
estudo quimico e microbioldgico € devido ao seu uso popular para tratamento capilar. Essa
propriedade pode ser atribuida aos taninos, os quais apresentam atividade farmacoldgica,
como antinflamatérios, antioxidantes, antiulcerogénicos, antimicrobianos, antivirais, acdo de
protecdo capilar e, previnem radicais livres. O material foi coletado na regido de Londrina,
Parana e, regido de Guariroba, Sdo Paulo, que, ap6s analise botéanica, foi identificado como
Guazuma ulmifolia Lam., var. tomentella. Na anélise microscopica, grandes canais secretores
entre as células do parénquima e pélos tectores estrelares sobre a epiderme foram detectados.
Na andlise quimica realizou-se a separagdo de compostos a partir do extrato bruto por
cromatografia em coluna Sephadex® LH-20. Do ponto de vista biologico, observou-se a
atividade antibacteriana in vitro do extrato bruto e suas fracfes semipurificadas, pelo metodo
de microdiluicéo. O resultado da analise da atividade frente Staphyllococcus aureus e Bacillus
subtilis foi mostrada pela fracdo aquosa do extrato bruto (CIM 31,25 ug/ml e CBM 250
ug/ml; CIM 125 ug/ml e CBM 500 ug/ml, respectivamente). Ainda, a fracdo acetato de etila
apresentou alguma atividade contra Pseudomonas aeruginosa (CIM 250 ug/ml). O estudo
quimico preliminar indicou a presenca de taninos, flavonoides e saponinas. Do fracionamento
do extrato bruto das cascas G. ulmifolia, com a fracdo acetato de etila, isolou-se um flavan-3-
ol (epicatequina) e dois dimeros de tanino condensado [procianidina B, e epiafzelequina-
(4B—8)-epicatequina], os quais foram caracterizados através de métodos espectroscopicos por

RMN, EM e comparacdo com dados da literatura.

PALAVRAS-CHAVE: Guazuma ulmifolia; Sterculiaceae; taninos condensados; andlise

botanica, atividade antibacteriana.



ABSTRACT

Guazuma ulmifolia Lam., Sterculiaceae, popularly known as “mutamba”, presents wide
geographical distribution, ranging from Mexico to Southern Brazil. The interest in the
microbial and chemical study is due to its use for treatment for hair loss. This activity can be
attributed to tannins that have many pharmacological activities such anti-inflammatory, anti-
oxidant, radical scavenging, anti-ulcer, anti-microbial, anti-viral and capillary protective
action. The material was collected in the field vicinity of Londrina, Parana state and, in the
field vicinity of Guariroba, S&o Paulo state, and, after botanical analyses, the identification
confirmed the material being Guazuma ulmifolia Lam., var. tomentella. In the microscopic
analyses, big secretories ducts among the cells of the parenquimal tissue and star-shaped
trichoms on the epidermis were detected. In the chemical analyses was carried out the
separation of compounds from the crude extract by a column chromatography on Sephadex®
LH-20. By the biologic point of view, observed the in vitro anti-bacterial activity from crude
and semi-purified extracts, by microdilution method. The result for activity against
Staphyllococcus aureus and Bacillus subtilis was showed by the aqueous fraction of crude
extract (MIC 31.25 ug/ml, and MBC 250 ug/ml; MIC 125 pg/ml and MBC 500 pg/ml,
respectively). Moreover, the ethyl acetate fraction presented some activity against
Pseudomonas aeruginosa (MIC 250 ug/ml). Phytochemical approach proved the presence of
tannins, flavonoids and saponins. From the fractionation of a crude extract of G. ulmifolia
stem bark, with the ethyl acetate fraction, led to the isolation of one flavan-3-ol (epicatechin)
and two dimmers of condensed tannin [procyanidin B, and epiafzelechin-(43—8)-
epicatechin], whole characterized by spectroscopic methods by NMR, MS and comparison

with literature values.

KEYWORDS: Guazuma ulmifolia; Sterculiaceae; condensed tannins; botanical analyses,

antibacterial activity.



1. INTRODUCAO

Desde a Antiguidade, as plantas sdo um recurso terapéutico ao alcance do ser humano. Durante
milénios, 0 homem, empiricamente, aprofundou seus conhecimentos visando a melhoria nas condices de
alimentacdo e a cura de suas enfermidades, demonstrando uma estreita inter-relacdo entre o uso das plantas e sua
evolucgdo. E fato que no passado, 0 homem, quando acometido de seus males, recorria a alguma fonte de poder
curativo. Na perspectiva da pesquisa natural, 0 homem encontrou, nas plantas, virtudes, cujo valor tornou-se
reconhecido e, por tantas vezes, foi considerado como magico e até alquimista, sendo transmitido de geracéo a

geracao.

O uso das plantas como medicamento € provavelmente tdo antigo quanto a préopria
humanidade. Nas llhas Oceanicas, por exemplo, ha séculos a planta cava-cava (Piper methysticum
Forster) é usada como calmante. Durante muito tempo, foi utilizada em cerimdnias religiosas, para um
tipo de “efeito mistico”. Depois, cientistas alemaes comprovaram que seu extrato tem efeito no
combate a ansiedade (Fitoterapia..., 2002).

A partir do século XIX, com o avanco da quimica, ainda que rudimentar, a humanidade tinha
diante de si um amplo arsenal terapéutico, presente nas espécies vegetais. A descoberta de
substancias que, em estado natural ou apés sofrerem processos de transformacao quimica,
possuiam atividades farmacoldgicas, muitas vezes confirmadas pelo uso popular, passou a gerar

interesses e incentivos institucionais e governamentais (Miguel e Miguel, 1999).

No século XX, apés a revolucéo industrial e o grande desenvolvimento da quimica
organica, ocorreu uma preferéncia mundial por produtos sintéticos. Assim, a fitoterapia
ficou como uma opcéo para populacdes pobres ou como supersticdes religiosas sem
valor terapéutico.

No final do mesmo século, o aproveitamento dos recursos naturais assumiu valor estratégico
para governos e instituicdes privadas. Como resultado desse fenbmeno, o trabalho de preservacgéo e
estudo de espécies vegetais merece hoje atengdo especial dos paises em desenvolvimento e dos
paises do primeiro mundo.

Os cientistas reconhecem que as matas, especialmente na América Latina, guardam o
segredo da cura de muitas enfermidades. As plantas constituem um verdadeiro tesouro
verde: carregam complexos coquetéis, os chamados principios ativos, preparados pela
engenharia quimica da natureza em milhGes de anos de eventos e testes evolutivos. O
controle e o conhecimento desse tesouro sdo hoje motivo da cobica desde o curandeiro que
comercializa folhas na praca até os grandes laboratérios (Verde..., 2002).

Atualmente percebe-se um fendmeno surpreendente. A busca e intensificagdo do uso de plantas pela

populagdo, com fins medicinais, ocorrem até mesmo nas sociedades mais industrializadas.
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O mercado fitoterapico vem crescendo nos Ultimos 15 anos. Europa e Estados Unidos, por exemplo,
movimentaram cerca de U$ 7 bilhdes e U$ 5 bilhdes, respectivamente, apenas em 1999, e assim, atraiu ainda

mais a atencdo das grandes companhias farmacéuticas (Calixto, 2000).

De acordo com Calixto (2000), resultados de uma pesquisa norte-americana mostram que as plantas
medicinais sdo empregadas por cerca de 60 milhdes de americanos com idade acima de 18 anos, para tratar
gripes, dor de cabeca, depressdo, diarréia e menopausa, entre outras. Cada americano gasta, em média, U$

54/ano comprando medicamentos para essas enfermidades.

A fitoterapia tem assumido tal dinamismo nos EUA e Europa, que a Universidade de Harvard
esta instituindo um centro de pesquisas nessa area. A Faculdade de Medicina sera o setor
responsavel pela analise da eficiéncia dos tratamentos, cujos beneficios terapéuticos vém sendo mais
do que comprovados em milhdes de pessoas que fazem uso das ervas medicinais (A importancia...,
2002).

Cerca de 25% dos medicamentos prescritos no mundo possuem principios ativos que provém
de plantas. De 252 medicamentos considerados basicos e essenciais pela Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS), 11% séao exclusivamente de origem vegetal e um nimero razoavelmente grande das
substancias sintéticas sdo, também, obtidas a partir de precursores vegetais (Rates, 2001).

O Brasil, nos ultimos anos, passou por grandes mudancas no plano econémico, gerando
severos danos aos programas sociais de saude e a descontinuidade desses programas tem
provocado um impacto negativo sobre o consumo de medicamentos. Num pais onde a populacéo
carente ndo sé tem dificuldades para obter os medicamentos convencionais, mas também adoece
muito mais, o0 uso criterioso da fitoterapia no sistema publico de salde pode ser uma alternativa para
a reducao do custo dos medicamentos.

De acordo com a OMS, devido a pobreza e ao dificil acesso a medicina moderna, cerca de
65-80% da populacdo mundial que vive em paises em desenvolvimento dependem essencialmente
das plantas medicinais como primeiro recurso ao cuidado com a saude (Calixto, 2000).

Exemplo de iniciativa bem sucedida no Brasil de uso de medicamentos ndo convencionais
ocorre no estado do Ceara. Em 1983, a Universidade Federal do Ceara (UFC) implantou o programa
Farmacias Vivas, sob a coordenacgédo do Professor Dr. Francisco José de Abreu Matos. Seguindo
recomendac¢fes da OMS, o programa oferece assisténcia farmacéutica fitoterapica de base cientifica
as comunidades carentes de Fortaleza.

O programa vem mostrando, desde 1995, resultados em que, por exemplo, casos de
amebiase e giardiase (doencas parasitarias muito comuns em paises pouco desenvolvidos)
sdo tratados com capsulas de horteld a um custo de R$ 0,96 enquanto o medicamento
convencional, Flagyl® (Rhodia), tem um custo de R$ 4,12 (Fitoterapia..., 2002).

Quando utilizados de maneira adequada, os medicamentos fitoterapicos apresentam efeitos
terapéuticos, as vezes, superiores aos medicamentos convencionais, com efeitos colaterais
minimizados. Os medicamentos sintéticos vém se tornando, em algumas situacdes, ineficientes ou

inseguros. O excesso de efeitos colaterais, 0 uso abusivo e a prescri¢édo indiscriminada resultam em
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uma razao nao ideal de risco/beneficio, que pode levar graves riscos ao paciente, podendo acarretar,
em muitos casos, em dependéncias.

Um exemplo é a valeriana (Valeriana officinalis L.) que vem sendo usada no tratamento de
insbnia e que, ao contrario dos medicamentos convencionais, ndo provoca dependéncia nem
tolerancia. Entretanto, em grandes quantidades e por tempo muito prolongado, pode ser toxica ao
figado (Fitoterapia..., 2002).

A utilizacdo inadequada dos fitoterapicos, como a automedicagao, pode trazer uma série de efeitos colaterais,
entre eles estdo reacdes alérgicas, efeitos toxicos graves em varios drgaos e até mesmo desenvolvimento de
certos tipos de cancer. Estudos mostram que 4% das causas de internacéo de pacientes em hospitais da Coréia

do Sul ocorrem devido ao uso abusivo de plantas medicinais (Dalen, 1998).

O nosso pais possui cerca de 120.000 espécies vegetais das quais menos de 1% ja foram
estudadas do ponto de vista quimico e farmacolégico (Martins et al., 1994). Estudos realizados na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) apontam que o mercado mundial de produtos
farmacéuticos, cosméticos e agroquimicos, todos envolvendo plantas medicinais, soma
aproximadamente U$ 400 bilh6es/ano, o que da a dimensdo da enorme oportunidade existente para
0s produtos brasileiros (Barata e Queiroz, 1995).

Dessa forma, compreende-se a necessidade de validar as pesquisas com plantas medicinais
e desenvolver novas tecnologias para assegurar uma terapéutica mais segura. O estudo dessas
plantas, seja do ponto de vista botanico, quimico, biolégico, tecnoldgico e farmacol6gico, néo € tarefa
das mais simples, pois todas as etapas que compreendem esses estudos envolvem diferentes areas
de conhecimento, sendo necesséario um determinado tempo para se chegar ao medicamento
padronizado, do ponto de vista do controle de qualidade, da eficacia e da seguranca.

Dentro das perspectivas atuais e no interesse de conhecer melhor nossa biodiversidade,
buscou-se estudar uma espécie vegetal conhecida popularmente por mutamba, a Guazuma
ulmifolia Lam., da familia Sterculiaceae, que se encontra disseminada por todo Brasil e em
alguns paises da América do Sul e Central, além de ser amplamente cultivada na Asia. Seu
uso, preconizado pela populacéo, é bem amplo, sendo empregada como depurativo,
adstringente, contra sifilis, moléstias da pele, queda de cabelo e afec¢des parasitarias do
couro cabeludo (Corréa, 1974).



2. OBJETIVOS

De acordo com o relato popular das propriedades da droga vegetal como sendo
antibacteriana e antifingica (Caceres et al.,1987; Caceres et al., 1990; Caceres et al., 1993b; Navarro
et al., 1996), depurativa (Rutter, 1990), citotoxica (Nascimento et al., 1990), diaforética (Cruz, 1995),
anti-hiperglicemiante (Alarcon et al., 1998), sendo utilizada em problemas de pele, como dermatite,
erisipela, ferimentos (Dominguez e Alcorn, 1985; Caceres et al., 1987) e também para o tratamento
da queda de cabelo (Corréa, 1974; Rutter, 1990), verificou-se a necessidade de se estudar mais
profundamente essa espécie vegetal.

Diante das caracteristicas apresentadas pela G. ulmifolia Lam., o presente trabalho tem por
objetivos:

a) caracterizar a espécie vegetal morfolégica e anatomicamente, a fim de comprovar a
originalidade do vegetal,

b) delimitar taxonomicamente a espécie estudada e suas variedades através do estudo
morfolégico e anatdmico, de modo a fornecer subsidios para se identificar qual a variedade estudada,;

c) realizar o controle de qualidade da droga vegetal coletada em duas esta¢cGes do ano, para
o conhecimento adequado de suas caracteristicas quimicas e fisicas;

d) isolar e identificar compostos fendlicos presentes em extrato liofilizado das cascas secas,
coletadas no estado do Parana;

e) avaliar a atividade antibacteriana dos extratos bruto e semipurificado obtido por particdo

liquido-liquido.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. SISTEMATICA VEGETAL

3.1.1. A familia Sterculiaceae Vent.

A familia Sterculiaceae Vent., com cerca de 68 géneros e 1100 espécies, possui distribuicdo pantropical,

sendo rara em regides temperadas. No Brasil, ocorrem 11 géneros e cerca de 115 espécies (Barroso, 1978).

As plantas pertencentes a essa familia apresentam habitos variados, podendo ser herbaceas, arbustivas ou arbéreas. De acordo com
Heywood (1993), as principais caracteristicas morfol6gicas para o reconhecimento do grupo sdo: folhas alternas com estipulas, simples
ou divididas, as vezes com presenca de tricomas estrelados; as flores sdo bissexuais ou unissexuais, dispostas em inflorescéncias; calice
com 3 a 5 sépalas valvares, livres ou parcialmente unidas entre si; corola com ou sem pétalas, livres; androceu com 5 a 10 estames ou
mais, em geral unidos formando um tubo; ovario stpero formado de dois ou mais carpelos, dvulos de 2 a muitos por léculo; fruto do tipo
baga ou capsula, sementes com ou sem endosperma.

A familia pertence a ordem Malvales, com posicionamento taxondmico proximo as familias
Tiliaceae, Bombacaceae e Malvaceae. Séo reconhecidas duas subfamilias dentro de Sterculiaceae:
Byttnerioideae e Sterculioideae (Takhtajan, 1996). A subfamilia Byttnerioideae é distinta por
apresentar flores bissexuais, geralmente com pétalas presentes, além de apresentar carpelos unidos
na maioria dos casos, ao contrario de Sterculioideae, que apresenta, em geral, flores unissexuais,
pétalas ausentes e carpelos livres. A maior parte das espécies brasileiras encontra-se posicionada
dentro da primeira, Byttnerioideae, distribuidas nas seguintes tribos: Helictereae, Byttnerieae,
Theobromeae e Hermannieae.

Dentre as espécies ocorrentes no Brasil, destacam-se aquelas do género Helicteres, conhecidas
popularmente como saca-rolhas dos cerrados, também espécies de Sterculia, conhecidas no
Nordeste vulgarmente como chichas; chamam atencao também aquelas do género em estudo,
Guazuma, cujas arvores sao conhecidas vulgarmente como mutamba (Joly, 1975).

Do ponto de vista econémico, as espécies mais conhecidas da familia Sterculiaceae sdo o cacau
(Theobroma cacao L.) e a cola [Cola nitida (Vent.) Schott & Endl. e C. acuminata (Pal.) Schott &
Endl.], sendo essa Ultima uma importante planta medicinal utilizada em toda a Africa (Heywood,
1993). Existem, ainda, algumas espécies da familia frequentemente utilizadas como ornamentais,

sendo Dombeya Cav., 0 género mais conhecido no Brasil.

3.1.2. O género Guazuma

Segundo Takhtajan (1996), o género pode ser incluido dentro da subfamilia Byttnerioideae,
tribo Theobromeae, estando préximo, taxonomicamente, ao género Theobroma. Muitas espécies hoje
reconhecidas no género Guazuma foram inicialmente descritas dentro de Theobroma.

O género apresenta quatro espécies distribuidas pela América do Sul e México, sendo que
apenas duas ocorrem no Brasil: Guazuma ulmifolia Lam. e Guazuma crinita Mart.

Baseando-se principalmente em aspectos morfolégicos do fruto e sementes, as espécies do
género foram posicionadas em duas se¢des: Commersoniopsis (Guazuma crinita Mart.) e
Euguazuma (G. ulmifolia Lam., G. rosea Poepp. et Endl. e G. utilis Poepp. et Endl.) (Schumman,



1886). Um resumo apresentando a sisteméatica da familia Sterculiaceae chegando as variedades de
Guazuma ulmifolia Lam. é dado no fluxograma 1.
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3.1.3. A espécie Guazuma ulmifolia Lam.

Guazuma ulmifolia Lam. é a espécie do género com distribuicdo geografica mais ampla,
ocorrendo desde o México até o Brasil meridional, com colec¢des na Venezuela e Peru, além de ser
amplamente cultivada na Asia. Também ¢é a espécie de maior variagdo morfolégica, tanto das partes
vegetais como das partes florais.

O nome mutamba pode ser aplicado tanto a G. ulmifolia Lam. quanto a G. crinita Mart.
(Corréa, 1974). Porém, o fato dessa ultima possuir distribuicao geografica restrita ao estado do Rio de
Janeiro, sugere que a espécie, em geral utilizada e conhecida como mutamba, refere-se a G. ulmifolia
Lam.

De acordo com Corréa (1974), a mutamba (fig. 1) é uma arvore regular, de aproximadamente 20 metros de
altura, tendo o tronco entre 30 e 60 centimetros de diametro. Possui ramos na extremidade estreitado-
tomentosos; folhas com limbo oblongo, margens denteadas, ambas as superficies com revestimento de
tricomas estrelados, especialmente sobre as nervuras principais; inflorescéncias racemosas ou paniculadas,
axilar, tdo longa quanto os peciolos, flores pequenas, alvas, pétalas eretas e cuculadas; fruto preto, gelatinoso-

sacarino, comestivel para o gado.

Segundo a regido, a mutamba pode possuir a sinonimia de embira, embireira, embir(, mutamba verdadeira,
pau-de-motamba, camaca, periquiteira, piriquiteira, envireira, mutambo, pau-de-bicho, guaximo-macho,

pojo, guaxima-torcida e, araticum-bravo (Corréa, 1974).



Figura 1: Guazuma ulmifolia Lam., Sterculiaceae (Lorenzi, 1992)




Schumann (1886) reconheceu quatro variedades para a espécie, sendo elas, G. ulmifolia var.
glabra, G. ulmifolia var. tomentella, G. ulmifolia var. tomentosa e G. ulmifolia var. velutina.

Tabela 1: Caracteristicas das variedades de Guazuma ulmifolia Lam.

Variedade

Caracteristicas

G. ulmifolia var. glabra

folhas ovais

folhas adultas glabras na parte inferior
poucos tricomas nas nervuras

5-8 x 2-4 cm

peciolo tomentoso

fruto tipo capsula deiscente

G. ulmifolia var. tomentella

folhas oblongas — lanceoladas
10-12 x 4-6 cm
margens serreadas

fruto tipo céapsula deiscente

G. ulmifolia var. tomentosa

folhas ovais — lanceoladas
10-12 x 4-7 cm
margens serreadas

fruto tipo céapsula indeiscente

G. ulmifolia var. velutina

folhas ovais a ovais — oblongas
apice acuminado e base cordada
8-11 x4-5cm

margens serreadas

aspecto aveludado

Fonte: Schumann, 1886



3.2. COMPOSICAO QUIMICA DO GENERO Guazuma

Em relacdo aos constituintes quimicos da Guazuma ulmifolia Lam., verifica-se poucos
trabalhos com essa espécie que possui sua maior utilizagao pela populacao indigena (Frei et al.,
1998).

Hor et al. (1995) realizaram o fracionamento a partir do extrato bruto etandlico das cascas de
G. ulmifolia Lam. e isolaram proantocianidinas poliméricas que, apos analise quimica, comprovou-se
tal polimero ser constituido, principalmente, por unidades de epicatequina.

Uma andlise quimica preliminar do extrato bruto de G. ulmifolia Lam. apresentou uma fragéo
contendo procianidinas com grau de polimerizacdo maior que oito unidades de monémeros, a qual
mostrou-se com maior atividade de inibigdo de secrecéo cloridrica intestinal (Hor et al., 1996).

Outros grupamentos quimicos podem ser também encontrados na mutamba, porém sem
conhecimento da substancia quimica definida. Pode-se encontrar flavondides, alcaléides, saponinas,

resinas, mucilagens, acidos graxos e terpenos (Guazuma..., 2002).



3.3. USOS POPULARES E TESTES BIOLOGICOS EM ESPECIES DO GENERO Guazuma

A mutamba vem sendo utilizada pela populagdo, como medicamento natural, em
praticamente todos os locais em que esta presente. Suas cascas e folhas sao empregadas
medicinalmente, porém, ha relatos de que os frutos também séo aproveitados (Burkill, 1935).

O ché das cascas é utilizado no Brasil como diaforético (sudorifero), sendo empregado em
casos de febre, tosse, bronquite, asma, pneumonia e problemas de figado (Cruz, 1995). No Peru, as
cascas bem como as folhas secas, na forma de cha, sdo usadas para distdrbios renais, problemas de
figado e disenterias (Ramirez et al., 1988). Em outras regifes do Peru e na Amazbnia, a mutamba é
usada em casos de alopécia, asma, bronquite, dermatoses, diarréia, disenteria, elefantiase, febres,
hepatite, hanseniase, maléaria, nefrite e sifilis (Rutter, 1990).

A mutamba, conhecida por guacima ou guasima, no México, possui uma longa histéria de uso
indigena. Essa populacdo empregava as cascas frescas fervidas em agua para auxiliar no parto, em
problemas gastrintestinais, asma, diarréia e disenteria, feridas e febres (Dominguez e Alcorn, 1985).

Na Guatemala, com as folhas secas faz-se um decocto e ingere-se para febres, distUrbios
renais e problemas de pele, e ainda, utiliza-se externamente para feridas, contusdes, dermatites,
irritacdes de pele e erisipela (Caceres et al., 1987). Morton (1977) descreveu que, na Guatemala e em
Yucatd, México, os frutos maduros e secos da mutamba eram moidos e com o p6 preparava-se um
xarope utilizado em casos de tosse.

O extrato, tanto aquoso quanto alcodlico, das cascas da mutamba, demonstrou, em estudos
in vivo, ser fraco depressivo cardiaco, mas que possui atividade cardiotbnica, hipotensiva, relaxante
da musculatura lisa e, atividade na estimulacdo uterina (Vieira, 1968). Gonzales e Silva (1987)
também indicaram o uso das cascas da mutamba na estimulacdo da contracdo uterina.

Alarcon et al. (1998) sugerem que a G. ulmifolia Lam. possui um satisfatorio efeito anti-
hiperglicemiante, podendo, assim, ser Util no tratamento da diabetes mellitus.

Na realizacdo de uma triagem com 84 plantas utilizadas na Guatemala para o tratamento de
desordens intestinais, Caceres et al. (1990) constataram que dentre outras, a G. ulmifolia Lam. exibiu
alguma atividade antibacteriana. Esse resultado indica, portanto, um indicio do uso do extrato dessa
planta contra enterobactérias infecciosas.

Caceres et al. (1995) sugerem que a mutamba possa agir sobre a gonorréia (Neisseria
gonorrhoeae), ja que estudos in vitro realizados com a sua tintura alcodlica mostraram atividade
intermediaria contra tal bactéria. As atividades antibacteriana e antifingica da mutamba foram
também demonstradas através de outros estudos (Caceres et al., 1987; Caceres et al., 1993a e b;
Navarro et al., 1996).

Hor et al. (1995) testaram no colon distal de coelhos o extrato aquoso das cascas de G.
ulmifolia Lam. A secrec¢éo cloridrica foi estimulada por toxina colérica e por prostaglandinas E2
(PGE2). Observaram, entdo, que o extrato inibiu completamente a secre¢éo induzida pela toxina,
entretanto, ndo inibiu a acdo das PGE2. Esses resultados indicam uma acéo indireta sobre a
atividade anti-secretora.



Do ponto de vista contra hospedeiros intermediérios, o0 extrato das cascas da mutamba
apresentou fraca atividade moluscicida (Sousa e Rouquayrol, 1974).

Um estudo da atividade citotéxica de plantas do estado de Pernambuco, Brasil, revelou que a
G. ulmifolia Lam. apresenta capacidade de inibir o crescimento celular em mais de 90%. O
experimento foi realizado in vitro, empregando-se células KB nas quais o extrato das folhas inibiu o
crescimento em 97,3% (Nascimento et al., 1990).

No teste de toxicidade aguda das folhas de G. ulmifolia Lam., foram utilizados camundongos
e ratos. Os resultados dos testes indicaram que até a maior dose aplicada (1250 mg/kg do peso
corporal dos camundongos e 2500 mg/kg do peso corporal dos ratos) nenhuma morte foi observada.
Sintomas téxicos e anormalidades morfologicas também nao foram visualizados. Com isso, a dose
letal mediana (DLsp) ndo foi definida, mas confirmou-se que as folhas de mutamba n&o tém toxicidade

significativa (Donatus, 1997).



3.4. FLAVAN-3-0IS E PROANTOCIANIDINAS

Taninos séo substancias fendlicas solUveis em agua com massa molecular entre 500 e cerca
de 3000 Dalton, que possuem a capacidade de formar complexos insoliveis em agua com alcaldides,
gelatina e outras proteinas (Mello e Santos, 2002). Nas plantas superiores, os taninos sao metabdlitos
secundarios que constituem dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados (Porter, 1989).

Taninos hidrolisaveis séo metabdlitos caracterizados por uma ou mais unidades de acido
galico esterificadas com um poliol. Ocorrem em dicotiledéneas herbaceas e lenhosas, porém dentro
de limites taxondmicos bem definidos que indicam essas substancias estarem restritas as
Choripetalae, ndo sendo encontradas em Sympetalae (Mello e Santos, 2002).

Taninos condensados, também chamados de proantocianidinas ou leucoantocianidinas
(Haslam et al., 1975) sdo formados por cadeias de unidades de flavan-3-ol (mondmeros) (Porter,
1989). Ocorrem amplamente em gimnospermas e angiospermas, sendo distribuidos em plantas
lenhosas.

No grupo das proantocianidinas, a cadeia mais comum € constituida por unidades de catequina e/ou
epicatequina com ligacdes 4—6 ou 4—8 entre o carbono da unidade superior e da unidade inferior,

respectivamente.

Ainda, outros mondmeros sdo também bastante encontrados, como galocatequina,

epigalocatequina, robinetinidol e fisetinidol.
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“Figura 2: Mondmeros basicos de taninos condensados



Tabela 2: Taninos condensados de acordo com o grau de hidroxilagdo nos anéis A e B dos
monémeros basicos

Tipo Mondmero Substituinte
(nome trivial) RI RS R3 R4
distenina H H H H
1 afzlequina H H OH H
catequina H OH OH H
galocatequina H OH OH OH
guibourtinidol H H OH H
fisetinidol H OH OH H
2 robinetinidol H OH OH OH
oritina OH H OH H
mesquitol OH OH - H

Fonte: Mello e Santos, 2002.

A nomenclatura comum dos flavan-3-6is e proantocianidinas derivam originalmente de
Weinges et al. (1968a e 1968b) e de Thompson et al. (1972).

Os dimeros de procianidinas foram caracterizados através do nome usual e divididos em dois
grupos, designados por A (CzoH24012) € B (C3oH26012) (Mello e Santos, 2002). O grupo do tipo B é o
mais comumente encontrado na natureza, tendo sido isolado de diversas espécies vegetais (fig. 3)
(Thompson et al., 1972).

Das raizes da Prunus armeniaca L. foram isoladas trés proantocianidinas, que foram
identificadas como isdmeros de proantocinidinas tipo A (Rawat et al., 1999).

Um grande numero de proantocianidinas trimeras séo conhecidas, como por exemplo, os
trimeros de epicatequina isolados das cascas de Byrsonima crassifolia (L.) Kunth. por Geiss et al.
(1994).

Através da andlise de fracdes obtidas do extrato das sementes de uva (Vitis vinifera L.) pode-
se identificar a presenca de procianidinas diméricas e triméricas, dentre elas, procianidina B,
procianidina B,, procianidina T3 (Sun et al., 1999).
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Figura 3: Estruturas exemplos de proantocianidinas diméricas



Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional para o tratamento de diversas moléstias, tais
como diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais
problemas renais e do sistema urinério e processos inflamatérios (Haslam, 1996). Assim, Varios grupos, nas
Ultimas décadas, vém investigando as atividades farmacoldgicas e biologicas dos taninos, obtendo resultados

satisfatorios.

Testes toxicoldgicos, realizados com procianidinas B, extraidas do suco de macéa (Malus
sylvestris Mill.), ndo apresentaram nenhuma contra-indicag&o quanto ao seu uso no tratamento da
alopécia. Essa indicagdo baseia-se no fato das proantocianidinas possuirem atividade no crescimento
capilar através da estimulacdo das células do epitélio capilar (Takahashi et al., 1999; Takahashi et al.,
2001).

Mondmeros galoilados demonstraram atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans,
agente etiologico da cérie (Otake et al., 1991; Nakahara et al., 1993).

Scholz (1994) demonstrou que os taninos possuem atividade antibacteriana, tanto contra
bactérias gram-negativas como gram-positivas.

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

Polifendis encontrados em uvas diminuem a sintese de endotelina-1 (ET-1) em células do
endotélio da aorta bovina, pela supresséo da transcricdo do gene ET-1. Com isso se pode explicar as
propriedades cardio-protetoras de vinhos e, conseqiientemente, dos polifendis, ja que esse peptideo
vasoativo, ET-1, é fundamental no desenvolvimento de aterosclerose (Corder et al., 2001).

O extrato das cascas de Erythrophleum suaveolens Brenan apresentou potente atividade
antiinflamatdria e analgésica, sendo as procianidinas presentes no vegetal responsaveis por essas
propriedades (Dongmo et al., 2001).

Hatano et al. (1989) observaram que os flavan-3-4is, as proantocianidinas e os taninos
hidrolisaveis possuem a propriedade de capturar os radicais livres do oxigénio que sao importantes
no processo inflamatorio. Os estudos demonstraram que essa acao € dependente do grau de
hidroxilagcdo do anel B, do grau de polimerizacéo e do grau de galoilagcdo. Os autores observaram a
diminuicéo do efeito toxico dos radicais anion-superoxidos e atribuiram essa atividade a estabilidade
dos radicais fenoxi.

Fejes et al. (1999) demonstraram que o sinergismo de flavonoides e compostos fendlicos
(proantocianidinas) presentes no extrato aquoso da Anthriscus cerefolium L. (Hoffm.), Apiaceae,
possui atividade antioxidante, sendo indicado em distirbios causados pela producdo em excesso de
radicais livres.

Proantocianidinas do tipo A, isoladas do extrato das folhas de Dioclea lasiophylla Benth.,
mostraram consideravel atividade antioxidante (AA=35) quando comparadas a antioxidantes de

referéncia, como a-tocoferol (AA=27) e n-propil-galato (AA=49) (Barreiros et al., 2000).



3.5. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Entre as varias atividades biologicas referentes as substancias fendlicas, a atividade
antibacteriana € uma das estudadas.

Taninos e compostos fendlicos vém sendo amplamente reconhecidos por possuir alto
potencial antibiético, afirmacéo que confirma o uso de plantas medicinais ricas em polifendis como
drogas com efeito anti-séptico (Kolodzigj et al., 1999)

Em um screening com plantas mexicanas, as quais se atribuem propriedades antibioticas, 20
espécies vegetais selecionadas foram avaliadas frente aos microrganismos Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8937), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Candida
albicans (ATCC 10231). Dentre os resultados, o extrato dos frutos da mutamba demonstrou atividade
inibitéria do crescimento microbiano (CIM), de 10, 20, 20 e 40 mg/ml, frente aos microrganismos
acima descritos, respectivamente (Navarro et al., 1996).

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

Plantas populares usadas na Guatemala para o tratamento da gonorréia foram testadas in
vitro contra Neisseria gonorrhoeae. Das 46 plantas testadas, 13 (28,3%) mostraram evidente
atividade, 7 (15,2%) mostraram fraca atividade e, 26 (56,5%) ndo mostraram atividade frente a
bactéria (Caceres et al., 1995).

De 92 plantas analisadas que séo utilizadas em Honduras, num estudo antibacteriano,
apenas 19 delas revelaram ter as propriedades conhecidas. Dentre as culturas empregadas,
Escherichia coli demonstrou ter a maior resisténcia, sendo que apenas a espécie Piper aduncum L.
demonstrou ter atividade sobre esse microrganismo (Lentz et al., 1998).

Proantocianidinas isoladas da Pavetta owariensis L. (Rubiaceae) ndo demonstraram atividade
contra Streptococcus pneumoniae e Neisseria gonorrhoeae (Baldé et al., 1990). Entretanto, uma
reviséo realizada por Scholz (1994), indica atividade antibacteriana para procianidinas.

O extrato acetbnico das cascas de Syzygium jambos (L.) Alston mostrou ter atividade frente a
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica e Staphylococcus warneri devido a presencga dos
taninos. Um mesmo ensaio realizado com o extrato aceténico, onde houve prévia extracao dos
taninos, indicou a perda da atividade antimicrobiana do extrato (Djipa et al., 2000).

Uma investigacdo da atividade antibacteriana de diversos taninos frente a Staphylococcus
aureus demonstrou que o 4cido tanico é um 6timo adjuvante no tratamento de infec¢des da pele
(Akiyama et al., 2001).

Taninos isolados da espécie Vaccinium vitis-idaea L., testados contra patdgenos periodontais
(Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia)
apresentaram potente atividade antimicrobiana, podendo assim, ser essa planta Gtil no tratamento de
doencgas periodontais (Ho et al., 2001).



4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1.

Equipamentos

Agitador magnético com aguecimento Fisatom 753-A
Autoclave

Balanca analitica AND HR-200

Balanca semi-analitica Marte AL500

Banho maria Marte MB

Bomba a vacuo IBAV BRD4

Cémara clara

Camera digital Mavica FD-71

Coletor de fragbes Pharmacia Biotech FRAC-200
Espectrofotometro UV-VIS

Espectrometro de massas ESI-MS Quattro LCZ
Espectrometro para RMN Gemini 300 BB

Estufa de secagem e esterilizagcdo Fanem 315 SE
Estufa incubadora

Evaporador rotatorio Biichi R-114 e R-153
Liofilizadores Christ Alpha 1-2 e Alpha 1-4
Microscopio Optico Lambda

Microtomo Leica

Moinho de martelos Tigre ASN-5

Sistema de posicionamento global (GPS) Garmin etrex legend v.2.24.
Turbolisador Skymsen LSV 04

Ultra-som Cleaner USC 1450



4.1.2. Solventes, reagentes e solucdes

Todos os solventes e reagentes, exceto quando especificados, possuiam grau de
pureza pro-andlise (p.a.), sendo Merck® ou Sygma®. Foi utilizado etanol comercial
93,6 ° (COCAMAR).

- Acetato de etila

- Acetona

- Acido cloridrico

- Agar Mueller Hinton Difco

- Alcool metilico

- Anidrido acético

- Azul de toluidina, solucdo aquosa 1%

- Caldo Mueller Hinton Difco

- Cloridrato de pelargonidina padréo

- Cloroformio deuterado Isotec®

- Epicatequina padréo

- FAA (alcool 50°: acido acético glacial: formaldeido, 90:5:5; V/V)
- Glicerina

- Glutaraldeido

- Hipoclorito de sédio a 33%

- Historesina Leica®

- Metanol deuterado (MeOH d,) Isotec®

- Nitrogénio liquido

- Parafina

- Penicilina (antibiotico padréo)

- Piridina

- P64 de pele levemente cromado Freiberg®

- Reagente de Folin-Ciocalteau 2N Laborclin

- Solucao aquosa de carbonato de sodio a 14,06%
- Solucdo aguosa de TTC a 2% (cloreto de 2,3,5 — trifenil tetrazdlio)

- Solucao aquosa de urotropina a 0,5%



- Solucao de safrablau alcodlica (safranina 1%: azul de astra 1%; 7:3)
- Solucao metandlica de acido acético a 5%

- Solucao metandlica de cloreto de aluminio a 0,5% e a 2%

- Tetracilcina (antibiético padréo)

- Vancomicina (antibiético padréo)

- Xilol

4.2. ANALISE BOTANICA DA Guazuma ulmifolia Lam.

4.2.1. Coleta do material
O material vegetal (cascas, folhas, flores e frutos) foi coletado no norte do estado do Parana,

proximo ao Rio Tibagi, Fazenda Doralice, no municipio de Ibipora (S 23°18’15,6”; W 050°58'33,1”;
384 m altitude) (GUA), e na regido norte do estado de Sdo Paulo, no municipio de Guariroba,
Rodovia SP-333, km 166 (S 21°30'46,2”; W 048°40’12,2”; 540 m altitude) (GUB). As amostras foram
coletadas em ambos os locais no inverno de 2000 e no verdo de 2001.

Os materiais foram coletados com auxilio de tesouras de poda manual ou de poda alta, sendo
preparados de acordo com as técnicas usuais de herborizacdo (Radford et al., 1979). As exsicatas,
com casca, folhas, flores e frutos quando presentes, foram depositadas no Herbéario da Universidade
Estadual de Maring4, onde procedeu-se ao estudo e identificacdo das mesmas. Durante as coletas,
foram realizadas observac@es sobre o aspecto geral da planta, periodo de floracdo e ambiente de
ocorréncia, além de dados sobre porte, coloracao, frutos e flores qguando presentes e outros aspectos
da planta que poderiam ser perdidos durante o processo de herborizacéo.

Foram coletados em separado, partes da casca, folhas e partes do caule para o estudo
anatémico.

As cascas foram rasuradas e deixadas secar a temperatura ambiente, em local arejado e ao

abrigo da luz solar.

4.2.2. ldentificacdo botanica do material
O material foi identificado até o nivel especifico sempre que possivel com o auxilio de

literatura especializada contendo chave para géneros e espécies (Schumann, 1886; Takhtajan, 1996).
Apbs esse procedimento foram realizadas visitas ao Herbario da Universidade Estadual de

Londrina (UEL), para a confirmacao das identificagcbes.

4.2.3. Estudo morfologico da Guazuma ulmifolia Lam.

O estudo morfologico baseou-se nos espécimes coletados no Parana e em S&o Paulo, e
em material do herbario da UEL. Para a terminologia das partes vegetais e reprodutivas
foram empregados os trabalhos de Radford et al. (1979) e Stearn (1995). As dimensdes
foram tomadas com auxilio de paquimetro. As folhas foram caracterizadas pelos seguintes



parametros: largura e comprimento, nimero de nervuras, coloracdo, consisténcia e
caracteristicas de limbo. As flores caracterizaram-se por largura e comprimento dos
verticilos, nimero e tamanho dos pedinculos. Os frutos e sementes, por largura,
comprimento e numero. A casca foi caracterizada segundo aspectos de consisténcia e
coloragéo.

4.2.4. Estudo anatdémico da Guazuma ulmifolia Lam.

O material botanico utilizado no estudo anatdmico constou de caule
(crescimento primério e secundéario) e folhas. O material fresco foi fixado em
FAA! e glutaraldeido em tampé&o fosfato 0,1 M sendo ap6s no minimo 24 h,
transferido para um recipiente com alcool 70%, onde ficou armazenado para
sua conservacao. Foram preparadas laminas semipermanentes e permanentes,
gue se diferenciam pela sua preparacao a partir do material fixado.

4.2.4.1. Laminas semipermanentes

Foram realizados cortes a méo livre utilizando-se Iamina de barbear. Os cortes foram
obtidos com dois movimentos rapidos e conjugados (um para dentro e outro para a direita,
ou para esquerda) da lamina sobre o material a ser cortado. Apds, os cortes foram levados,
com o auxilio de pincel fino, para uma placa de petri com agua destilada, escolhendo-se os
melhores para a coloracdo. Os cortes mais finos sdo 0s mais transparentes e, portanto, 0s
mais recomendados (Oliveira et al., 1998).

Efetuou-se o clareamento dos cortes com o auxilio de solucdo de hipoclorito de sodio 33%,
onde os cortes permaneceram até completa descoloracao (Oliveira et al., 1998). Tal
operacdo foi efetuada com o auxilio de estilete. Apds a descoloragéo, o material foi lavado
com agua destilada, por 3 vezes, para retirada do hipoclorito de sédio.

Os cortes descorados foram corados com as seguintes solucées, separadamente:
- Solucdo alcodlica de cloreto ferrico 2%
- Solucdo aquosa de azul de toluidina 1%

- Solucio de Safrablau alcéolica?

Em todos 0s casos, 0s cortes permaneceram no corante por 2-5 min. Apos esse tempo, 0s
cortes foram retirados do corante e novamente lavados em agua destilada por trés vezes.

Sobre a lamina de vidro, colocou-se uma gota de glicerina, transportando a seguir, com todo
cuidado, o corte para a gota com o auxilio de estilete. Cobriu-se, com todo cuidado, o corte e a gota
de glicerina com a laminula. A glicerina ndo deve extravasar, todavia, deve preencher totalmente o
espaco da laminula.

Com o intuito de conservar por mais tempo a preparacao, efetuou-se a fixacdo da laminula a
lamina. Para isso, aplicou-se ao seu redor, esmalte de unha (Colorama®).

A técnica descrita é uma técnica adaptada a partir de Roesler (1972) por Souza et al. (1995).

! FAA= &lcool etilico 50%: &cido acético glacial: formaldeido (90:5:5; V/V)
? Solugaio de Safrablau alcéolica= safranina 1%: azul de astra 1% (7:3; V/V) (Bukatsch, 1972)



A visualizacdo das estruturas celulares foi feita a partir de fotomicrografias tomadas em
microscopio 6ptico Lambda (aumentos de 40x, 100x e 400x), com auxilio de camera digital.

4.2.4.2. Laminas permanentes

As pecas fixadas foram desidratadas em série de alcool etilico (alcool 50, 70, 90 e 100%), passando em seguida por uma série de
solucdo alcodlica de xilol (3:1, 1:1 e 1:3). Apos, foram incluidas em parafina e entéo, cortadas em micrétomo (Sass, 1951). A seguir, 0s
cortes foram corados e a lamina foi montada em Permount®.

Outra metodologia empregada foi segundo Gerrits et al. (1991), onde se utilizou inclusdo em
historesina (GMA — glicolmetacrilato). Da mesma maneira descrita anteriormente, o material foi
seccionado em micrétomo, corado e montado em Permount®.

Em ambos os casos, a espessura de corte realizada foi de 10 a 15 um.

4.3. CONTROLE DE QUALIDADE DA Guazuma ulmifolia Lam.

Os meétodos de avaliacdo da droga vegetal foram desenvolvidos segundo
normas farmacopéicas presentes na Farmacopéia Brasileira e em outras
Farmacopéias e, outras técnicas nao farmacopéicas.

4.3.1. Andlises quimicas

4.3.1.1. Analise fitoquimica preliminar

Essas analises objetivaram estabelecer o conhecimento de grupos quimicos referenciados
nos trabalhos de Hor et al. (1995; 1996) e Guazuma... (2002). Entre os diferentes ensaios, realizaram-
se 0s seguintes (Harborne, 1998): 1) glicosideos flavonicos; 2) glicosideos de nucleo cumarina; 3)
glicosideos cianogénicos; 4) compostos antracénicos; 5) compostos polifendlicos; 6) taninos; 7)
glicosideos cardiotbnicos; 8) pesquisa de anel esteroidal; 9) saponinas; 10) mucilagens e 11)

alcaléides.

4.3.1.2. Analises quantitativas
4.3.1.2.1. Determinacdo do teor de flavondides totais (Farmacopéia
Brasileira, 1996)

Em baldo de fundo redondo de 100 ml foram colocados 0,400 g de droga moida com
granulometria 1,000-0,800 mm, exatamente pesada, acrescido de 1 ml de solucdo de urotropina a
0,5%, 20,0 ml de acetona R e 2 ml de &cido cloridrico R. Aqueceu-se sobre manta de aquecimento,
mantendo-se sob refluxo, por 30 min. Filtrou-se através de pequena quantidade de algodao para um
baldo volumétrico (BV) de 100 ml. O residuo da droga e o algod&o foram lavados, em bal&do de fundo
redondo, com duas porg¢des de 20 ml de acetona, sob refluxo, por 10 min. Apés resfriamento a

temperatura ambiente, as solugdes foram filtradas, através de algodao, para BV, completando-se o



volume com acetona. Em funil de separacéo, foram adicionados, 20 ml da solucéo acetdnica, 20 ml
de 4gua destilada e extraidos com 15 ml de acetato de etila R, repetindo-se por trés vezes, com
porcdes de 10 ml.

As fracdes acetato de etila foram reunidas e lavadas em funil de separacdo com duas
porcdes de 50 ml de agua destilada e colocadas em BV de 50 ml, completando-se o volume com
acetato de etila (solugcdo-méae - SM).

Adicionou-se 1 ml do reagente de cloreto de aluminio a 10 ml da SM, diluindo-se a 25 ml com
solucdo metandlica de acido acético R (solucdo-amostra--SA). Ao mesmo tempo, 10 ml da SM foram
diluidas a 25 ml com solugao metandlica de acido acético R (solugcdo-comparativa - SC). Apés 30 min
mediu-se a absorvancia da SA a 425 nm, em cubeta com 1,000 cm de espessura contra SC.

O célculo do teor baseia-se na absorvancia especifica da quercetina, E=500, segundo a

formula:

_ Abs.»62500
500 e (100 —t)

Q (%;m/m)

onde: Abs. = absorvancia medida;
e = massa da droga em g;

t = perda por dessecacdo (%; m/m).

O resultado é fornecido em percentual (m/m) de flavondides calculados como quercetina
(C15H1007)-

4.3.1.2.2. Determinacgéao do teor de taninos totais (Glasl, 1983)

Uma amostra de 0,750 g de droga pulverizada, exatamente pesada, foi transferida para
erlenmeyer com 150 ml de agua, deixando-se durante 30 min em banho-maria a temperatura de 80-
90 °C. Apds, resfriou-se o erlenmeyer em agua corrente sendo transferido, seu contetdo, para baldo
volumétrico de 250 ml, lavando-se e completando-se o volume com agua. Tomou-se cerca de 80 ml
do extrato e filtrou-se através de papel filtro, desprezado-se os primeiros 50 ml. O filtrado foi
denominado solucdo-méae (SM).

Para a determinacéo de polifendis totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com &gua em baldo
volumétrico de 25 ml. Dois mililitros dessa solugéo foram transferidos com 1 ml de solucéo de &cido
fosfotingstico R (Reagente Fendlico de Folin-Ciocalteu 2N) e 10 ml de agua para baldo volumétrico
de 25 ml, completando-se o volume com solucdo de carbonato de sédio a 14,06%. Apos 15 min da
adi¢do da ultima solugdo mediu-se a absorvancia a 691 nm, empregando-se a 4gua como branco.
Para determinacao de polifenois ndo adsorventes (PNA), 10 ml da SM foram transferidos com 0,100 g
de p6-de-pele R para béquer e agitados durante 60 min. Apos, filtrou-se a solugéo. Cinco mililitros do
filtrado foram diluidos com &gua para 25 ml em baldo volumétrico. Dois mililitros dessa solug¢éo foram
transferidos com 1 ml de solucéo de &cido fosfotingstico R (Reagente Fendlico de Folin-Ciocalteu
2N) e 10 ml de 4gua para baldo volumétrico de 25 ml completando-se o volume com solucéo de



carbonato de sodio a 14,06%. Apdés 15 min da adicdo da Ultima solugcdo mediu-se a absorvéancia a
691 nm, empregando-se a agua como branco. O conjunto de operagdes (extracéo e diluices) foi
realizado sob protecdo da acéo da luz direta.

A porcentagem de taninos totais foi calculada segundo as féormulas:

PT = 15625 x Abs. PNA = 15625 x Abs.
1000 X m
1000 x m
TT =PT —PNA
onde:

PT = Polifendis totais (%)
PNA = Polifendis ndo adsorventes (%)
Abs = Absorvancia medida
m = massa da droga em g
TT = teor de taninos totais (%)

4.3.2. Analises fisico-quimicas

Com a droga vegetal coletada nas estacfes de inverno e verdo, foram realizadas as técnicas
a seguir, em sua maioria, farmacopéicas.

4.3.2.1. Perda por secagem (Mello e Petrovick, 2000)

Cerca de 2,0 g, exatamente pesados, da droga vegetal fresca foram colocados a secar a
temperatura ambiente, com auséncia de luminosidade. Foram pesados diariamente até peso
constante. Os resultados foram expressos em perda de substancias volateis e/ou agua percentual,

através da média de trés determinag0es.

4.3.2.2. Determinacéao da perda por dessecacéao (Mello e Petrovick, 2000)

Amostras de 2,0 g de droga vegetal moida foram exatamente pesadas em pesa-filtros
previamente tarados e colocadas em estufa por 2 h, a temperatura de 105 °C. Apos
resfriamento em dessecador, os pesa-filtros foram pesados e recolocados em estufa
por mais 30 min. Esse procedimento foi repetido até peso constante. Os resultados
foram expressos em perda de massa percentual, através da média de trés
determinacoes.

3.3.2.3. Determinacéo do teor de extrativos (Mello e Petrovick, 2000)

Cerca de 1,0 g da droga vegetal moida, exatamente pesada, foi submetido & decoc¢do com
100,0 ml de agua, durante 10 min. Apés resfriamento, o volume foi completado a 100,0 ml. A solucédo
restante foi filtrada em papel de filtro e, os primeiros 20,0 ml foram desprezados. Do restante do

filtrado, pesou-se uma aliquota equivalente a 20,0 g, em pesa-filtro previamente tarado, e evaporou-



se 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 determinac¢des segundo a equacao:

T _ 9FD.100

M onde: TE = teor de extrativos (%; m/m)
g = massa de residuo seco (g)
m = massa da amostra (g)
FD = fator de dilui¢éo (5)
3.3.2.4. Determinagéao do teor de residuo seco (Mello e Petrovick, 2000)
Uma amostra de 20,0 g da solucéo extrativa foi exatamente pesada em pesa-filtro
previamente tarado e evaporada até secura em banho de agua, sob agitacdo constante. O pesa-filtro
foi colocado em estufa por 2 h a temperatura de aproximadamente 105 °C, resfriado em dessecador e

pesado. O resultado foi expresso em relacéo a 100,0 g do extrato, pela média de trés determinacgdes.

4.4. PREPARACAO DE EXTRATOS

4.4.1. Extrato bruto (EB)
As cascas da mutamba (GUA), secas, foram moidas em moinho de martelos. O extrato bruto

foi preparado por turbdlise, durante 15 min, com temperatura de, no maximo, 40 °C. O extrato foi
preparado a 10% (p/V), sendo utilizado como liquido extrator a mistura acetona:agua (7:3; V/V) (Cork
e Krockenberger, 1991). Apds, ocorreu filtragdo em algodéo, repetindo-se por 3 vezes. O filtrado foi
concentrado sob presséo reduzida em evaporador rotatério, com temperatura maxima de 40 °C, de
modo a eliminar todo o solvente orgénico. O extrato concentrado foi congelado em nitrogénio liquido
e liofilizado, obtendo-se o EB.

4.4.2. Fracdo acetato de etila (FA) e fracdo aquosa (FW)

O EB liofilizado foi ressuspenso em agua destilada (50 g em 500 ml) e levado a particdo
liquido-liquido com acetato de etila (3 x 500 ml) (Mello et al., 1996). As fases acetato de etila foram
reunidas, concentradas e liofilizadas, sendo denominada fracédo acetato de etila (FA). Com a fase
aquosa procedeu-se da mesma maneira originando a fragcdo aquosa (FW).

No processo de particdo, uma terceira subfracéo é formada, j& que uma terceira fase se
precipita, a qual é insoluvel tanto em agua quanto em acetato de etila sendo denominada de residuo
da particédo (RE).



4.5. METODOS CROMATOGRAFICOS

Na obtencao de fragdes semipurificadas, auxiliando o isolamento de substéancias quimicas,

foram empregados alguns métodos cromatogréficos.

4.5.1. Cromatografia em coluna (CC) da FA (Mello et al., 1996)

A fragcéo FA foi fracionada empregando-se coluna de vidro (h: 750 mm; & 55 mm) contendo
Sephadex® LH-20 como fase estacionaria. A coluna, apés ter sido limpa com acetona:agua (7:3; V/V)
e em seguida com &cido acético a 2%, a mesma foi estabilizada com etanol 50%. Dez gramas da FA
foram solubilizados completamente em etanol 50% e apds, adicionados no topo da coluna. Em

seguida, utilizou-se a sequéncia de fase mével constante na tabela 3.

Tabela 3: Seqiiéncia dos solventes empregados na CC da FA

Solvente Quantidade (1)
EtOH:H,0 (1:1) 7
EtOH 5
MeOH 1
Acetona 1

As fracdes foram recolhidas a cada 10 minutos com fluxo de 1,0 ml/min. O monitoramento
das fraces foi realizado por cromatografia em camada delgada (secao 4.5.2; p.33), obtendo-se 26

subfracdes, as quais foram reunidas, concentradas, congeladas e liofilizadas.

4.5.1.1. CC das subfracbes
Algumas subfrac¢des obtidas a partir da FA foram submetidas novamente a CC (h:320 mm; &

30 mm) contendo Sephadex® LH-20. O sistema eluente empregado encontra-se na tabela 4.

Tabela 4: Sequéncia dos solventes empregados, em propor¢do volumétrica, na CC das subfracbes da FA

Solvente Quantidade (ml)
EtOH:H,0 (2:8) 300
EtOH:H,0 (3:7) 300
EtOH:H,0 (4:6) 300
EtOH:H,0 (5:5) 300

EtOH 200
MeOH 200
Acetona: H,O (1:1) 200




O monitoramento das fragdes foi realizado por CCD (secéo 4.5.2; p.33), sendo as fracdes

reunidas por similaridade, concentradas e liofilizadas.

4.5.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD foi realizada a partir das fracdes obtidas das CC (sec¢do 4.5.1.1; p.32), utilizando-se
cromatoplacas de aluminio de gel de silica 60 Fs4 (Merck®); fase movel acetato de etila:acido
férmico: agua (90:5:5; V/V). A deteccgédo das placas ocorreu primeiramente sob luz ultravioleta (254

nm) e depois reveladas com solucéo de cloreto férrico a 2% em metanol.

4.5.3. Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

Com as fracBes semipurificadas, obtidas através de derivatizacao (secao 4.6), realizou-se
CCDP, sendo desenvolvidas em placas de vidro (20 x 20 cm) preparadas com gel de silica PF s,
(Merck®) com gesso, ha espessura de 0,75 mm. O sistema eluente empregado na cromatografia foi
tolueno:acetona (7:3; V/V). Sob luz UV, as faixas das substancias foram demarcadas, sendo
calculado o valor de Rf das mesmas. A regido da substancia foi raspada e solubilizada em
cloroférmio. A mistura permaneceu em ultra-som por cerca de 5 min, e depois, filtrada em filtro G3,
eliminando-se o cloroférmio sob pressao reduzida em evaporador rotatério. A amostra foi deixada na
capela a temperatura ambiente de modo a ocorrer a completa eliminagéo do solvente, sendo depois

congelada e liofilizada.

4.6. DERIVATIZACAO (Mello et al., 1996)

No intuito de auxiliar a identificacdo estrutural, as fracfes puras e semipuras foram acetiladas.
Para até 100 mg da amostra, foram adicionados 1 ml de piridina e 1 ml de anidrido acético, em baldo
de fundo redondo de 100 ml. Deixou-se em repouso, a temperatura ambiente, por 24 h. Apds esse
periodo, o baldo foi levado a banho de gelo por 2 h. Para auxiliar no resfriamento, gelo picado foi
colocado dentro do baldo. Apds o resfriamento, filtrou-se a vacuo em filtro G3, sendo a substancia
acetilada lavada com agua gelada em abundéancia para eliminagdo da piridina. A substancia foi,
entéo, solubilizada em cloroférmio, sendo o solvente orgénico eliminado por concentragdo. A
substéncia acetilada foi transferida para um frasco pequeno, sendo colocada na capela a temperatura

ambiente para total eliminacé@o do solvente. Depois, a fracdo foi congelada e liofilizada.

4.7. ANALISE ESTRUTURAL

A andlise estrutural das substancias isoladas foi realizada por métodos espectroscopicos
RMN 1D (*H, **C), RMN 2D (*H/*"H COSY, HETCOR) e espectroscopia de massas (EM). Os
espectros obtidos foram comparados com dados existentes na literatura, de modo a auxiliar na

elucidacéo estrutural.

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrémetro, de 300 MHz para 1H



e 75 MHz para 13c, empregando-se solventes deuterados (CD3;OD e CDCI3). Os
espectros de massas foram obtidos no Instituto de Quimica Organica da
Universidade de Minster, Alemanha.

4.8. HIDROLISE DE DIMEROS (Mello et al., 1996)

4.8.1. Unidade Superior

Colocou-se 1 mg da substancia acetilada em 2 ml de solucdo de HCI 5% em
etanol, em baldo de fundo afunilado de 25 ml. Deixou em refluxo por 60 min, ou até
a solucdo tornar-se claramente vermelha. Realizou-se CCD em celulose com
sistema eluente acido férmico:HCl:4gua (10:1:3; V/V). Foram utilizados cloridrato de

pelargonidina e epicatequina como substéncias referéncia.

4.8.2. Unidade Inferior

Colocou-se 1 mg da substancia livre (ndo acetilada) em 2 ml de solucéao de
HCI 0,1N em etanol. Deixou-se em banho-maria a 60 °C por 15 min. Conseguiu-se a
identificacdo através de CCD como descrito na sec¢éo 4.5.2 (p.33) em comparacao

com substancias referéncia.

4.9. ENSAIO ANTIBACTERIANO DA Guazuma ulmifolia Lam.

As propriedades antimicrobianas do extrato total e fra¢cdes semipurificadas da G. ulmifolia

foram avaliadas pelo Método de Diluicdo (Woods e Washington, 1995).

4.9.1. Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis
(ATCC 6623), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Escherichia coli (ATCC 25922).

Os microrganismos foram mantidos em agar Mueller Hinton (AMH), sendo repicados em

caldo Mueller Hinton (CMH), de modo a fornecer uma cultura de 24 h.

4.9.1.1. Padronizacéo da suspensdao bacteriana
A suspensdao bacteriana foi padronizada a partir da cultura em CMH de 24 h. Em um tubo,
contendo salina estéril, adicionou-se gota a gota a cultura da bactéria até a obten¢éo de turvacéo

igual & encontrada na escala de McFarland (1,5 x 10° UFC/ml).



Realizou-se, logo ap6s, diluicdo 1/10 em tubo eppendorf, de modo a obter-se uma suspensao
de 10" UFC/ml, cujo inoculo foi empregado no ensaio.

4.9.2. Método de diluicdo
4.9.2.1. Determinacgdo da concentragao inibitoria minima (CIM)

Preparou-se a solugao estoque a 20 mg/ml, em agua, do extrato bruto e suas fragcdes a serem
testadas. Em caldo Mueller Hinton, fez-se uma diluicdo 1/10, obtendo-se solu¢éo a 2 mg/ml (2000
pg/ml), que foi a solucéo teste (ST).

Em placa de 96 pocos, pipetou-se 100 ul de caldo Mueller Hinton em cada poco utilizado, de
acordo com o numero de diluicdes realizadas. No experimento realizaram-se 7 dilui¢des.

A partir da ST, pipetou-se 100 ul para o primeiro po¢o, obtendo-se concentracéo inicial de
1000 pg/ml. Fez-se entdo, uma diluicdo seriada 1/2 homogeneizando e transferindo-se 100 pl do
primeiro po¢o para 0s pocos subseqientes, obtendo-se concentragdes de 500, 250, 125, 62,5, 31,25

e 15,625 pg/ml. A dltima fileira de pocos foi utilizada como controle da bactéria, portanto, sem a ST
(fig. 4).
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Pipetou-se 5 pl da suspensdo 10’ UFC/ml em cada poco, adicionando-se, portanto, 50000
UFC/poco. Apés, incubou-se a microplaca em estufa a 37 °C por 24 h.

A CIM foi definida como a menor concentracdo da droga onde houve inibi¢do do crescimento
bacteriano. Essa inibic&o foi confirmada pela adi¢cdo de 20 pl de TTC (cloreto de 2,3,5 — trifenil
tetrazolio) 2%, facilitando a visualiza¢é@o por colorir de vermelho as suspensdes nos pogos com
crescimento bacteriano.

Paralelamente, realizou-se controle com antibacterianos classicos. Os antibioticos de
referéncia utilizados foram: | - penicilina para S. aureus e P. aeruginosa; Il - vancomicina para B.

subtilis; 1l — tetraciclina para E. coli (Woods e Washington, 1995).

4.9.2.2. Determinagdo da concentracdo bactericida minima (CBM)



A CBM foi realizada a partir de todos os pog¢os onde houve inibicdo do crescimento bacteriano
(CIM).

Ns poc¢os com as diluicbes que ndo resultaram em crescimento, realizou-se subcultura para
placa com agar Mueller Hinton por meio de alga calibrada de 10 pl. Incubou-se as placas em estufa a
37 °C por 24 h.

A CBM foi definida como a menor concentracdo da droga que apresentou subcultura negativa

ou somente uma colbnia.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Toda sociedade humana acumula um acervo de informacdes sobre o ambiente que a cerca,
que vai lhe possibilitar interagir com ele para prover suas necessidades de sobrevivéncia. Nesse
acervo, inscreve-se o conhecimento relativo ao mundo vegetal com o qual essas sociedades estédo
em contato.

A abordagem ao estudo de plantas medicinais a partir de seu emprego por sociedades
autéctones, de tradicao oral, pode, pois, fornecer muitas informacdes Uteis para a elaboracdo de
estudos farmacologicos, fitoquimicos e agrondmicos sobre essas plantas (Stasi, 1996).

O emprego terapéutico de plantas medicinais ndo é pratica exclusiva dos povos indigenas. Ao
contrario, a populacdo em geral usa indiscriminadamente as drogas vegetais, devido ao
desconhecimento da possivel existéncia de toxicidade e mesmo de sua comprovada agao.

Existe a idéia errbnea de que: “planta, se nao fizer bem, mal também nao faz”, sabendo-se
gue, dependendo da dose, pode-se ter plantas medicinais ou téxicas. Como exemplo cita-se: Digitalis
purpurea L. (dedaleira), espécie vegetal que contém glicosideos cardiotdnicos, utilizada em casos de
insuficiéncia cardiaca, com dose terapéutica muito préxima a dose téxica. Uma dose um pouco mais
elevada pode causar intoxicacdo, provocando a morte por parada cardiaca.

No Brasil, embora existam normas para garantir a qualidade dos fitoterapicos (WHO, 1998;
RDC n.17/2000-ANVISA; dentre outras), essas nem sempre sdo cumpridas, podendo gerar produtos
sem qualidade e sem eficacia terapéutica. Esse fato justifica a necessidade de estudos que
caracterizem as drogas vegetais, na obtencdo dessa qualidade.

Um dos problemas nesse sentido é a utilizacdo de nomes populares em vez do home
cientifico do vegetal. Muitas vezes uma mesma planta pode ter diversos nomes populares e, a
certificacdo da espécie vegetal s podera ser reconhecida em outras partes do estado, pais, através
do seu nome cientifico correto. Por exemplo, a Casearia silvestris Swartz, € conhecida por cha de
bugre nos estados do Sul do Brasil, e por guacatonga em outras regides do pais. Por outro lado, o
mesmo nome popular pode significar diferentes espécies, como, por exemplo, a macela (ou marcela),
gue tanto pode ser duas espécies do género Achyrocline [A. satureoides (Lam.) DC. e A. vauthieriana
DC.], bem como Anthemis nobilis L., também conhecida por camomila romana. Por outro lado, o
nome camomila é usado para Anthemis nobilis L., e também para Matricaria chamomilla L. (Mentz e
Bordignon, 2002).

Com a espécie vegetal estudada também acontece esse problema. Corréa (1974) descreve
para a espécie Guazuma ulmifolia Lam., além de mutamba, varios nomes populares como mutambo,
embira, embireira, mutamba verdadeira, periquiteira, pau-de-bicho, pojé, dentre outros. Da mesma
maneira, 0 nome popular mutamba pode ser dado, segundo Lorenzi (1992), para a Guazuma ulmifolia
Lam. e para a Luehea candicans Mart. et Zucc.

Dessa forma, o presente trabalho inclui um estudo de sistemética e morfologia envolvendo a
coleta, herborizacéo, estudo morfoldgico e identificacdo do vegetal Guazuma ulmifolia Lam.

A natureza cria individualidades. N&o existe sequer dois individuos iguais. Entretanto, em

individuos pertencentes a uma mesma espécie, prevalecem as semelhangas, ficando as diferencas



restritas a certos limites. Gracas a esse fato é possivel, apds andlises adequadas, concluirmos que
uma certa planta pertence a uma determinada espécie.

A espécie vegetal ou partes dessa podem ser reconhecidas através de vérias caracteristicas,
especificas para cada uma delas: a forma e a organizacdo séo os aspectos fundamentais utilizados
na identificacdo de uma espécie.

As exsicatas da mutamba foram identificadas no Laboratério de Sisteméatica Vegetal da UEM
pela Profd, Drd. Cassia Monica Sakuragui. A confirmacéo da identificacao foi feita pela Prof2. Ana
Odete dos Santos Vieira, do herbario da UEL. Os exemplares estdo tombados no Herbario da UEM
sob os nimeros de registro HUM 1182 para a coleta de inverno/2000 no Parana (GUA) e HUM 1300
para a coleta de inverno/2000 em S&o Paulo (GUB).

O uso de caracteres morfologicos para delimitacéo e identificacdo de taxons tem sido
largamente utilizado em trabalhos de taxonomia vegetal.

Cada espécie vegetal possui centenas de caracteristicas morfologicas externas e internas,
além de caracteristicas embriolégicas, quimicas e genéticas, de forma a classifica-la nos diferentes
taxons. As caracteristicas morfologicas externas podem possibilitar a classificacdo de uma espécie
vegetal em qualquer nivel hierarquico (Poser e Mentz, 2002). Por exemplo, uma andlise dos dados
morfoldgicos e anatdmicos das folhas de duas espécies diferentes do género Hibiscus (H. tiliaceus L.
e H. pernambucensis Arruda) comprovou que tais caracteristicas possuem valor diagndstico para se
distinguir as espécies (Rocha e Neves, 2000).

Dez diferentes espécies do género Cestrum foram estudadas anatomicamente e
apresentaram, cada uma delas, caracteristicas foliares particulares, capazes de serem identificadas
morfologicamente (Jauregui et al., 2001).

Dessa forma, a identificacdo botanica realizada com a Guazuma ulmifolia Lam., considerando
as estruturas morfolégicas do vegetal possui um papel relevante no estudo botanico. Trata-se de uma
analise que permite fazer julgamento sobre a droga em questéo, verificando sua identidade, sua
autenticidade.

Com a identificagc&o e confirmacéo da espécie, a sistematica vegetal da mutamba foi definida
de acordo com a literatura existente (Joly, 1975; Schumman, 1886; Takhtajan, 1996), onde as
informacdes obtidas permitiram a elaboracéo de um fluxograma (flux. 1), que facilitou a identificacéo
taxondmica da mutamba.

No estudo da mutamba, encontrou-se dificuldade no que diz respeito a literatura especifica de
Guazuma ulmifolia Lam. Apenas Corréa (1974) fez uma descricdo morfologica e Schumann (1886)
descreveu as folhas e frutos das diferentes variedades da G. ulmifolia, do ponto de vista morfolégico.
Do ponto de vista macroscépico, a Guazuma ulmifolia Lam. é uma planta arbérea (fig. 5), com 6-16 m
de altura. Arvores adultas possuem o tronco com um didmetro que varia de 30 a 50 cm e 0s ramos
apresentam-se pilosos. A &rvore floresce a partir do final do més de setembro, prolongando-se até o

final de novembro. A maturacéo dos frutos ocorre em agosto-setembro.



Figura 5: Arvore adulta da Guazuma ulmifolia Lam.

As folhas séo simples e alternas. O peciolo, marrom-esverdeado, tem de 1,5 a 3 cm de
comprimento, com seccgao transversal circular, é levemente estriado e muito piloso. A lamina foliar
apresenta-se do tipo membranacea, com 8 a 15 cm de comprimento e 4 a 7 cm de largura, tem
coloragao verde clara, sendo concolor, oblongada, com base redonda a levemente cordiforme e apice

agudo a acuminado, possui margens levemente serreadas.

A nervacao € do tipo peninérvea, com cinco nervuras na inser¢éo do peciolo, proeminentes

na face abaxial. As nervuras secundérias apresentam-se em intensa anastomose. Tricomas



estrelares sdo encontrados por toda Iamina foliar, principalmente na nervura principal, sendo mais
abundantes na superficie abaxial.

As flores (fig. 7) apresentam-se em inflorescéncia racemosa tipo paniculada, axilar. Mais de
10 flores foram visualizadas por inflorescéncia, em varios estagios de desenvolvimento, algumas em
botbes, outras mais desenvolvidas. O pedunculo, com 0,6 a 1,5 cm de comprimento, apresenta-se de
coloragdo marrom, revestido de tricomas estrelados. As flores sdo actinomorfas, pediceladas
(pedicelos com cerca de 2 mm de comprimento). O calice (3 a 4 mm) é trilobado, dialissépalo, de
coloracao creme, sendo piloso. A corola é dialipétala, pentamera, alva, as pétalas sdo curvadas para
o lado do gineceu, apresentando finos prolongamentos levemente delineados com aproximadamente

5 mm de comprimento, pilosos interna e externamente.

Figura 7: Flor da Guazuma ulmifolia Lam.

O androceu apresenta 6 estames soldados a base e entre si, formando um tubo. Os filetes
possuem, em média, 2 mm de comprimento e as anteras, 0,5 mm. O ovario, com aproximadamente 1
mm de comprimento, é supero, pentalocular, com varios évulos por l6culo. Os estigmas, em ndmero
de 5, com 1 mm de comprimento, apresentam nectarios acima do ovario.

No fruto, encontra-se pedicelo com 2 a 3,5 cm de comprimento. O fruto seco, do tipo capsula
septicida, possui cerca de 2,1 a 2,6 cm de didmetro e 6 a 10 cm de circunferéncia, é deiscente,
capsular, possui forma arredondada com proje¢8es pontiagudas por toda superficie. A coloracédo é

negra quando maduro (fig. 8), com abertura na regido terminal, que corresponde aos 5 carpelos.

Figura 8: Fruto maduro da Figura 9: Sementes da
Guazuma ulmifolia Lam. Guazuma ulmifolia Lam.



Num mesmo ramo pode-se encontrar frutos em trés estagios: maduros (negro), intermediarios
(verde forte) e mais jovens (verde claro). Cada fruto apresenta, aproximadamente, 85 sementes,
dispostas longitudinalmente nos cinco carpelos.

As sementes sdo ovaladas irregularmente, de coloracdo marrom acinzentada, com cerca de 4
mm de comprimento e 3,5 mm de largura (fig. 9). Um quilograma de frutos fornece aproximadamente
164.000 sementes (Lorenzi, 1992).

De acordo com os resultados apresentados, comparados com a literatura, pode-se

identificar a espécie estudada como Guazuma ulmifolia Lam. A espécie Guazuma crinita Mart.,
apesar de proxima a G. ulmifolia Lam., apresenta caracteristicas morfolégicas diferentes das

encontradas para a espécie vegetal coletada (tab. 5).

Tabela 5: Principais diferencas morfologicas evidenciadas nas duas espécies: Guazuma ulmifolia
Lam. e Guazuma crinita Mart.

Espécie G. ulmifolia G. crinita

Ramos sem estipulas com estipulas

Folhas oblongada, com ambas as faces ovais, glabras
revestidas por tricomas estrelados

Inflorescéncia racemosa opositifolia

Fruto céapsula glabra, negra capsula com pélos cinzentos

Fonte: Coérrea, 1974.

Baseando-se nas caracteristicas das quatro variedades, folhas e frutos (tab. 1, p.11),
identificou-se a espécie como Guazuma ulmifolia Lam. var. tomentella. Esse dado é fornecido pelo

confronto das caracteristicas dos 6rgaos estudados com as da literatura (Schumann, 1886) (tab. 6).

Tabela 6: Guazuma ulmifolia Lam.: caracteristicas morfolégicas da variedade tomentella

Segundo Schumann Material vegetal em estudo
(1886)
FOLHAS oblongas — lanceoladas oblongadas
10-12 x 4-6 cm 8-15x 4-7 cm
margens serreadas margens levemente serreadas
FRUTO capsula deiscente capsula deiscente

As diferencas morfolégicas também foram capazes de diferenciar duas espécies do género
Tynanthus, a T. elegens Miers. e a T. fasciculatus Miers., conhecidas popularmente com o nome de
cipé-cravo. Apesar da semelhanca quanto a distribuicao geogréfica e a estrutura microscopica, as
caracteristicas macroscoépicas (habito, folhas, foliolos, ovério e fruto), como no caso da mutamba, séo

relevantes para a diferenciacdo das espécies (Costa, 1935).



Anatomicamente, os dados obtidos com o estudo da mutamba, podem ser acrescentados a
literatura existente. Como nenhuma descri¢cdo anatdmica foi encontrada na pesquisa bibliografica
realizada, o resultado obtido contribui para posteriores estudos com a mutamba.

Estudos anatémicos sédo utilizados com frequéncia para caracterizar espécies, especialmente
aquelas com dificuldade para delimitacéo por serem muito semelhantes a outras espécies do mesmo
género. Por exemplo, a organizacéo tecidual permitiu a diferenciacdo de dez espécies do género
Cestrum L., que apresentaram caracteristicas foliares particulares quanto ao tipo e densidade dos
tricomas, posicao dos estdmatos, forma dos parénquimas pali¢cadico e lacunoso, presenca de cuticula
e esclerénquima (Jauregui et al., 2001).

Apesar da grande similaridade anatdmica entre as espécies Plantago major e Plantago
australis, Rocha et al. (2001) realizaram um estudo anatdémico detalhado que permitiu diferencia-las
guanto ao feixe da nervura mediana, organizacao tecidual do peciolo e presenca de tricomas tectores
e secretores.

Através dos cortes histoldgicos e, de acordo com os corantes empregados, pode-se ter uma

visdo da organizac¢do tecidual da Guazuma ulmifolia Lam.

O corte transversal das folhas da mutamba forneceu a visualizacdo de
mesofilo dorsiventral (fig. 10A). O parénquima palicadico apresenta 2 a 3
camadas de células alongadas bem organizadas e unidas (fig. 10B). O
parénquima lacunoso possui 3 a 5 camadas de células pequenas e/ou grandes
alongadas, desorganizadas no mesofilo. Intercalam-se feixes vasculares
transversais (nervuras secundarias) entre as células do mesofilo.

Figura 10: Corte transversal da folha, mostrando o limbo foliar
A —aumento 100x; B — aumento 400x

A nervura principal (fig. 11) mostra-se organizada com a epiderme apresentando células maiores na face
adaxial, colénquima angular com camadas de células arredondadas, parénquima que circunda o feixe
vascular com ilhas de células com contetdo polifendlico (fig. 11 e 12). O feixe apresenta metaxilema com

cerca de 5 grupos de 2-5 células paralelamente distribuidas. Xilema e floema estéo rodeados por fibras.



Figura 11: Nervura principal da folha da

Guazuma ulmifolia Lam. (aumento 40x)

A el

Figura 12: Epiderme foliar da Guazuma ulmifolia Lam. A — epiderme abaxial;

B — epiderme adaxial; (aumento 100x).

O parénquima da regido da nervura possui células grandes e, seguindo a superficie da epiderme
adaxial, na lamina foliar, alguns canais secretores.

A epiderme adaxial apresenta células grandes levemente ovaladas (fig. 12B), ja a epiderme
abaxial (fig. 12A), possui células menores. O estrato cuticular é pouco desenvolvido, porém continuo,
mais evidente na face adaxial.

O peciolo (fig. 13) apresenta epiderme uniestratificada seguida de 4-6 camadas de

colénquima angular. O parénguima cortical tem 10 ou mais camadas, apresentando varios
canalis secretores entre as células parenquimaticas.



Colénquima

Tricoma estrelado
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Figura 13: Diagrama do peciolo da Guazuma ulmifolia Lam., em corte transversal
(aumento 100x)

O parénquima central apresenta células com contetdo polifendlico, facilmente
visualizadas na figura 14 por apresentarem coloracao verde.

Figura 14: Células parenquiméaticas da Guazuma ulmifolia
Lam.,com conteudo polifenélico, em corte transversal

(aumento 400x)

Células com contetdo polifendlico foram também visualizadas no barbatiméo,
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, Leguminosae, uma espécie rica em taninos (cerca de
18-20%) (Toledo, 2002).

O feixe vascular apresenta 5 regides definidas. Distribui-se por todo o parénquima cortical,
idioblastos contendo cristais de oxalato de calcio (fig. 13). Na epiderme, pode-se visualizar
nitidamente tricomas estrelados (fig. 13 e 15).



Figura 15: Tricoma estrelado, na epiderme do peciolo da Guazuma

ulmifolia Lam. (aumento 400x)

Tricomas com esse formato podem ser visualizados em outras espécies vegetais. A epiderme
do peciolo de Hibiscus tiliaceus L. revela numerosos tricomas pluricelulares, ramificados, com forma
estrelada (Rocha e Neves, 2000). O estudo anatdmico das espécies Miconia tristis Spring e Miconia
doriana Cogn. revelou a presenca de tricomas estrelados na epiderme das folhas e do peciolo (Souza
e Marquete, 2000).

Na microscopia do caule preparou-se laminas com cortes de diferentes regides das cascas do
caule.

O caule jovem apresentou apenas epiderme em inicio de crescimento secundario. As cascas
coletadas proximas ao apice do tronco apresentaram periderme de origem subepidérmica.

Nas cascas coletadas em regiées amadurecidas do caule, ha uma Unica periderme com
suber apresentando grande nimero de camadas ou mdltiplas peridermes originadas internamente. As
células sdo levemente alongadas com alta quantidade de contetudo pardo avermelhado (fig. 16). Ha

células mais ovaladas intercaladas, provenientes do floema.

Figura 16: Corte transversal da casca da

Guazuma ulmifolia Lam. (aumento 400x)



As células suberosas englobam grupos de células pequenas e alongadas. Em meio ao stber existem
grupos de fibras alongadas distribuidas tangencialmente. Estdo em nimero reduzido, vistas nas camadas mais

internas.

Fibras semelhantes a essas células podem ser encontradas na camada floematica mais
interna do caule. Sao células floematicas mais antigas nao funcionais devido ao crescimento
secundario do caule da planta.

Paralelamente a medula, vé-se camadas com cerca de 10 células bem pequenas enfileiradas
em disposicao continua. Elas envolvem intimamente o parénquima mais interno e até mesmo
englobam grupos de fibras. Séo células retangulares que possivelmente representam a feloderme. O
felogénio é pouco visivel, sendo mais evidente somente em algumas regides.

A periderme apresenta-se bem evidenciada, formada por células retangulares (fig. 17). Em

algumas regides do caule forma-se o ritidoma.

Figura 17: Periderme da Guazuma

ulmifolia Lam. (aumento 400x)
No caule da espécie Monttea aphylla (Miers) Benth e Hooks, pode-se também visualizar o

ritidoma, sendo esse escamoso, com acumulacao de 4 ou mais camadas celulares (Giménez et al.,
1998).

A regido xilematica apresenta raios bastante espessos. Caracteriza-se pela presenca de
grandes cavidades secretoras com disposicao radial, de tamanhos variados, em séries
regularmente paralelas entre si.

Em torno da circunferéncia desses canais hd uma camada de células mais delgadas e

alongadas (fig. 18).



Figura 18: Raios xilematicos presentes na casca da Guazuma ulmifolia Lam. A —

corado com azul de astra; B — corado com FeCl;
Entre as fileiras de canais secretores ha formacéo de aglomerados de fibras em disposicao

radial mais irregular se comparado aos canais. As fibras sdo pequenas, de paredes espessadas, em
grupos mais ou menos volumosos.

O parénquima liberiano esta repleto de contetdo polifendlico no interior de suas células
observado pela coloragcdo vermelha ou verde, dependente do corante empregado.

Ha, ainda, a presenca de um raio medular secundario estreito, com cerca de 2 a 3 fileiras de
células, um pouco mais alongadas que as demais células parenquimaticas, seguindo orientacao

radial.

Algumas caracteristicas mostradas séo Uuteis na identificacdo da
espécie, principalmente quando a droga a ser analisada encontrar-se na forma
de po6. Por exemplo, os pélos tectores encontrados sobre a epiderme do
peciolo e das nervuras das folhas, tipo estrelado (fig. 15, p. 47) auxiliam na
identificacao, ja que a presenca de outro tipo de pélo indica, com seguranca,
fraude ou contaminacéo.

Nas folhas, microscopicamente, algumas estruturas podem caracterizar a espécie. A
presenca de mesdfilo assimétrico (fig. 10, p. 45), com parénguima palicadico na face adaxial e
parénquima lacunoso na face abaxial é uma delas. Outra caracteristica é a diferenca no tamanho
celular das epidermes adaxial e abaxial (fig. 12, p. 46). As células epidérmicas, ovais, apresentam-se

visivelmente maiores na epiderme adaxial.

A presenca de cinco regides definidas no feixe vascular principal do peciolo, quando
visualizado em corte transversal, pode estar relacionado com as nervuras foliares, ja
gue na folha pode-se verificar cinco nervuras na insercéo do peciolo.

As cavidades secretoras encontrados entre as células do parénquima cortical (fig. 13,
p. 46) e a presenca da periderme, com células retangulares (fig. 17, p. 49) sdo
caracteristicas que auxiliam na identificacdo das cascas da mutamba. A presenca
dessas cavidades é uma caracteristica ndo exclusivamente da espécie Guazuma
ulmifolia Lam., mas sim, da ordem Malvales, da qual amutamba se encontra (Frohne e

Jensen, 1998).
O grande numero de células parenquiméticas com conteudo fendlico (fig. 14, p. 47), além de

ser uma caracteristica marcante, confirma a presenca desses compostos no vegetal. Essas células,

gue contém taninos como inclusao celular, algumas vezes podem apresentar-se um pouco mais



aumentadas que a demais células parenquimaticas devido a grande quantidade de taninos (Esau,
1974).

Com o atual interesse mundial pela fitoterapia, refor¢a-se a preocupacéo com a utilizagéo de
produtos naturais de qualidade comprometida e sem o prévio conhecimento da agdo de seus
principios ativos. Entretanto, a fitoterapia ainda é carente de estudos cientificos que garantam
seguranca, eficacia e qualidade.

Analises fisico-quimicas farmacopéicas sao de importancia limitada a droga vegetal.
Entretanto, nem todas possuem parametros estabelecidos que possam contribuir ao controle de
qualidade. Assim, varias técnicas, apesar de simples, auxiliam na identificacdo do material vegetal
com os dados pré-estabelecidos. Muitas séo as variaveis possiveis de interferir nesse
estabelecimento, porém, mesmo que de forma insipida, duas coletas em épocas e locais diferentes
podem sugerir um perfil para a elaboracdo de uma monografia da espécie em estudo. Entretanto, um
ndamero maior de coletas em diferentes épocas e seqliencialmente auxiliara na determinacao final
dessa monografia.

Plantas medicinais produzem diferentes substancias quimicas (alcaloides, taninos,
flavonéides, terpenos, entre outros) e o fazem em diferentes proporcdes, dependendo do habitat, do
regime de chuvas, da insolagdo, do solo, enfim, das caracteristicas climaticas-edéficas. Entretanto,
ocorrem principios ativos caracteristicos nos vegetais, sendo que esses podem servir de parametro
para uma forma de caracterizacdo e identificacdo.

A presenca de taninos no barbatiméo, Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, € uma
caracteristica de identificacdo do vegetal, visto ser esse grupamento quimico o responsavel pela
atividade farmacolégica (Toledo, 2002). O maracuja, Passiflora alata Dryander, é caracterizado,
dentre outras andlises, pela presenca de flavondides e alcal6ides (Soulimani et al., 1997)

Os dados da analise fitoquimica preliminar (secdo 4.3.1.1; p. 27) realizada com as cascas da
mutamba, apresentados pela tabela 7 mostram grupos de substancias quimicas que podem ser
empregados para a caracterizacdo da matéria-prima, como flavondéides, taninos, saponinas e
mucilagens.

S&0 os grupamentos quimicos existentes ha mutamba os responsaveis pela sua atividade
terapéutica. Esses grupamentos caracterizados e alguns dos usos populares podem ser relacionados,

indicando uma explicagdo quanto & agéo farmacoldgica do vegetal.



Tabela 7: Andlise fitoquimica preliminar das cascas da Guazuma ulmifolia Lam.

Principio ativo Resultado
Compostos fendlicos +++
Taninos 4+
Glicosideos flavbnicos ++
Saponinas ++
Mucilagens ++
Pesquisa de anel esteroidal ++

Glicosideos de nucleo cumarina -

Gicosideos cianogénicos -

Compostos antracénicos -

Glicosideos cardiotbnicos -

Alcaldides -

+ = presenca do grupo quimico; - = auséncia do grupo quimico

A positividade para taninos pode ser uma explicacdo quanto ao uso das cascas como
antibacteriano ou mesmo antiinflamatério (Hatano et al., 1989; Caceres et al., 1990 e 1995). Os
taninos também provavelmente estdo relacionados ao uso das cascas da mutamba no tratamento da
gueda de cabelo (Rutter, 1990; Takahashi et al., 1999; Takahashi et al., 2001). As mucilagens
presentes podem estar relacionadas com o uso da mutamba, na Indonésia, como inibidor do apetite
(Guazuma..., 2002).

A avaliacdo do teor de umidade e/ou substancias volateis presentes na droga vegetal &
importante na medida em que serve de pardmetro para uma futura producédo em nivel industrial. O
excesso de umidade em matérias-primas vegetais permite a acdo de enzimas, podendo acarretar a
degradacéo de constituintes quimicos, além de possibilitar o desenvolvimento de fungos e bactérias.

A determinacao da perda por secagem (PPS) da mutamba foi realizada a temperatura
ambiente (25 £ 3 °C) com a droga vegetal fresca. A estabilizacdo no processo de secagem ocorreu
apos sete dias, fornecendo o valor médio da PPS para a mutamba de 41,88%. O periodo
correspondente ao verdo demonstrou ser a esta¢do do ano que se obtém uma maior quantidade de
massa seca do vegetal. Quando se observa 0 comportamento da planta nos diferentes locais de
coleta (Parana, GUA e Sao Paulo, GUB) verifica-se que ndo houve alteracdo de massa vegetal obtida
(tab. 8).

Na perda por dessecacao (PPD), onde a planta é dessecada em estufa & 105 °C, observou-
se também, que a droga coletada no ver&o é a que possui uma maior quantidade de massa seca
(tab. 8).



Tabela 8: Determinacdo do teor de umidade das cascas frescas da Guazuma ulmifolia Lam.

Amostra % PPS % PPD
GUA Inverno/00 48,98 40,75
Verédo/01 33,31 35,50
GUB Inverno/00 48,86 45,64
Verdo/01 36,35 56,62

No controle de qualidade realizado com a Petiveria alliacea L., o vegetal também foi avaliado
guanto a técnica de secagem, PPS e PPD, com a planta fresca. Os resultados obtidos foram,
respectivamente, 65,88 + 1,06% e, 65,21 + 0,96% (Audi et al., 2001).

A carqueja [Baccharis trimera (Less.) DC.] estabeleceu um teor de umidade (PPD) de 33,24 +
0,97% para a droga fresca (Mello e Petrovick, 2000). Ja para a mutamba, esse teor de umidade pode
ser definido como 41,87 + 0,82% para PPS e, 44,63 + 0,90% para PPD.

Comparando-se os teores de umidade das diferentes espécies citadas acima, pode-se
verificar valores caracteristicos para cada vegetal, o que confirma dizer que a determinacao de
umidade em uma droga vegetal, além de informacéo tecnolégica importante, serve também de
parametro de controle de qualidade.

Pelos resultados da perda por secagem (PPS) e por dessecacéo (PPD) da mutamba, verifica-
se que a droga coletada no verdo tende a apresentar uma menor perda de 4gua e/ou substancias
volateis, consequientemente produzindo uma maior quantidade de massa seca. I1sso ndo representa,
no entanto, que essa massa produzida em maior quantidade possa representar algum ganho em
termos de quantidade de substancias quimicas ativas.

A determinacdo de umidade na planta seca também é importante, visto que pode-se verificar
se 0 armazenamento dessa droga estd mantendo sua qualidade. A absor¢céo de 4gua pela droga
seca pode acarretar na perda do material por contaminag&o microbiana ou degradacéo dos
constituintes quimicos. O teor de umidade estabelecido nas diferentes farmacopéias varia entre 8 e
14% para a droga seca, com poucas excecdes especificadas nas monografias (Farias, 2002).

Mello e Petrovick (2000) estabeleceram, para a carqueja [Baccharis trimera (Less.) DC.] um
teor de umidade (PPD) de 5,75 + 0,06% para a droga seca. Para a caléndula, a Farmacopéia
Brasileira (1996) determina o teor de umidade (PPD) de, ho maximo, 12% para a droga vegetal seca.

A mutamba, de acordo com os dados obtidos (tab. 9), manteve-se com peso constante. O
armazenamento adequado, em sacos de papel, dentro de barriletes de papeldo fechados, ao abrigo

de luz e umidade, é fator fundamental para esses resultados de estabilidade da droga vegetal.



Tabela 9: Controle do teor de umidade das cascas secas da Guazuma ulmifolia Lam. coletadas no
verao

Periodo de % PPD
A B
armazenamento Gu GU
1 semana 35,50 56,62
1 més 33,61 52,47
6 meses 36,58 50,26
12 meses 33,34 52,50

Normalmente a secagem de drogas vegetais se faz, ou a temperatura ambiente com
diferentes métodos e cuidados ou em estufas ou assemelhados com circulacdo de ar, em até 60 °C.
No entanto, apesar da secagem em estufa a altas temperaturas extrair uma maior quantidade de
agua das cascas da mutamba (perda por dessecacdo emprega temperaturas de 100 a 105 °C), essas
podem alterar quimicamente as substancias ativas, alterando, portanto, de alguma forma a acao
farmacoldgica. E importante se ter muito cuidado nessa etapa de secagem, pois 0 excesso de agua
permanecendo no vegetal, pode favorecer a proliferacdo microbiana e alterar os constituintes
guimicos logo, a perda do material vegetal (Farias, 2002).

Quando se fala de producédo em escala industrial, deve-se ter conhecimento das melhores
condicdes que levardo & uma extracdo produtiva da droga vegetal. A qualidade da solucéo extrativa é
definida pelo solvente empregado na extracdo (Sonaglio et al., 2002).

O teor de extrativos emprega a agua como liquido extrator, no estabelecimento do teor de
constituintes extraiveis da droga vegetal. Entretanto, procurou-se estabelecer, como parametro de
avaliacdo, o uso de diferentes liquidos extratores. A andlise foi determinada com as cascas e as

folhas da mutamba, utilizando-se a decoc¢do como processo extrativo (tab. 10).

Tabela 10: Teor de extrativos obtido a partir do extrato da Guazuma ulmifolia Lam.

Solvente (V/IV) Folhas (%) Cascas (%)
Agua 24,59 20,79
Acetona:agua (7:3) 34,06 23,12
Acetona:agua (1:1) 36,24 23,38
Metanol:agua (1:1) 30,15 22,43
Etanol:agua (1:1) 31,17 24,79

A agua como liguido extrator, original na técnica, foi o que proporcionou o pior rendimento,
tanto nas folhas (24,59%) como nas cascas (20,79%). Empregou-se a mistura etanol:agua (1:1; V/V),
entre outras, e essa foi a que resultou em maior extratibilidade para as cascas (24,79%).

Para as folhas, a mistura acetona:agua (1:1; V/V) apresentou o melhor rendimento (36,24%).

Embora a parte da droga vegetal utilizada para preparacéo de extratos foram as cascas, o teor de



extrativos foi definido também para as folhas, ja que esse resultado também pode servir de parametro

para auxiliar no controle de qualidade do vegetal.

Como nas cascas da mutamba, Audi et al. (2001) também obtiveram melhores resultados

extrativos para a Petiveria alliacea L. utilizando a mistura etanol:agua. O teor de extrativos obtido com

a agua como liquido extrator foi de 21,83%, enquanto para etanol:agua (1:1; V/V) foi de 21,25%.

A mistura acetona:agua, foi o solvente de escolha para a preparagéo de extratos (Mello,

1995; Rawat et al., 1999), apesar da extracdo ter ocorrido em menor quantidade nas cascas do que a

extracdo com a mistura etanol:agua. Apesar do metanol ter uma extracdo qualitativamente melhor, o

uso da acetona promove o bloqueio da associagéo tanino-proteina, tornando uma extragcéo

guantitativamente maior. A presenca da agua aumenta o rendimento da extracéo dos compostos

fendlicos (Cork e Krockenberger, 1991; Mello e Santos, 2002).

Para a determinacéo do residuo seco, a partir da solugdo extrativa 10% obtida através de

diferentes solventes, obteve-se o melhor rendimento quando se utilizou acetona:agua (7:3; V/V). O

rendimento dessa extracéo foi de 13,58%, enquanto que com os demais solventes ndo ultrapassaram

0s 10% de substancias extraidas (tab. 11).

Tabela 11: Determinacao do residuo seco da Guazuma ulmifolia Lam.

Solvente (VIV)

Rendimento (%)

Acetona:agua (7:3) 13,58
Etanol:agua (7:1) 9,60
Etanol:agua (1:1) 8,94

Metanol:dgua (1:1) 6,64

Esse dado pode ser mais um pardmetro de avaliacdo da qualidade da droga vegetal, visto ser

um resultado particular da mutamba. J& que quando se determina o residuo seco de outras drogas

vegetais, os resultados sdo diferenciados, mesmo que seja empregado 0 mesmo solvente, como

podemos verificar na tabela 12.

Tabela 12: Residuo seco de diferentes vegetais em solu¢des extrativas etanol:agua (1:1)

Droga vegetal Residuo seco (%)
Guazuma ulmifolia Lam. 8,94
Centella asiatica (L.) Urban 3,14
Baccharis trimera (Less.) DC. 29,95

. Consolaro et al., 1999; *: Mello e Petrovick, 2000.

A avaliacdo da qualidade da mutamba foi complementada por andlises quantitativas de seus

constituintes originais.

O doseamento de flavondides apresentou maior porcentagem desse grupamento quimico na

coleta de verdo que na coleta de inverno, como mostra a tabela 13.



Tabela 13: Teor de flavonéides totais das cascas da Guazuma ulmifolia Lam.

Amostra Veréo (%) Inverno (%)
GUA 2,23 1,30
GUB 2,51 1,31

Esse doseamento ndo implica que essas substancias produzam a acao farmacologica
estudada, porém ela serve de parametro para as demais analises realizadas (substancia marcadora -
RDC n°. 17/2000 ANVISA). Galina et al. (1998) também realizaram o doseamento de flavondides,
utilizando-os como substancia marcadora no controle de qualidade do Porophyllum ruderale (Jacq.)
Cass.

Ainda, os flavonéides possuem a mesma rota biogenética dos taninos (fig. 19), e assim a sua
presenca e concentracdo sdo importantes, tanto para as andlises do comportamento de producéo de

substancias polifendlicas como para o controle de qualidade do vegetal.
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Figura 19: Rota bioge OéHticaRc,ios composto R =R’= OH : flavan-3,4-diol
No doseamento de taninos, foi no verdo que ocorreu maior sintese desse grupamento
guimico pela planta, como mostra a tabela 14. Essa analise indicou, principalmente, a melhor estacao
para coletar a mutamba.
Como esse trabalho fundamenta-se no estudo de compostos fendélicos, quanto maior sua

guantidade, maior sera a chance no isolamento de compostos estruturalmente diferenciados.

Tabela 14: Teor de taninos totais das cascas da Guazuma ulmifolia Lam.

Coleta Verao (%) Inverno (%)
GUA 5,24 4,95
GUB 4,84 4,72




No Crataegus oxyacantha L. (cratego), a monografia da Kommission E (1994) determinou um
teor de taninos de 3%. Para o Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (barbatiméo), a
Farmacopéia Brasileira (1959) estipula um teor minimo de 20%. As cascas da ratéania (Krameria
triandra Ruiz et Pavon), droga vegetal classica para taninos, possui um teor de cerca de 10% de
taninos, sendo a maior parte em taninos condensados (Kommission, 1994).

Comparando esses teores apresentados pela literatura com o teor de taninos apresentado
pela mutamba (cerca de 5%) pode-se dizer que apesar de ndo ser abundante como no barbatiméo, a
guantidade de taninos na mutamba pode ser considerada razoavel.

Com as cascas da mutamba coletadas no verdo, realizou-se uma andlise quantitativa mais
detalhada quanto ao teor de taninos, ja que esse grupamento quimico foi estudado quimicamente.

Verificou-se a diferenca do teor de taninos entre a parte interna (3,21%) e externa (2,40% -
suber) das cascas, com a regido interna apresentando os melhores resultados.

Essa informacdao é interessante, pois indica que o vegetal preserva em sua regido externa
(suber) taninos, mas em menor quantidade. Dessa forma, pode-se estabelecer que os taninos
realmente podem atuar como um mecanismo de defesa para o vegetal.

Estudos mostram os resultados de investigacdes feitas com varias plantas e herbivoros onde
ocorreu inibicdo na alimentacao desses herbivoros com plantas contendo altos teores de taninos
(Mole e Waterman, 1987a e b; Butler, 1989; Bernays et al., 1989). Os modos de a¢&o propostos
seriam: diminuicdo da palatibilidade pelo sabor adstringente, dificuldade na digestao devido a
complexacdo dos taninos com proteina e/ou enzimas e, produtos téxicos formados a partir da
hidrélise dos taninos, no trato digestivo.

Realizou-se, ainda, um ensaio para se verificar a diferenca que ocorre entre a quantidade de

taninos presentes nas cascas frescas e secas (tab. 15).

Tabela 15: Diferenca na quantidade de taninos entre as cascas frescas e as secas da Guazuma
ulmifolia Lam.

Cascas (verao/01) GUA (%) GUB (%)
Frescas 4,03 2,12
Secas 5,24 4,84

A andlise de teor de taninos, realizada com as cascas frescas e secas, permitiu verificar se
durante o periodo de secagem da mutamba poderia ocorrer alguma perda de principio ativo, por
degradacéo, reacdo enzimética ou qualquer outro tipo de modificagéo.

De acordo com os resultados descritos na tabela 16, ndo ocorreram altera¢des consideraveis,
observadas pelo método de quantificagdo empregado. A diferenca entre as cascas secas e frescas é
dada por essa ultima possuir um teor de agua elevado. Em uma relacéo direta, desconsiderando-se o
teor de umidade presente nas cascas frescas (35,5%), p6de-se verificar a correspondéncia quanto ao
teor de taninos.



Tabela 16: Relacdo entre o teor de taninos nas cascas frescas e secas da Guazuma ulmifolia Lam.

Cascas (verdo/01) % Taninos
Secas 5,24
Frescas Valor tedrico Valor real
6,25 5,78

Realizou-se ainda, doseamento do teor de taninos presentes nas folhas, jovens e adultas, da

mutamba (tab. 17), com o intuito de se estabelecer comparacéo entre essas e as cascas.

Tabela 17: Teor de taninos totais das folhas da Guazuma ulmifolia Lam.

Coleta (verédo/01) Folhas jovens (%)* Folhas adultas (%)**
GUA 1,41 2,16
GUB 1,74 2,18

*Folhas de coloracéo verde claro
**Eolhas de coloracdo verde escuro

No confrontamento de resultados, a diferenca € grande, ja que nas cascas da mutamba o teor
de taninos é de cerca de 5% e nas folhas, sejam elas jovens ou adultas, ndo chega a metade desse
teor que seria de cerca de 2,5%. Para o barbatimao (S. adstringens), também ocorre essa diferenca.
Enquanto nas cascas o teor de taninos é de 18-20%, nas folhas Toledo et al. (1998) observaram um
teor de 8-11%.

Essa andlise confirma que a populacao utiliza, mesmo de forma empirica, a parte do vegetal
com o maior teor de principios ativos. No caso da mutamba, sua maior utilizacédo é através das
cascas (Vieira, 1968; Ramirez et al., 1988; Rutter, 1990; Cruz, 1995).

De acordo com as andlises realizadas e os resultados obtidos durante esses dois anos de
pesquisa em controle de qualidade, pode-se dizer que as cascas da mutamba coletadas no verao
apresentaram as melhores condi¢des tanto de estabilidade quanto no teor de substancias fendlicas,
indiferente da sua origem geografica. Importante ressaltar que para uma concluséao final ha a
necessidade de se analisar o vegetal coletado nas outras estacdes (primavera e outono) e por um
periodo de tempo maior, como o observado para o Gingko biloba (Sticher, 1993).

A pesquisa quimica tem por objetivo conhecer as substancias presentes nas espécies
vegetais. A analise quimica preliminar indicou os grupos de metabdlitos secundarios importantes na
mutamba. Como o interesse foi restrito a uma classe especifica de constituintes (compostos
fendlicos), a investigacéo foi direcionada para o isolamento e a elucidagéo estrutural dos mesmos.

A droga vegetal utilizada (cascas) na preparacao dos extratos, utilizados na andlise
fitoquimica, foi coletada no verdo/2001, no municipio de Ibipora, Parana (GUA) (Exsicata niUmero
HUM 1182).

As cascas, apos coletadas, foram secas ao ar livre, & sombra. A secagem teve por finalidade
a retirada da 4gua impedindo reacdes de hidrélise e/ou Oxi-reducao e, de crescimento microbiano.

Antes porém, as cascas foram seccionadas, visto a secagem ser tanto mais rapida quanto mais



dividido estiver o material vegetal a secar, pois desse modo, oferece uma maior area de superficie a
evaporacao (Falkenberg et al., 2002). Pelo mesmo motivo, o material vegetal foi disposto em
camadas finas durante o tempo de secagem.

A estabilizagdo do processo de secagem ocorreu apos sete dias, sendo as cascas antes
seccionadas, agora moidas, em moinho de martelos. A moagem teve por finalidade reduzir,
mecanicamente, o vegetal em pé, de modo a facilitar o processo de extracao.

O extrato bruto foi preparado por turbdlise a 10% (m/V) com acetona:agua (7:3; V/IV),
apresentando um rendimento de 13,58% no extrato liofilizado (EB) (flux. 2).

O método de extracao escolhido foi a turbdlise (ou turbo-extracéo) devido a eficiéncia da
técnica (Voigt, 1993), somada a simplicidade, rapidez e versatilidade, permitindo a facil utilizacao
dessa técnica em processamentos de pequena e média escala. Hor et al. (1995) empregaram o
mesmo processo de extracdo no isolamento de proantocianidinas da Guazuma ulmifolia Lam.

Entre os inconvenientes dessa técnica cabe mencionar: dificil separacao da solugédo extrativa,
ja que na turbodlise ocorre a reducao drastica do tamanho das particulas da droga devido as forgas de
cisalhamento geradas (Sonaglio et al., 2002) e, geracao de calor durante o processo, obrigando
controlar a temperatura.

Para contornar esses inconvenientes, a filtracdo foi realizada em duas etapas, uma filtracéo
preliminar, utilizando-se algodao e, uma filtragdo terminal, através de papel de filtro, a vacuo. No
controle da temperatura, a técnica, com duracao de 15 min foi realizada em trés etapas de 5 min, com
intervalos de 2 min a cada etapa, para resfriamento do sistema.

A escolha do liquido extrator baseou-se nas informacdes obtidas no controle de qualidade
realizado (tab. 10; p. 55).

Ap6s filtracdo, concentracao e liofilizacdo, através de particionamento liquido-liquido com
acetato de etila, o EB forneceu duas fracbes, FA e FW, além do precipitado insoltvel (RE). O
rendimento, a partir de 100 g de EB, foi de 9 g para a FA (9%), 60 g para a FW (60%) e 23 g (23%) do
RE (flux. 2). A quantidade restante (8%) trata-se das perdas ocorridas durante o processo de
producdo.

Essa perda é elevada devido a precipitagdo de uma resina insoltvel em varios solventes
organicos (dgua, acetona, éter, cloroférmio, alcool, hexano).

Empregou-se na particdo, para cada 50 g de EB, 500 ml de 4gua destilada para a dissolucao
do extrato e, 500 ml x 3 de acetato de etila.



DROGA VEGETAL

Turbdlise
Acetona/agua (7:3)

Extrato Bruto (EB)

(13,58%) Particao liquido-liquido
Acetato de etila/agua (3:1)

Residuo insoluvel (RE) Fracdo acetato de etila (FA) Fracdo aquosa (FW)
(23%) (9%) (60%)

CC — Sephadex® LH-20
Eluente se¢do 4.5.1; p.31

FAL - FA26

Fluxograma 2: Fracionamento quimico a partir do EB

A partir da FA iniciou-se o processo de isolamento e identificacdo de
compostos fendlicos das cascas da G. ulmifolia Lam. O isolamento de
proantocianidinas a partir das raizes de Prunus armenica L., também ocorreu a partir
da fracdo FA, por CC (Rawat et al., 1999). Mondémeros de epicatequina foram
isolados das cascas de Byrsonima crassifolia Kunth a partir da fracdo FA do EB
(Geiss et al., 1994).

Com a FA (10 g) realizou-se cromatografia em coluna com Sephadex® LH-20, utilizando o
sistema eluente descrito na secdo 4.5.1 (p. 32) (Thompson et al., 1972).

Através de CCD pode-se reunir 26 subfragdes (FAL1 — FA26), que foram agrupadas de acordo
com a semelhanca visualizada na CCD (se¢éo 4.5.2; p. 33).

Apos a liofilizagdo de cada uma das fragdes (FAL - FA26) fez-se novamente CCD, para
visualizar o comportamento das subfracdes (fig. 20). Os rendimentos de cada subfracdo (FA1-FA26)

foram calculados e encontram-se na tabela 18.



Tabela 18: Rendimento das subfragdes obtidas a partir da FA.

Fragéo Eluente (V/V) Quantidade (Q) %
FAl Etanol:adgua (1:1) - -
FA2 Etanol:agua (1:1) - -
FA3 Etanol:adgua (1:1) 0,159 1,63
FA4 Etanol:adgua (1:1) 0,1047 1,08
FA5 Etanol:agua (1:1) 0,1274 1,31
FA6 Etanol:agua (1:1) 0,4119 4,24
FA7 Etanol:agua (1:1) 0,4091 4,21
FA8 Etanol:agua (1:1) 0,6568 6,44
FA9 Etanol:agua (1:1) 0,1483 1,52

FA10 Etanol:agua (1:1) 0,623 0,64
FAll Etanol:agua (1:1) 0,681 7,0

FA12 Etanol:agua (1:1) 0,0875 0,9

FA13 Etanol:agua (1:1) 0,0567 0,58
FAl4 Etanol:agua (1:1) 0,0611 0,63
FA15 Etanol:agua (1:1) 0,2313 2,38
FA16 Etanol:agua (1:1) 0,650 0,67
FAL17 Etanol:agua (1:1) 0,650 0,67
FA18 Etanol:agua (1:1) 0,1813 1,83
FA19 Etanol:agua (1:1) 0,1346 1,38
FA20 Etanol:agua (1:1) 0,1257 1,29
FA21 Etanol 0,1275 1,31
FA22 Etanol 0,0529 0,54
FA23 Etanol 0,0299 0,31
FA24 Etanol 0,1273 1,31
FA25 Metanol 0,0979 1,01
FA26 Acetona 1,2496 12,85
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Figura 20: Cromatograma das 26 subfracGes da FA

As fracbes FAL e FA2, apos concentracdo e liofilizacdo forneceram pequena quantidade de
amostra e tornaram-se instaveis prejudicando, assim, suas andlises.

Com as fracdes FA3 e FA4, por apresentarem aparentemente apenas uma mancha no
cromatograma, partiu-se para analise de RMN, com amostras acetiladas e ndo acetiladas. Nos dois
casos, 0s espectros mostraram-se tratar, possivelmente, de algum polimero. As amostras, enviadas
para a realizacdo do espectro de massas, Universidade de Minster, Alemanha, ndo mostraram
valores de pico base nem de massa molecular. Portanto, ndo foi possivel trabalhar na elucidagéo da
estrutura molecular.

Devido ao estudo enfocado no isolamento e identificagdo de compostos fendlicos, e, na
expectativa de se obter substancias puras, foram realizados novos fracionamentos, por CC (se¢éo
4.5.1.1; p. 32), com as subfragcbes FA5, FA7 e FA8, baseado no cromatograma constante na figura
20. A subfrac@o FAG6 apresentou uma Unica mancha cromatografica, indicando tratar-se de substancia
pura, e entdo, com essa fracdo partiu-se direto para analise estrutural.

Pelas caracteristicas cromatograficas (fig. 20) da FA5, cerca de 100 mg foram fracionadas
através de CC (sec¢do 4.5.1.1; p. 32), resultando em 8 subfra¢Bes, como se pode ser observado no

fluxograma 3.



FAS

109 mg CC Sephadex® LH-20
Eluente secdo 4.5.1.1; p. 32

I
I I I I I I I I
FA5.1 FA5.2 FA5.3 FA5.4 FA5.5 FA5.6 FA5.7 FA5.8
- 9,9 mg 26,7mg| |152mg| |156mg| |12,9mg 7,8 mg 3,2 mg

Fluxograma 3: Fracionamento cromatogréfico da FA5

As subfracBes FA5.2 a FA5.6 foram medidas por espectroscopia de RMN de hidrogénios.
Todos os espectros mostraram-se inviaveis apos analise criteriosa, tanto pela quantidade de amostra,
como pelas impurezas ou misturas observadas.

A fracdo FA6 (30 mg) foi acetilada, analisada e identificada como substéncia |. FA6
apresentou uma mancha de coloracéo azul intenso, quase preto apés revelacdo com FeCls, com
valor de Rf de 0,73. Essa mancha é caracteristica, no sistema eluente empregado (secéo 4.5.1; p. 32)
para taninos condensados monomeéricos do tipo catequina/epicatequina (Mello, 1995).

Na analise do espectro de massa, o pico molecular [M+Na']" = 313 encontrado esta em
concordancia com substancia tipo catequina/epicatequina (m/z=290) ndo derivatizada (fig. 21).

O processo de fragmentacéo proposto da substancia pode ser observado na figura 22,
estando de acordo com a literatura (Pallenbach, 1992; Mello, 1995).



Figura 21: Espectro de massas da substancia | [M+Na']"
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Figura 22: Fragmentacao da substancial |



O espectro de 'H RMN (fig. 23) da substéncia | com as hidroxilas livres, mostram para os
hidrogénios alifaticos H-3(C) e H-2(C) uma constante de acoplamento Jy.» 4.3 menor que 1 Hz
(Weinges et al., 1968a e b) comprovando uma configuracao 2,3-cis. O hidrogénio alifatico H-3(C)
apresenta uma constante de acoplamento pequena com o hidrogénio H-4,,(C) no valor de 2,85 Hz,
enquanto que 0 mesmo hidrogénio possui uma Ju.s v.4eq de 4,5 Hz. Portanto, observa-se uma
configuracgéo relativa para a substancia | do tipo 2,3-cis, 3,4.-Cis e 3,4¢,-trans. Para Weinges et al.
(1968a e b) a constante de acoplamento dos hidrogénios H-2(C) e H-3(C) com aproximadamente 8
Hz demonstra uma configuracao relativa trans e uma constante de acoplamento igual ou inferior a 2
Hz do tipo cis. O sistema AMX de spins na regido aromatica comprova a di-hidroxilagao no anel B.
Nesse espectro observa-se, ainda, os hidrogénios H-6(A) e H-8(A) em 5 5,91 e 5,94. Esses
hidrogénios, em solugéo, permanecem sem posicéo definida, estando em constante intercambio um

com o outro (Petereit, 1992). Os dados de deslocamento sdo mostrados na tabela 19.

Tabela 19: Deslocamentos da substéancia | (300 MHz; CD3;0D relativo para TMS

Hidrogénio 8 (ppm) 5 Literatura | Multiplicidade J (Hz)
(ppm)
2x H-4(C) 2,80 2,7-2,86 dd Jn-3, Hoaax = 2,8
JH»B, H-deq. = 4,5
H-2 (C) 4,80 4,85 s Jhama<l1
H-3 (C) 4,16 4,21 m Jho, s <1
Jh-3, H-deq. = 4,5
Jn-3, Hoaax = 2,8
H-6 (A) 5,91 ou 5,94 594 d
H-8 (A) 5,91 ou 5,94 6,02 d
H-2’, H-5, H-6’ (B) 6,50 — 6,96 6,81 —-7,04 m

' Foo et al., 2000 ; s: singleto; d: dubleto; dd: duplo dubleto; m: multipleto

Os espectros de RMN 2D (*H/*H COSY e HETCOR) (fig. 24 e 25) mostram as correlagBes
dos hidrogénios aromaticos e alifaticos facilitando a interpretacdo e elucidacéo estrutural da
substancia l.
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Figura 23: "H RMN da substancia | (300 MHz; CD;OD relativo para TMS)



Figura 24: *H/*H COSY da substancia | (300 MHz; CDsOD relativo para TMS)



Figura 25: HETCOR da substancia | (300 MHz; CD;OD relativo para TMS)



A elucidacéo estrutural de flavan-3-ol com hidroxilas livres é relativamente simples com o
auxilio de ressonancia magnética nuclear (RMN). Isso, entretanto, ndo € verdadeiro para
proantocianidinas, face aos sinais rotaméricos presentes nos espectros quando as substancias
encontram-se com as hidroxilas livres, tornando-se, assim, de dificil interpretacdo. Devido a essas
dificuldades, realiza-se a derivatizacdo (acetilacéo) das substancias como forma de facilitar a
investigacdo analitica. Como substancias acetiladas, as mesmas apresentam comportamento quimico
estavel e mostram-se nos espectros de RMN com sinais padrao (Outtrup e Schaumburg, 1981).

Assim, os espectros de RMN de hidrogénios (1D) e *H/*"H COSY (2D) apresentam
caracteristicas proprias para a identificagcdo dos compostos analisados. Os dados obtidos e a
comparacdo com dados da literatura permitem estabelecer uma identificacdo segura. Os espectros de
'H RMN da substancia | acetilada foram realizados em cloroférmio deuterado, relativo para TMS.

O espectro de 'H RMN da substancia | acetilada (fig. 26), bem como a tabela 20,
relacionando os deslocamentos dos hidrogénios, mostram algumas nuances referentes ao processo
de derivatizacdo. Os hidrogénios alifaticos H-2(C) e H-3(C) trocam de posicao e se deslocam no
espectro para campos baixos (desprotegidos). O hidrogénio H-3(C), em 4,16 ppm (fig. 23), desloca-se
com 1,2 ppm, indo para 5,38 ppm. Ja o hidrogénio H-2(C), em 4,80 ppm, desloca-se para 5,11 ppm
(cerca de 0,3 ppm). Os hidrogénios do anel A [H-6(A) e H-8(A)] permanecem fixos e foram
estabelecidos em 6,57 e 6,67 ppm, respectivamente (Mello et al., 1996).

Tabela 20: Deslocamentos da substéncia | acetilada (300 MHz; CDCl; relativo para TMS)

Hidrogénio 8 (ppm) '3 Literatura (ppm) Multiplicidade
H-4 eq. (C) 2,93 2,89 dd
H-4 ax. (C) 3,00 3,00 dd
H-2 (C) 5,11 5,12 s
H-3 (C) 5,38 5,41 d
H-6 (A) 6,57 6,59 d
H-8 (A) 6,68 6,69 d

' Ueffing, 1988; s: singleto; d: dubleto; dd: duplo dubleto; m: multipleto
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Figura 26: "H RMN da substancia | acetilada (300 MHZ; CDCl; relativo para TMS)



De acordo com as andlises realizadas de CCD, espectro de massas, e dos dados
espectroscopicos (tab. 19 e 20, fig. 21, 22, 23, 24, 25 e 26) e, quando comparados com os dados de
literatura, confirmam a substéncia | como sendo EPICATEQUINA (fig. 27).

OH
OH

Figura 27: Estrutura da substancia I, epicatequina

Com a FA7 (108 mg), Rf = 0,70, realizou-se fracionamento por CC obtendo-se sete
subfracdes, que estdo representadas no fluxograma 4.

FA7

108 mg | CC Sephadex® LH-20
Eluente secédo 4.5.1.1; p.32

I I I I I I
FA7.1 FA7.2 FA7.3 FA7.4 FA7.5 FA7.6 FAT7.7
1,9 mg 246 mg| |12,8 mg 3,9mg 26,5 mg 9,6 mg 49mg

Fluxograma 4: Fracionamento cromatogréfico da FA7

Das subfragfes, devido & mancha apresentada em CCD, apenas FA7.3 (10 mg), com Rf de
0,80, foi analisada.

Entretanto, apés analise de *H RMN e EM, observou-se tratar-se da substancia anteriormente
isolada na FAB, a epicatequina (fig. 27).

De acordo com o fracionamento obtido a partir da FA, partiu-se para andlise da fragao
seguinte, a FA8, que em CCD apresentou mancha semelhante a FA6 e FA7, mas com Rf de 0,57
(FA6: Rf de 0,73 e, FA7: Rf de 0,81).

O fracionamento da FA8 (101 mg), realizado como descrito na se¢éo 4.5.1.1 (p. 32), forneceu
4 subfragbes, como mostra o fluxograma 5.

FA8
101 mg CC Sephadex® LH-20
| Eluente: se¢ao 4.5.1.1; p.32

I I I I
FA8.1 FA8.2 FA8.3 FA8.4
5,6 mg 41,5 mg 48,2 mg 4,6 mg




Fluxograma 5: Fracionamento cromatogréfico da FA8

Das quatro subfracdes obtidas a partir da FA8, FA8.2 e FA8.3 tiveram continuidade na
andlise.

A anélise do espectro de 'H RMN de FA8.2 e FA8.3, indicou, provavelmente, tratarem de
procianidinas diméricas.

A analise de procianidinas diméricas estd relacionada com a analise de
massas, "H RMN, polarimetria e dicroismo circular.

A interpretacdo dos espectros de RMN 1D (*H) e 2D (*H/*H COSY) fornece

subsidios iniciais suficientes para a elucidacéo estrutural desses compostos.

Fletcher et al. (1977) mostraram através de estudos de RMN de procianidinas peracetiladas
que as ligacdes (4—6) e (4—8) encontram-se em duas conformacdes energéticas protegidas. Como
critério de diferenciacdo para o tipo de ligacao, os autores utilizam a relacdo dos sinais dos
rotdmeros. A ordem de grandeza das substancias com ligacdes do tipo (4—6) é na proporgéo de 1:1,
enquanto que das substancias com ligagdes do tipo (4—8) existe uma conformagao de rotdmeros
dominante. A duplicidade dos sinais depende da rigorosidade da temperatura de medida e do tipo de
solvente empregado (Outtrup e Schaumburg, 1981).

Outra forma de avaliar o tipo de 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 B,/Bs) (fig. 3, p. 17) do sistema de spins AB dos hidrogénios do anel A das substancias com
ligacao (4—6) como estando em campos mais baixos (desprotegido) (& 6,7), enquanto os sinais da
ligagéo analoga (4—8) em campos mais altos (5 6,1). Entretanto esse critério de diferenciagdo, entre
(4—6) e (4—8), somente ¢é valido para substancias com uma configuracdo 4R (Kolodziej, 1989).
Adicionalmente, o hidrogénio H-2 de substancias ligadas (4—8) apresentam-se com deslocamentos
entre 8 4,37 e 8 5,01, enquanto de substancias ligadas (4—6) entre 6 5,04 e § 5,35 (Hor et al., 1995).

Apesar de todos os indicios fornecidos pela interpretacéo do espectro de 'H RMN, até a
configuragéo absoluta deixa-se “transparecer” através do C-4(C) da ligacéo entre as unidades
interflavan, quando a unidade superior for do tipo catequina (2R, 3S). Isso é devido a essa substancia
ter uma constante de acoplamento grande, pois essa 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 poderd, nesse caso, se afirmar a configuracéo absoluta, pois esse
composto possibilita tanto uma configuracdo 4R (posi¢éo diequatorial do hidrogénio) como 4S
(acoplamento axial-equatorial) (Petereit, 1992).

Um método apropriado, portanto, para determinar a configuracéo absoluta de C-4 é através

do dicroismo circular (CD).



Thompson et al. (1972) indicaram a medida em CD de procianidinas diméricas como
significativo pelo “efeito Cotton” em 275 nm. Procianidinas diméricas com configuragéo 4S, como a
B,, mostram-se através de um efeito Cotton negativo, enquanto que substancias 4R, uma curva
espelhada (efeito Cotton positivo). E possivel, ainda, utilizar outro comprimento de onda para fazer a
diferenciag@o, como na regido entre 220-240 nm (Mello, 1995).

A subfracdo FA8.2 (substancia Il) apresentou, apos revelacdo da CCD com FeCls, mancha
com coloracdo azul escura, com Rf de aproximadamente 0,70, que de acordo com a literatura
(Ueffing, 1988) indica, provavelmente, a presenca de substancia fendlica. Pelo EM (fig. 28), o pico
molecular [M+Na']" = 601 concorda com substancia dimérica de catequina/epicatequina.

O espectro de 'H RMN da substancia Il acetilada (fig. 29), facilita a identificacdo dos
hidrogénios, ja que nesse caso, as hidroxilas nédo estao livres. Os dados de deslocamento (ppm),

multiplicidade e constante de acoplamento podem ser observados na tabela 21.



Figura 28: Espectro de massas da substéancial ll
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Figura 29: 'H RMN da substancia Il acetilada (300 MHZ; CDCl; relativo para TMS)



Tabela 21: Dados de "H RMN da substancia Il acetilada (300 MHz; CDCl; relativo para TMS)

Hidrogénio 3 (ppm) 1§ Literaratura Multiplicidade J (Hz)
(Ppm)
H-4 (F) 2x2,86-3,05 2x2,90-2,95 m
H-4 (C) 4,46 4,47 d Jha na =16
H-2 (F) 4,54 4,54 S Jhona<l
H-3 (F) 511 5,09 m Jhona<l
H-3 (C) 5,16 5,15 dd Jha na =16
Jho, na<1
H-2 (C) 5,57 5,56 S Jhona<l
H-6 (A) 5,99 5,99 S Jhe, He = 2,2
H-8 (A) 6,23 6,19 d Jhe Hs = 2,2
H-6 (D) 6,66 6,63 S
H (aromético) 6 x6,76 — 7,36 6 x6,90—-7,41 m

T Ueffing, 1988; s: singleto; d: dubleto; dd: duplo dubleto; m: multipleto

Os hidrogénios do anel A, H6-(A) e H8-(A), aparecem em & 5,99 e 6,24, respectivamente,
com constante de acoplamento idéntica e igual a Jye.4s= 2,2 Hz, enquanto que o hidrogénio H-6(D),
em J 6,66, apresenta-se como um singleto.

Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior [2 x H-4(F)] apresentam-se idénticos, em 2,90
ppm, sendo os hidrogénios mais protegidos da molécula. Ja o hidrogénio alifatico H-4(C) do
mondmero superior apresenta-se em campo menos protegido, 4,46 ppm.

A constante de acoplamento do hidrogénio H-3(C) com o hidrogénio H-4(C) de Jus.ns= 1,6 Hz
€ pequena. O acoplamento entre os hidrogénios H-2(C) e H-3(C) possui uma constante inferior a 1
Hz. Esses dados dos hidrogénios alifaticos da unidade superior, estabelecem uma configuracéo do
tipo 2,3-cis, 3-4-cis. Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior, H-3(F) e H-2(F), apresentam
deslocamentos em & 5,10 e 4,54, respectivamente. E perfeitamente visivel, no espectro de RMN 2D
(*H/*H COSY:; fig. 30), a correlacdo desses hidrogénios. Os mesmos apresentam uma constante de
acoplamento inferior a 1 Hz, confirmando a configuragdo 2,3-cis e 3,4-cis, também, para a unidade

inferior.



Figura 30: *H/"H COSY da substancia Il acetilada (300 MHz; CDCl; relativo para TMS)



Dessa forma, a substancia Il possui uma configuracéo do tipo 2R:3R e 2’'R:3'R, para as
unidades superior e inferior, respectivamente.

A identificacao das unidades superior e inferior foi auxiliada pela hidrolise do dimero, com a
metodologia descrita na se¢éo 4.8 (p. 34). Utilizou-se como substancia referéncia, além da definida
pela técnica (cloridrato de pelargonidina), a epicatequina, identificada na FA6.

A unidade superior, apos revelacdo da CCD com FeCls, apresentou mancha
semelhante ao padrdo epicatequina, mostrando valor de Rf de aproximadamente
0,70. O valor de Rf da epicatequina padrao foi de 0,73.

Da mesma maneira, a unidade inferior, apresentou mancha semelhante a
epicatequina, com valor de Rf de 0,71.

Assim, identificam-se as unidades superior e inferior como sendo
epicatequina. Esses dados estdo de acordo com aqueles encontrados por
Langhammer et al. (1981) e Ueffing (1988).

Apo6s andlise dos dados espectroscopicos e comparacdo com os dados de literatura, pode-se

concluir que a substancia |l trata-se da procianidina B; (fig. 31), epicatequina-(4p—8)-epicatequina.
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Figura 31: Estrutura da substancia ll, procianidina B, [epicatequina-(43—38)-

epicatequina]

A identificacdo do dimero procianidina B, representa uma confirmac¢&o importante do ponto
de vista farmacoldgico. De acordo com Takahashi et al. (1999), as procianidinas B, produzem
estimulagéo das células do epitélio capilar, tendo, portanto, atividade no crescimento capilar.
Takahashi et al. (2001) testaram clinicamente a procianidina B, e verificaram um resultado



significativamente positivo quanto ao crescimento capilar. Segundo Rutter (1990) a mutamba é
utilizada, principalmente, em casos de alopécia.

Assim, a confirmacao da presenca de procianidina B, ho extrato da mutamba é uma
informacao promissora quanto as pesquisas na area de pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos, principalmente relacionados a dermatologia.

A subfracdo FA8.3, com Rf de aproximadamente 0,72, apresentou mancha azul escura,
indicando a presenca de substancia fenélica. Tanto pelo EM (fig. 32) quanto pelo espectro de *H RMN
(fig. 33), pode-se verificar que tal subfragdo trata-se de uma mistura, onde pode-se identificar a
substancia Il, procianidina B, [epicatequina-(4p—38)-epicatequina] e uma outra substancia,
denominada inicialmente de substancia lll.

No EM (fig. 32), dois picos moleculares podem ser detectados. O pico molecular [M+Na']" =
601 concorda com a substéancia Il, procianidina B,. No entanto verifica-se outro pico molecular
[M+Na']" = 585 que pode corresponder ao pico molecular da substancia lll.

O espectro de 'H RMN da substancia Ill acetilada (fig. 33), facilita a identificacéo dos
hidrogénios, ja que as hidroxilas ndo se encontram livres. Os dados de deslocamento (ppm),
multiplicidade e constante de acoplamento encontram-se na tabela 22.

Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior [2 x H-4 (F)] apresentam-se idénticos, em & 2,90
ppm, aproximadamente, sendo os hidrogénios mais protegidos da molécula e com constante de
acoplamento inferior a 2 Hz. Ja o hidrogénio alifatico H-4 (C) do mondmero superior, encontra-se

mais desprotegido, em & 3,10 ppm, também com uma pequena constante de acoplamento.



Figura 32: Espectro de massas da substéancial lll



Tabela 22: Dados de 'H RMN da substancia Ill acetilada (300 MHz; CDCl; relativo paraTMS)

Hidrogénio 5 (ppm) 1235 literatura Multiplicidade J (Hz)
(ppm)
H-4 (F) 2x 2,89 — 3,05 2 x2,90 - 2,95 m
H-4 (C) 3,10 2,90 d Jhs, va = 3,9
H-2 (F) 4,54 4,54 s Jus nz <1
H-3 (F) 5,11 5,09 m Jnane<l
H-3 (C) 5,40 5,15 dd Jhs va = 3,9
Jha He<1
H-2 (C) 5,30 5,56 s Jnane<l
H-6 (A) 5,99 5,99 s Jhe, v = 2,1
H-8 (A) 6,23 6,19 s Jhe, v = 2,1
H-6 (D) 6,66 6,58 s
H-2', H-5', H-6" (E) 6,76 — 7,50 6,90 — 7,41 m
H-2', H-6' (B) 7,46 7,43 d J=87
H-3, H-5' (B) 7,09 7,09 d J=87

' Ueffing, 1988; *: Drewes et al., 1992

Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior, H-3 (F) e H-2 (F), em 5 5,11 e
4,54, respectivamente, possuem constante de acoplamento inferior a 1 Hz, sendo
visualizado no espectro 2D (*H/*H COSY) (fig. 34), a correlagdo entre esses
hidrogénios.

Esses dados favorecem o estabelecimento da configuracéo do tipo 2,3-cis para a unidade
inferior. Como pode-se também verificar a configuracéo relativa do tipo 3,4-cis, para a unidade inferior
pode-se determinar a configuragdo absoluta como sendo do tipo 2R:3R:4R. Dessa forma, identifica-se

o mondmero inferior da substancia Ill como sendo epicatequina (Petereit, 1992). Esses dados sao

confirmados pelos valores encontrados por Langhammer et al. (1981) e Ueffing (1988).
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Figura 33: "H RMN da substancia Ill acetilada (300 MHz; CDCl; relativo para TMS)



Figura 34: 'H/"H COSY da substancia Ill acetilada
(300 MHz; CDClI; relativo para TMS)



Para a unidade superior, a constante de acoplamento do hidrogénio H-3 (C) com o
hidrogénio H-4 (C) é de 3,9 Hz. A constante de acoplamento dos hidrogénios H-2 (C) e H-3 (C) é
inferior a 1 Hz. Assim, confrima-se a configuragéo relativa da unidade superior como sendo do tipo
2,3-cis e 3,4-cis. No anel A, pode-se identificar facilmente os hidrogénios H-6 (A) (5 5,99) e H-8 (A)
(6 6,23), com constante de acoplamento de 2,1 Hz, estando de acordo com o proposto por
Kolodziej (1986) para dimeros com ligacao do tipo (4—8), desde que a configuracéo relativa da
unidade superior seja 2,3-cis, bem como uma configuragéo 4R.

No anel B, verifica-se o sistema AA'BB’, confirmando a presenca de apenas uma hidroxila
nesse anel, em posicéo para. No espectro de "H/*H COSY (fig. 34), apesar de uma certa confuséo
na regido de hidrogénios aromaticos, devido a mistura das substancias Il e Ill, pode-se visualizar
perfeitamente o acoplamento dos hidrogénios H-2’' e H-6’ (B) com H-3’ e H-5’ (B), e ambos com
constante de acoplamento de 8,7 Hz. Esses dados estdo de acordo com Drewes et al. (1992), que
identifica a unidade superior como sendo do tipo afzelequina.

Hsu et al. (1985) isolaram o dimero afzelequina-(4o—8)-epicatequina, o qual apresenta
caracteristicas semelhantes a substancia lll, especialmente em relagéo ao sistema AA’'BB’ do anel
B, na unidade superior. Hsu et al. ainda descrevem que os espectros de ‘*H RMN e *C RMN dessa
substancia sdo complicados devido ao isomerismo causado pelas interacdes entre as duas
unidades. A confirmacédo da substancia ocorreu principalmente pelo EM e pelos sinais aromaticos
dos hidrogénios do anel B.

Drewes et al. (1992) isolaram o mondmero afzelequina, onde a identificacdo baseia-se nos
sinais dos hidrogénios do anel B no espectro de *H RMN, onde os hidrogénios H-2’ e H-6’ (B) e H-
3’ e H-5" (B), possuem constante de acoplamento de J = 8,5 Hz.

Apés a analise dos espectros (EM e RMN), comparando com os dados obtidos de
literatura, pode-se dizer que a substancia lll trata-se do dimero epiafzelequina-(48—8)-

epicatequina (fig. 35).
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Figura 35: Estrutura da substancia lll, epiafzelequina-(4p—8)-epicatequina

O impacto das doencgas infecciosas, na evolugdo humana, é de dificil avaliacéo, tanto pela
sua complexidade em si, como pela escassez de dados e pontos obscuros.

O surgimento de infec¢Bes bacterianas, promove uma crescente necessidade de combaté-
las, principalmente devido a resisténcia que os microorganismos adquirem aos antibioticos
utilizados. A necessidade da introducéo de novos ativos no arsenal farmacéutico é absoluta,
devido ao aparecimento de formas bacterianas resistentes, decorrentes, principalmente, do uso
indiscriminado de antibioticos.

Dentro desse contexto, o interesse em plantas com propriedades antimicrobianas tém
evoluido com amplas perspectivas, face a possibilidade que se tem em isolar substancias
conhecidas ou inéditas a partir das mais variadas espécies vegetais. Assim, 0 uso de plantas
medicinais ou seus possiveis derivados vem cresendo gradativamente ao longo das Ultimas
décadas, devido a varios fatores como: o respaldo e a confiabilidade repassados pelas
populacdes; a facil aquisicdo; os baixos custos e, pouco ou nenhum efeito adverso (Recio et al.,
1989).

O interesse em se conseguir novos farmacos com atividade bacteriana levou a realizagao
de testes dessa atividade com o extrato bruto e semipurificado da Guazuma ulmifolia Lam. Tal
interesse é diretamente relacionado com 0s usos populares descritos para a mutamba, como
infeccBes da pele (Caceres et al., 1987; Rutter, 1990), desordens gastrintestinais (Dominguez e
Alcorn, 1985; Caceres et al., 1990) e e erisipela (Caceres et al., 1987).

Scalbert (1991) relaciona que plantas e extratos com alto teor em taninos possuem acao
bactericida. Kolodziej et al. (1999) confirmaram a atividade antibacteriana dos taninos através de
um estudo dessa atividade utilizando 27 diferentes moléculas de taninos frente a 6 diferentes
bactérias, sendo 2 Gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus) e 4 Gram-negativas
(Escherichia coli, Klebsiela pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis).

A andlise da atividade antibacteriana da mutamba foi realizada utilizando-se o extrato bruto
(EB) e suas fracdes semipurificadas (FA, FW e RE). O ensaio ocorreu frente as bactérias Gram-
positivas (S. aureus e B. subtilis) e Gram-negativas (P. aeruginosa e E. coli).



Em decorréncia da simplicidade tecnoldgica e baixo custo, o0 método empregado para esse
ensaio (secdo 4.9.2.1; p. 36) tem apresentado alto potencial de utilizacdo universal (Telles e
Mosca, 2000).

Navarro et al. (1996) consideram ter atividade antibacteriana o extrato que produzir efeito
nas concentracdes de 10 mg/ml ou menos para S. aureus e, entre 10 e 20 mg/ml para E. coli e P.
aeruginosa.

Nesse estudo da atividade antibacteriana da Guazuma ulmifolia Lam., considerou-se, para
0S quatro microorganismos, que o extrato mostrando CIM menor de 100 ug/ml, apresenta boa
atividade antimicrobiana, de 100 a 500 ug/ml a atividade antimicrobiana é moderada, até 1000
pg/ml foi considerada fraca atividade e, acima de 1000 pg/ml, o extrato foi dito inativo. Tais
resultados foram também definidos por Holetz et al. (2002).

Os resultados obtidos para a avaliagdo da CIM do EB e suas fracdes (FA, FW e RE) estédo

representados na tabela 23.

Tabela 23: Concentracdo inibitéria minima do extrato de cascas da Guazuma ulmifolia Lam.
(ng/ml)

Microrganismo EB FA FW RE
Staphylococcus aureus 62,5 62,5 31,25 >1000
Bacillus subtilis 125 250 125 >1000
Escherichia coli 1000 1000 1000 >1000
Pseudomonas aeruginosa 500 250 1000 >1000

Para G. ulmifolia Lam., os resultados foram satisfatorios. Os valores obtidos para a

atividade antibacteriana mostram que o extrato das cascas da mutamba tem melhor acéo frente a

bactérias Gram-positivas, especialmente para S. aureus (CIMgg 62,5 pg/ml).

Essa atividade frente ao S. aureus ja foi demonstrada por Navarro et al. (1996), através do

extrato metandlico dos frutos da mutamba, obtendo-se CIM de 10 pg/ml.

Entretanto, nota-se também atividade para bactérias Gram-negativas. No caso da P.

aeruginosa, bactéria resistente a antibidticos, pode-se obter, apesar de fraca, atividade

bacteriostatica com a FA.



Quando se compara a atividade entre as fragdes analisadas, a melhor atividade
bacteriostatica foi a da FW (CIMgy 31,25 ug/ml) frente ao S. aureus, comparando-a com EB (CIMgg
62,5 pug/ml) e FA (CIMgg 62,5 ug/ml). Isso pode ser indicio da existéncia de substancias no EB que
inibem a atividade de outras substancias e, apos particdo (flux. 2 — p.61), as substancias ativas
apresentam-se na FW. Ja para P. aeruginosa, as substancias com tal atividade devem estar
presentes, em maior quantidade, na FA (CIMga 250 pg/ml).

Dessa forma, com esses resultados pode-se dizer que a G. ulmifolia Lam. possui boa acéo
bacteriostatica frente a S. aureus, atividade moderada para B. subtilis e, fraca atividade as
bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa e E. coli). Stickler e King (1992) ja haviam demonstrado
gue bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes a agentes antimicrobianos que Gram-positivas.

Uma triagem realizada com o extrato bruto de 21 plantas medicinais usadas na Africa do
Sul indicou que todas possuem atividade bactericida, entretanto apenas o extrato metandlico da
Warburgia salutaris Bertol. f. Chiov. mostrou atividade contra E. coli, e mesmo assim, apenas
bacteriostatica (Rabe e Staden, 1997).

Proantocianidinas extraidas da espécie Hamamelis virginiana L. apresentaram CIM de
1000-2000 pg/ml, tanto para bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. A procianidina B,,
isolada, mostrou atividade antibacteriana, com o valor da CIM de 1000 ug/ml para S. aureus, B.
subtilis e P. aeruginosa e, 2000 pg/ml para E. coli (Kolodziej et al., 1999).

Considerando que a FA possui taninos, como a epicatequina e a procianidina B,, isoladas
e identificadas nesse trabalho, e comparando a atividade apresentada por essa fracao (tab. 23),
verifica-se que o ensaio realizado também demonstrou ser a E. coli 0 microrganismo mais
resistente ao extrato de mutamba. Entretanto, o EB, FA e FW testadas nesse trabalho mostraram-
se mais ativas que o trabalho apresentado por Kolodziej et al. (1999).

Um ensaio com antibiéticos de referéncia (tab. 24), serviu de controle do processo, de
modo a se confirmar que as cepas dos microrganismos utilizados ndo eram resistentes. Os valores
obtidos foram comparados com a CIM dos antibi6ticos descritos pela literatura (Woods e
Washington, 1995) e, com essas informagfes, a metodologia empregada pode ser tida como

adequada para a avaliagdo que se deseja.

O resultado do controle com os antibacterianos é mostrado na tabela 24.

Tabela 24: Concentracgdo inibitdria minima controle com antibacterianos padrdes.

Antibidtico Microrganismo CIM (pg/ml)

Literatura* Valor obtido

Penicilina S. aureus <0,12 0,09

P. aeruginosa <64/2 3,125




Vancomicina

B. subtilis

0,00975

Tetraciclina

E. coli

0,78

* Woods e Washington, 1995.

Para verificacdo da atividade bactericida da mutamba, a partir da CIM realizou-se a CBM,

do EB e suas fraces, com excecao da RE, ja que, pelos resultados da tabela 23, pode-se notar

que tal fracdo foi inativa nas concentracdes testadas frente aos microrganismos avaliados.

Os valores obtidos estdo demonstrados na tabela 25.

Tabela 25: Concentracéo bactericida minima do extrato da Guazuma ulmifolia Lam. (ug/ml)

Microrganismo EB FA FW

Staphylococcus aureus 125 250 250
Bacillus subtilis 250 250 1000
Escherichia coli >1000 >1000 >1000
Pseudomonas aeruginosa >1000 >1000 >1000

No ensaio da CBM, apenas frente a S. aureus e B. subtilis, bactérias Gram-positivas, 0s

extratos de mutamba apresentaram acao bactericida. Para Gram-negativas, ndo houve morte dos

microrganismos, apenas inibicdo de seu crescimento. Com a retirada do agente antimicrobiano

(EB, FA e FW), as bactérias retornaram as atividades de crescimento e multiplicacéo celular.

Estudos da atividade antibacteriana de plantas do sul da Africa [Combretum caffrum (Eckl.

& Zeyh.) Kuntze, Salix capensis Thunb., Schotia latifolia Jacq.] indicaram que as espécies

apresentaram significativa atividade contra bactérias Gram-positivas, com CIM de 0,1-5,0 mg/ml,

entretanto, ndo apresentaram qualquer atividade contra bactérias Gram-negativas, nem

bacteriostatica (Masika e Afolayan, 2002).

Avaliando a atividade antibacteriana (CIM e CBM) apenas frente a S. aureus,

microrganismo menos resistente entre os testados, pode-se dizer que as substancias que sado

capazes de inibir o crescimento de uma bactéria nem sempre séo eficazes quanto a atividade

bactericida (tab. 26).

Tabela 26: Atividade antibacteriana do extrato da Guazuma ulmifolia Lam. frente a Staphylococcus

aureus

Microrganismo

Concentracéo do extrato (ug/ml)

EB

FA

FW




S. aureus

CIM

62,5

62,5

31,25

CBM

125

250

250

Embora os resultados tenham sido satisfatérios, os valores obtidos apresentaram-se acima

da CIM dos antibidticos classicos. Mas para isso, poderia se explicar o fato de que as amostras

testadas tratam-se de fragcbes semipurificadas, que possuem varias substancias quimicas. Isso

torna o principio ativo ou o conjunto de substancias ativas, menos concentradas, sendo que 0s

antibidticos classicos sdo substancias puras.

Dessa forma, realizou-se um ensaio da CIM das subfracdes utilizadas no isolamento

guimico, bem como as substancias isoladas. Os microrganismos empregados foram os mesmos ja

mecionados.

Entretanto, pode-se observar pela tabela 27 que os resultados obtidos ndo foram muito

satisfatorios.

Tabela 27: Concentracao inibitoria minima (ug/ml) das subfraces e substancias isoladas a a partir

da FA
Amostra Microrganismos
S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa
FA3 1000 1000 > 1000 > 1000
FA4 1000 1000 > 1000 > 1000
FAG > 100 > 100 > 100 > 100
FA7 1000 > 1000 > 1000 > 1000
FA8 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
FA8.2 > 100 > 100 > 100 > 100
FA8.3 > 100 > 100 > 100 > 100

FA3, FA4, FA7 e FA8: subfracbes
FAGB: epicatequina; FA8.2: procianidina B2; FA8.3: epiafzelequina-(4p—8)-epicatequina

Para FA6, FA8.2 e FA8.3 utilizou-se a diluicdo maxima de 100 ug/ml, valor padronizado

pelo Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Estadual de Maringd, para substancias puras.

J& no caso das subfragbes, as concentracdes foram as mesmas utilizadas para EB, FA e FW.

Pela tabela pode-se dizer que nas concentra¢des empregadas, nenhuma amostra

apresentou resultados satisfatdrios. Entretanto, como j& discutido anteriormente, tanto o EB quanto

as fracbes FA e FW apresentaram alguma atividade antibacteriana. A explicagéo para esses

resultados pode ser dada pelo fato de que as substancias atuem em sinergismo, onde isoladas, a

atividade é diminuida ou mesmo, anulada.




Apesar disso, o0s testes realizados foram promissores, proporcionando
dados que permitem confirmar a atividade antibacteriana da Guazuma ulmifolia
Lam., explicando assim, seu uso popular com essa finalidade (Dominguez e

Alcorn, 1985; Ramirez, 1988), principalmente no caso da FW frente as bactérias
Gram-positivas.



6. CONCLUSOES

A andlise macroscopica permitiu a identificacdo botanica da espécie vegetal
até sua variedade, tratando-se, dessa forma da Guazuma ulmifolia Lam. var.
tomentella. Tal conclusdo baseou-se, principalmente, nas caracteristicas
morfolégicas das folhas (oblongadas, com margens serreadas, 10-12 x 4-6 cm) e,
frutos (capsula deiscente) do vegetal.

Segundo a analise microscoépica, a presenca de tricomas estrelados e
Varios canais secretores entre as células parenquimaticas sao representativos da
G. ulmifolia Lam., auxiliando na identificacdo da espécie, evitando-se assim,
possiveis adulteragdes.

As analises fisico-quimicas farmacopéicas e nédo farmacopéicas
determinaram as condicdes minimas da droga vegetal. Juntamente com as
analises macro e microscopicas, contribuem a elaboracdo de monografia do tipo
farmacopéica.

Foram isolados e identificados, a partir do extrato das cascas da mutamba,
0s seguintes taninos condensados: epicatequina, procianidina B, [epicatequina-
(4p—8)-epicatequina] e epiafzelequina-(4p—8)-epicatequina, com o auxilio de
dados espectroscopicos e de literatura.

Confirma-se o extrato da mutamba possuir atividade antibacteriana contra
as cepas testadas. A fracdo FW mostrou a melhor atividade bacteriostéatica frente
as bactérias Gram-positivas (S. aureus e B. subtillis) e Gram-negativas (E. coli e
P. aeruginosa). Ja para a atividade bactericida a mutamba foi eficaz apenas frente

as bactérias Gram-positivas, sendo o EB com melhor atividade frente a S. aureus.
Reunindo todos os dados obtidos com o trabalho, pode-se dizer que a espécie vegetal
Guazuma ulmifolia Lam. demonstra um futuro promissor para a medicina. Exemplo disso é a
procianidina B, isolada do extrato da mutamba, que possui acédo estimulante sobre o epitélio
capilar. Somando-se & atividade bactericida do extrato, que pode contribuir na assepsia da regido
capilar, sdo informag8es importantes que podem e devem levar ao inicio de estudos mais
detalhados para o desenvolvimento de um medicamento fitoterapico eficaz e seguro no tratamento

da queda de cabelo.



6. BIBLIOGRAFIA

A IMPORTANCIA crescente da Fitoterapia no mundo. Disponivel em: http:/planeta.
terra.com.br/saude/oportunidades/index.htm#Fitoterapia%201. Acessado em 26 jun. 2002.

AKIYAMA, H.; FUJII, K.; YAMASAKI, O.; OONO, T.; IWATSUKI, K. Antibacterial action of several
tannins against Staphylococcus aureus. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, n.48, v.4,
p.487-491, 2001.

ALARCON, A. F. J.; ROMAN, R. R.; PEREZ, G. S.; AGUILAR, C. A.; CONTRERAS, W.C. C;;
FLORES, S. J. L. Study of the anti-hyperglicemic effect of plants used as antidiadetics. Journal of
Ethnopharmacology, v.61, n.2, p.101-110, 1998.

AUDI, E.A.; CAMPOS, E.J.V. de; RUFINO, M.; CORTEZ, D.G.; BERSANI-AMADO, C.A.; SOAREZ,
L.A.L.; PETROVICK, P.R.; MELLO, J.C.P. de. Petiveria alliacea L.: Plant drug quality control,
hydroalcoholic extract standardization and pharmacological assay of lyophilized extract. Acta
Farmacéutica Bonaerense, v.20, n.3, p.225-232, 2001.

AMMON, H.P.T.; KAUL, R. Crataegus Herz-Kreislauf-Wirkunger von Crataegussextrakten,
Flavanoiden und Pocyanidinen, Teil 1: Historisches und Wirkstoffe. Deustche Apotheker Zeitung,
v.32, p.2433, 1994a.

AMMON, H.P.T.; KAUL, R. Crataegus Herz-Kreislauf-Wirkunger von Crataegussextrakten,
Flavanoiden und Pocyanidinen, Teil 1: Wirkungen auf das Herz. Deustche Apotheker Zeitung,
v.34, p.2521, 1994b.

AMMON, H.P.T.; KAUL, R. Crataegus Herz-Kreislauf-Wirkunger von Crataegussextrakten,
Flavanoiden und Pocyanidinen, Teil 1: Wirkungen auf den Kreislauf. Deustche Apotheker
Zeitung, v.134, p.2631, 1994c.

BALDE, A.M.; van HOOF, L.; PIETERS, L.A.; van der BERGHE, D.A.; VLIETINCK, A.J. Plant
antiviral agents. VIl Antiviral and antibacterial proanthocyanidins from the bark of Pavetta wariensis.
Phytoterapy Research, v.4, p.182, 1990.

BARATA, L.E.S.; QUEIROZ, S.R.R. Contribuicdo efetiva ou potencial do PADCT para o
Aproveitamento Econémico Sustentavel da Biodiversidade. Estudo elaborado para o programa de
Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (PADCT), Sub-Programa de Planejamento e
Gestdo em Ciéncia e Tecnologia (PGCT). Ministério da Ciéncia e Tecnologia. Campinas: 1995.

BARREIROS, A.L.B.S.; DAVID, J.P.; QUEIROZ, L.P.; DAVID, J.M. A-type proanthocyanidin
antioxidant from Dioclea lasiophylla. Phytochemistry, v.55, p.805-808, 2000.

BARROSO, G.M. Sisteméatica de angiospermas do Brasil. Rio de Janeiro: USP, v.1, 1978.

BERNAYS, E.A.; COOPER DRIVER, G.; BILGENER, M. Herbivores and plant tannins. Advances
in Ecological Research, v.19, p.263-302, 1989.

BUKATSCH, F. Bemerkungen zur doppelfarbung astrablau-safranin. Mikrokosmos. Stuttgard:
v.61, n.8, p.255, 1972.

BURKILL, I.H. A dictionary of the economic products of the Malay Peninsula. London:
University Press Oxford, v.I, 1935.


http://planeta.terra.com.br/saude/oportunidades/index.htm#Fitoterapia%201
http://planeta.terra.com.br/saude/oportunidades/index.htm#Fitoterapia%201

BUTLER, L.G. Effects of condensed tannins on animal nutrition. In: HEMINGWAY, R.W.;
KARCHESY, J.J.; BRANHAM, S.J. Chemistry and significance of condensed tannins. New
York: Plenum, p.391-402, 1989.

CACERES, A.; GIRON, L.M.; ALVARADO, S.R.; TORRES, M.F. Screening of antimcrobial activity
of plants popularly used in Guatemala for the treatment of dermatomucosal diseases. Journal of
Ethnopharmacology, v.20, n.3, p.223-237, 1987.

CACERES, A.; CANO, O.; SAMAYOA, B.; AGUILAR, L. Plants used in Guatemala for the treatment
of gastrointestinal disorders. 1. Screening of 84 plants against enterobacteria. Journal of
Ethnopharmacology, v.30, n.1, p.55-73, 1990.

CACERES, A.; CANO, O.; SAMAYOAB.; AGUILAR, L. Plants used in Guatemala for the treatment
of respiratory diseases. 2. Evaluation of activity of 16 plants against Gram-positive bacteria.
Journal of Ethnopharmacology, v.39, n.1, p.77-82, 1993a.

CACERES, A.; CANO, O.; SAMAYOAB.; AGUILAR, L. Plants used in Guatemala for the treatment
of gastrointestinal disorders. 3. Confirmation of activity against enterobacteria of 16 plants. Journal
of Ethnopharmacology, v.38, n.1, p.31-38, 1993b.

CACERES, A.; MENENDEZ, H.; MENDEZ, E.; COHOBON, E.; SAMAYOA, B.E.; JAUREGUI, E.;
PERALTA, E.; CARRILLO, G. Anti-gonorrhoeal activity of plants used in Guatemala for the
treatment of sexually transmitted diseases. Journal of Ethnopharmacology, v.48, n.2, p.85-88,
1995.

CALIXTO, J.B. Efficacy, safety, quality control, marketing and regulatory guidelines for herbal
medicines (phytoterapeutic agents). Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v.33,
p.179-189, 2000.

CONSOLARO, M.E.L.; MARQUES, L.C.; MELLO, J.C.P. de. Andlisis farmacognéstico de Centella
asiatica (L.) Urban: aspectos botanicos, fisico-quimicos y enfoque quimico preliminar. Acta
Farmacéutica Bonaerense, v.18, n.2, p.115-120, 1999.

CORDER, R.; DOUTHWAITE, J.L.; LEES, D.M.; HAN, N.Q.; SANTOS, A.C.V.; WOOD, E.G.;
CARRIER, M.J. Endothelin-1 synthesis reduced by red wine. Nature, v.414, p.863, 2001.

CORK, S.J.; KROCKENBERGER, A.K. Methods and pitfalls of extracting condensed tannins and
other phenolics from plants: insights from investigations on Eucalyptus leaves. Journal of
Chemical Ecology, v.17, p.123, 1991.

CORREA, M.P. Dicionéario das Plantas Uteis do Brasil. Rio de Janeiro: Ministério da Agricultura,
v.5, 1974,

COSTA, 0. de A. Estudo pharmacognostico do cip6 cravo: Tynnanthus fasciculatus Miers. e
Tynnanthus elegans Miers. Revista da Flora Medicinal, ano I, n.10, 1935.

CRUZ, G.L. Dicionario das Plantas Uteis do Brasil. Rio de Janeiro: 1995.

DALEN, J.E. Conventional and unconventional medicine. Can they be integrated?
Archives of Internal Medicine, v.158, n.9, p.2179-2181, 1998.

DJIPA, C.D.; DELMEE, M.; QUETIN-LECRERCQ, J. Antimicrobial activity of bark extracts of
Syzygium jambos (L.) alston (Myrtaceae). Journal of Ethnopharmacology, v.71, n.1-2, p.307-313,
2000.



DOMINGUEZ, X.A.; ALCORN, J.B. Screening of medicinal plants used by Huastec Mayans of
Northeastern Mexico. Journal of Ethnopharmacology, v.13, n.2, p.19-156, 1985.

DONATUS, I.A.; Uji ketoksikan akut seduhan daun jati belanda (Guazuma ulmifolia Lam.)
pada Mencit dan Tikus, Indonésia, 23p., 1997.

DONGMO, A.B.; KAMANYI, M.S.; ANCHANG, B.; NKEH, B.C.A.; NJAMEN, D.; NGUELEFACK,
T.B.; NOLE, T.; WAGNER, H. Anti-inflamatory and analgesic properties of the stem bark extracts of
Erythrophleum suaveolens (Caesalpiniaceae), Guillemin & Perrottet. Journal of
Ethnopharmacology, v.77, p.137-141, 2001.

DREWES, S.E.; TAYLOR, C.W.; CUNNINGHAM, A.B. (+)-Afzelechin 3-rhamnoside from
Cassipourea gerrardii. Phytochemistry, v.31, n.3, p.1073-1075, 1992.

ESAU, K. Anatomia das plantas com sementes. S&o Paulo: Ed. Edgard Blucher, 293p.,1974.

FALKENBERG, M.B.; SANTOS, R.1.; SIMOES, C.M.O. Introducéo a analise fitoquimica. In:
SIMOES, C.M.0.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P. de; MENTZ, L.A.;
PETROVICK, P.R. Farmacognosia: da planta ao medicamento, 4. ed. Porto
Alegre/Florianopolis: Ed. Universidade/UFRGS/Ed. Da UFSC, cap.10, p.165-182, 2002.

FARIAS, M.R. Avaliacdo da qualidade de matérias-primas vegetais. In: SIMOES, C.M.O.;
SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P. de; MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R.
Farmacognosia: da planta ao medicamento, 4. ed. Porto Alegre/Floriandpolis: Ed.
Universidade/UFRGS/Ed. Da UFSC, cap.12, p.199-222, 2002.

FARMACOPEIA Brasileira. 2. ed., S&o Paulo: Siqueira, 1959.

FARMACOPEIA Brasileira. 4. ed., Sdo Paulo: Atheneu, 1996.

FEJES, S.; BLAZOVICS, A.; LUGASI, A.; LEMBERKOVICS, E.; PETRI, G. e KERY, A. In vitro
antioxidant activity of Antroriscus cerefolium L. (Hoffm.) extracts. Journal of Ethnofarmacology,

v.69, n.2, p.259-265, 1999.

FITOTERAPIA: entre o conhecimento popular e o cientifico. Disponivel em:
http://www.comciencia.br/reportagens/framereport.htm. Acessado em 27 jun.2002.

FLETCHER, A.C.; PORTER, L.J.; HASLAM, E.; GUPTA, R.K. Plant proanthocyanidins. Part 3.
Conformational and configurational studies of natural procyanidins. Journal of Chemical Society,
Perkin Trans. |, p.1628, 1977.

FOO, L.Y.; LU, Y.; HOWELL, A.B.; VORSA, N. The structure of cranberry proanthocyanidins which
inhibit adherence of urophatogenic P-fimbriated Escherichia coli in vitro. Phytochemistry, v.54,
p.173-181, 2000.

FREI B.; BALTISBERGER, M.; STICHER, O.; HEINRICH, M. Medical ethnobotany of the Zapotecs
of the Isthmus-Sierra (Oaxaca, México): Documentation and assessment of indigenous uses.
Journal of Ethnopharmacology, v.62, p.149-165, 1998.

FROHNE, D.; JENSEN, U. Systematic des pflanzenreichs. 5. Auflage, Stuttgart:
Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft, p. 194-196, 1998.

GALINA, K.J.; GONGCALVES, R.C.R.; MELLO, J.C.P. The vegetable raw-material Porophyllum
ruderale (Jacq.) Cass., Asteraceae quality evaluation. In: Il CONGRESSO MUNDIAL DE PLANTAS


http://www.comciencia.br/reportagens/framereport.htm.%20Acessado%20em%2027%20jun.2002

AROMATICAS Y MEDICINALES PARA EL BIENESTAR DE LA HUMANIDAD, Mendoza,
Argentina. Resumenes, p.466, 1998.

GEISS, F.; HEIRINCH, M.; HUNKLER, D.; RIMPLER, H. Proanthicyanidins with (+)- epicatechin
units from Byrsonima crassifolia bark. Phytochemistry, v.39, n.3, p.635-643, 1994.

GERRITS, P.O.; EPPINGER, B.; GOOR, H.V.; HOROBIN, R.W. A versatile, low toxicity glycol
methacrylate embedding medium for use in biological research, and for recovered biomaterials
prostheses. Cell & Materials, v.1, p.189-198, 1991.

GIMENEZ, A.M.; LUGONEZ, G.M. de; FEMENIA, J.H. Anatomia de lefio y corteza de Monttea
aphylla (Miers.) Benth et Hooks, Scrophulariaceae. Quebracho, n.6, p.44-52, 1998.

GLASL, H. Zur Photometrie in der Drogenstandardisierung - 3. Gehaltsbestimmung von
Gerbstoffdrogen. Deutsche Apotheker Zeitung, v.123, p.1979, 1983.

GONZALES, F.; SILVA, M. A survey of plants with antifertility properties described in the South
America folk medicine. Abstract Princess Congress 1 Bangkok Thailand, Chile: 20p., 1987.

GUAZUMA: Medicinal plants from Indonésia. Disponivel em: http://www.haldin-
natural.com/techdata/guazuma_a.html. Acessado em 28 jun. 2002.

HARBORNE, J.B. Phytochemical methods: a guide to modern techniques of plants analysis,
Chapman and Hall, 302p., 1998.

HASLAM, E.; HARBONE, J.B.; MABRY, T.J.; MABRY, H. The flavonoids. London: Chapman and
Hall, p.505-560, 1975.

HASLAM, E. Natural polyphenols (vegetable tannins) as drug and medicines: possible modes of
action. Journal of Natural Products, v.59, p.205-215, 1996.

HATANO, T., EDAMATSU, R., HIRAMATSU, M., MORI, A., FUJITA, Y., YASUHARA, T.,
YOSHIDA, T. e OKUDA, T. Effects of the interaction of tannins with co-existing substances. VI.
Effects of tannins and related polyphenols on superoxide anion radical, and on 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical. Chemical and Pharmaceutical Bulletin, v.37, p.2016, 1989.

HEMINGWAY, RW.; FOO, L.Y.; PORTER, L.J. Linkage isomerism in trimeric and polymeric 2,3-
cis-procyanidins. Journal of Chemical Society, Perkin Trans., p.1209, 1982.

HEYWOOD, V.H. Flowering plants of the world. New York: Oxford University Press, 335p., 1993.

HO, K.Y.; TSAI, C.C.; HUANG, J.S.; CHEN, C.P.; LIN, CC. Antimicrobial activity of tannin
components from Vaccinium vitis-idaea L. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v.53, n.2,
p.187-191, 2001.

HOLETZ, F.B.; PESSINI, G.L.; SANCHES, N.R.;CORTEZ, D.A.G.; NAKAMURA, C.V.; DIAS
FILHO, B.P. Screening of some plants used in the brazilian folk medicine for the treatment of
infectious diseases. Memoérias do Instituto Osvaldo Cruz. Rio de Janeiro: v.97, n.7, p.1027-1031,
2002.

HOR, M.; RIMPLER, H.; HEINRICH, M. Inhibition of intestinal chloride secretion by
proanthocyanidins from Guazuma ulmifolia. Planta Medica, v.61, n.3, p.208-212, 1995.


http://www.haldin-natural.com/techdata/guazuma_a.html
http://www.haldin-natural.com/techdata/guazuma_a.html

HOR, M.; HEINRICH, M.; RIMPLER, H. Proanthocyanidin polymers with antisecretory activity and
proanthocyanidin oligomers from Guazuma ulmifolia bark. Phytochemistry, v.42, n.1, p.109-119,
1996.

HSU, F.L.; NONAKA, G.I.; NISHIOKA, I. Tannins and relates compounds. XXXI. 1)
Isolation and characterization of proanthocyanidins in Kandelia candel (L.) Druce.
Chemical and Pharmaceutical Bulletin, v.33, n.8, p.3142-3152, 1985.

JAUREGUI, D.; RIOS, N.R. de; ROJAZ, C.E.B. de. Estudios anatémicos foliares en
solanaceae de Venezuela. VI. Anatomia foliar de diez especies de Cestrum L. Acta
Cientifica Venezuela, v.52, n.4, p.248-260, 2001.

JOLY, A.B. Boténica, introdu¢do a taxonomia vegetal. S&o Paulo: Nacional, 2.ed.,
p.398-406, 1975.

KOLODZIEJ, H. Synthesis and characterization of procyanidin dimers as their peracetates and
octamethyl ether diacetates. Phytochemistry, v.25, p.1209-1215, 1986.

KOLODZIEJ, H. Taninns of medicinal plants: application of ‘H NMR parameters to the analysis of
procyanidins. Farmaceutisch tijdschrift voor Belgie, v.66e, p.44, 1989.

KOLODZIEJ, H.; KAYSER, O.; LATTE, K.P.; FERREIRA, D. Evaluation of the antimicrobial potency
of tannins and related compounds using the microdiluition broth method. Planta Medica, n.65,
p.444-446, 1999.

KOMISSION E. Bundesanzeiger n® 133 de 19.07.1994. Liste der Monographien.
Bundesgesundheitsamt: Institut fir Arzneimittel, 1994.

LANGHAMMER, L.; RAUWALD, HW.; SCHULZE, G. Neu-Untersuchung von Tiliae flos DAB 8.
Archiv der Pharmazie, v.314, p.424-432, 1981.

LENTZ, D.L.; CLARK, A.M.; HUFFORD, C.D.; MEURER-GRIMER, B.; PASSREITER, C.M,;
CORDERQO, J.; IBRAHIMI, O.; OKUNADE, A.L. Antimicrobial properties of Honduras medicinal
plants. Journal of Ethnopharmacology, v.63, p.253-263, 1998.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificag&o e cultivo de plantas arboreas
nativas do Brasil. Nova Odessa, S&o Paulo: Editora Plantarum, p.327, 1992.

MARTINS, E.R.; CASTRO, D.M.; CASTELLANI, D.C.; DIAS, J.E. Plantas Medicinais. Vigosa:
Imprensa Universitaria, 1994.

MASIKA, P.J.; AFOLAYAN, A.J. Antimicrobial activity of some plants used for treatment of livestock
disease in the Eastern Cape, South Africa. Journal of Ethnopharmacology, v.83, n.1-2, p.129-
134, 2002.

MELLO, J.C.P. de. Untersuchung zur Struktur der Flavan-3-ole und Proanthocyanidine aus
der Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville (Mimosaceae). 1995. 236 f. Tese
(Doutorado) — Universidade de Miinster, Alemanha, 1995.

MELLO, J.P. de, PETEREIT, F.; NAHRSTEDT, A. Prorobinetinidins from Stryphnodendron
adstringens. Phytochemistry, v.42, p.857, 1996.



MELLO, J.C.P. de; PETROVICK, P.R. Quality control of Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae)
hydroalcoholic extracts. Acta Farmacéutica Bonaerense, v.19, n.3, p.211-215, 2000.

MELLO, J.C.P. de; SANTOS, S.C. Taninos. In: SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN,
G.; MELLO, J.C.P. de; MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R. Farmacognosia: da planta ao
medicamento. Porto Alegre/Florianépolis: Ed. Universidade/UFRGS/Ed. da UFSC, 4.ed., cap.24,
p.527-554, 2002.

MENTZ, L.A.; BORDIGNON, S.A.L. Nomenclatura boténica, classificacdo e identificacdo de plantas
medicinais. In: SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P. de; MENTZ,
L.A.; PETROVICK, P.R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. Porto Alegre/Floriandpolis:
Ed. Universidade/UFRGS/Ed. Da UFSC, 4.ed., cap.9, p.149-164, 2002.

MIGUEL, M.D.; MIGUEL, O.G. Desenvolvimento de Fitoterapicos. Sdo Paulo: Rose Editorial,
p.11-26, 1999.

MOLE, S. ; WATERMAN, P.G. Tannins as antifeedants to mammalian herbivores-still an open
guestion. Allelochemicals: role in agriculture and forestry. In: Symposium Series 330 of the
American Chemistry Society. Resumos..., Washington, Waller: G.R.ed., p.572-587, 1987a.

MOLE, S. ; WATERMAN, P.G. A critical analysis of techniques for measuring tannins in ecological
studies. I. Techniques for chemically defining tannins. Oecologia, v.72, p.137-147, 1987b.

MORIMOTO, S.; NONAKA, G.; NISHIOKA, I. Tannins and related compounds.
XXXVIII. Isolation and characterization of flavan-3-ol glucosides and procyanidins
oligomers from Cassia bark (Cinamomum cassia Blume). Chemical and
pharmaceutical bulletin, v.34, p.633-642, 1986.

MORTON, J.F. Some folk medicine plants of central american markets. Quartely
Journal of Crude Drugs Research, v.15, p.165-192, 1977.

NAKAHARA, K.; KAWABATA, S.; ONO, H.; OGURA, K.; TANAKA, T.; OOSHHIMA, T.; HAMADA,
S. Inhibitory effect of oolong tea polyphenols on glucosyltransferases of mutans streptococci.
Applied an Environmental Microbiology, v.59, p.968, 1993.

NASCIMENTO, S.C.; CHIAPPETA, A.A.; LIMA, R.M.O.C. Antimicrobial and citotoxic activites in
plants from Pernambuco, Brazil. Fitoterapia, v.61, n.4, p.353-355, 1990.

NAVARRO, V.; VILARREAL, M.L.; ROJAS, G.; LOZOYA, X. Antimicrobial
evaluation of some plants used in Mexican tradicional medicine for the treatment of
infectious diseases. Journal of Ethnopharmacology, v.53, p.143-147, 1996.

OLIVEIRA, F.; AKISSUE, G.; AKISSUE, M.K. Farmacognosia. Sdo Paulo: Ed.
Atheneu, 1998.



OTAKE, S.; MAKIMURA, M.; KUROKI, T.; NISHIHARA, Y.; HIRASAWA, M.
Anticaries effects of polyphenolic compounds from Japanese green tea. Caries
Research, v.25, p.438, 1991.

OUTTRUP, H.; SCHAUMBURG, K. Structure elucidation of some proanthocyanidins
in barley by *H 270 MHz NMR spectroscopy. Carlsberg Research Communications,
v.46, p.43, 1981.

PETEREIT, F. Polyphenolische Inhaltsstoffe und Untersuchungen zur
entziindungshemmenden Aktivitat der traditionellen Arzneipflanze Cistus incanus
L. (Cistaceae), 1992. Tese (Doutorado), Universidade de Munster, Alemanha, 1992.

PORTER, L.J. Tannins. In: DEY, P.M.; HARBORNE, J.B. (Ed.) Method in plants
biochemistry. London: Academic press, v.1, p.389, 1989.

POSER, G.L.V.; MENTZ, L.A. Diversidade bioldgica e sistemas de classificacdo. In: SIMOES,
C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P. de; MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R.
Farmacognosia: da planta ao medicamento. Porto Alegre/Florianopolis: Ed.
Universidade/UFRGS/Ed. Da UFSC, 4.ed., cap.4, p.63-76, 2002.

RABE, T.; STADEN, J. van. Antibacterial activity of South Africa plants used for
medicine purposes. Journal of Ethnopharmacology, v.56, n.1, p.81-87, 1997.

RADFORD, A.E.; DICKISON,W.C.; MASSEY, J.R.; BELL, C.R. Vascular plant
systematics. Haper e Row Publishers: New York, 891p., 1979.

RAMIREZ, V.R.; MOSTACERO, L.J.; GARCIA, AE.; MEJIA, C.F.; PELAEZ, P.F;
MEDINA, C.D.; MIRANDA, C.H. Vegetables empleados en Medicina Tradicional
Norperuana. Banco Agrario del Peru e Nacional Universidade de Trujillo, Peru,
54p., 1988.

RATES, S.M.K. Plants as source of drugs. Toxicon, v.39, p.603-613, 2001.

RAWAT, M.S.M.; PRASAD, D.; JOSHI, R.K.; PANT, G. Proanthocyanidins from Prunus armeniaca
roots. Phytochemistry, v.50, p.321-324, 1999.

RECIO, M.C.; RIOS, J.L.; VILLAR, A. A review of some antimicrobial compounds isolated from
medicinal plants reported in the literature 1978-1988. Phytoterapy research, v.3, n.4, p.117-125,
1989.

ROCHA, J.C.; NEVES, L.J. Anatomia Foliar de Hibiscus tiliaceus L. e Hibiscus pernambucensis
Arruda (Malvaceas). Rodriguésia, v.51, n.78/79, p.113-132, 2000.



ROCHA, J.F.; ROSA, M.M.T. da; FRADE, C.C.M.; DIERSMANN, E.D. Estudo Anatdémico e
Histoquimico em Folhas de Plantago major L. e Plantago australis Lam. (Plantaginaceae), Revista
Universidade Rural. Rio de Janeiro, RJ: Série Ciéncias Humanas, v.22, n.1, 2001.

ROESLER, K.R. Die Nadel der Schwarzkiefer - Massenprodukt und Kunstwerk der Natur.
Mikrokosmos, v.61, n.2, p.33-36, 1972.

RUTTER, R.A. Catalogo de plantas utiles de la Amazonia Peruana. Yarinacocha: Instituto
Linguistico de Verano, 349p., 1990.

SASS, J. Botanical microtechnique. lowa: lowa College Press, 228 p., 1951.
SCALBERT, A. Antimicrobial properties of tannins. Phytochemistry, v.30, p.3875-3883, 1991.

SCHUMMAN, C. Sterculiaceae, Tiliaceae, Bombacaceae, Malvaceae I. In: Martius, C.F. (Ed.) Flora
Brasiliensis. Lehre: J.Cramer, v.12, parte 3, 1886. p. 2-114.

SCHOLZ, E. pflanzliche Gerbstoffe: Pharmakologie und Toxikologie. Deutsche Apotheker
Zeitung, v.134, p.3167, 1994,

SONAGLIO, D.; ORTEGA, G.G.; PETROVICK, P.R.; BASSANI, V.L. Desenvolvimento tecnoldgico
e producéo de fitoterapicos. In: SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO,
J.C.P. de; MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. Porto
Alegre/Florianopolis: Ed. Universidade/UFRGS/Ed. Da UFSC, 4.ed., cap.13, p.223-260, 2002.

SOULIMANI, R.; YOUNQS, C.; JARMOUNI, S.; BOUSTA, D.; MISSLIN, R.; MORTIER, F. Behavioural
effects of Passiflora incarnata L. and its indole alkaloid and flavonoid derivatives and maltol in the mouse.
Journal of Ethnopharmacology, v.57, n.1, p.11-20, 1997.

SOUSA, M.P. de; ROUQUAYROL, M.Z. Molluscicidal activity o plants from northeast Brazil.
Revista Brasileira de Pesquisa Médica e Bioldgica, v.7, n.4, p.389-393, 1974.

SOUZA, H.C., LUQUE, R.E. e KRAUS, J.E. Reviséo e padronizacdo das metodologias de dupla
colorag@o com azul-de-astra ou azul-de-alcian versus fucsina basica ou safranina. In:
CONGRESSO NACIONAL DE BOTANICA, 46, 1995, Ribeirdo Preto. Resumos..., Ribeirdo Preto:
USP, 1995.

SOUZA, R.C.0.S. de; MARQUETE, O. Miconia tristis Spring e Miconia doriana Cogn.

(Melastomataceae): anatomia do eixo vegetativo e folhas. Rodriguésia, v.51, n.78/79, p.133-142,
2000.

STASI, L.C. Plantas medicinais: arte e ciéncia. Um guia de estudo interdisciplinar. Sdo Paulo: Ed. UNESP, 230p., 1996.
STEARN, W.T. Botanical latin, 4. ed., Timber Press, 560 p., 1995.
STICHER, O. Quality of ginkgo preparations. Planta Medica, v.59, p.2-11, 1993.

STICKLER, D.J.; KING. J.B. Bacterial sensitivity and resistance. Intrinsic resistance. In: RUSSEL, A.D.; HUGO, W.B.; AYLIFFE,
G.AJ. Principles and practice of desinfection, preservation and sterilization. Oxford: Blackwell Scientific Publications, p.211-
224,1992.

SUN, B.; BELCHIOR, P.; SILVA, J.R.M.; SPRANGER, M.I. Isolatin and purification of dimeric and trimeric procyanidins from
grape seeds. Journal of Chromathography, v.841, p.115-121, 1999.



TAKAHASHI, T.; YOKOO, Y.; INOUE, T.; ISHII, A. Toxicological studies on procyanidin B-2 for
extern?al application as a air growing agent. Food and Chemical Toxicology, v.37, n.5, p.545-
552, 1999.

TAKAHASHI, T.; KAMIMURA, A.; YOKOO, Y.; HONDA, S.; WATANABE, Y. The first clinical trial of
topical application of procyanidin B-2 to investigate its potential as a hair growing agent.
Phytotherapy Research, v.15, p.327-330, 2001.

TAKHTAJAN, A. Diversity and classification of flowering plants. New York: Columbia
University, 643p., 1996.

TELLES, M.A.S.; MOSCA, A. Avaliacéo da técnica de microdiluicido em placa para determinagéo
de concentracgdo inibitéria minima da isoniazida em cepas de Mycobacterium tuberculosis. Revista
do Instituto Adolfo Lutz, v.59, n.1-2, p.15-19, 2000.

THOMPSON, R.S; JACQUES, D.; HASLAM, E.; TANNER, R.J.N. plant proanthocyanidins. Part 1.
Introduction; the isolation, structure and distribuition in nature of plant procyanidins. Journal of
Chemical Society, Perkin Trans. I, p.1387-1399, 1972.

TOLEDO, C.E.M. de. Estudos anatébmico, quimico e bioldgico de cascas e extratos obtidos de barbatiméo
[Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, Leguminosae]. 2002. 116 f. Tese (Mestrado) — UNESP-
Universidade Estadual Paulista, Araraquara, Sdo Paulo, 2002.

TOLEDO, C.E.M. de; SANTOS, F.S.; MELLO, J.C.P. Controle de qualidade da matéria-prima vegetal
Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville, Mimosaceae (barbatimdo). In: XV Simpdsio de Plantas
Medicinais do Brasil, Aguas de Lind6ia, SP. Resumos, 1998.

UEFFING, I. Untersuchung von Procyanidinen in Tilia spec. — ein Beitrag zur qualitativen und
quantitativen HPLC-Analytik von Flavanolen. 1988. 164 f. Tese (Doutorado) — Universidade de
Munster, Alemanha, 1988.

VERDE ameacado: Plantas Medicinais Brasileiras. Disponivel em: http:
/lwww.estado.estadao.com.br/edicdo/especial/plantas/profes4.html. Acessado em 26 jun. 2002.

VIEIRA J.E.V. Pharmacologic screening of plants from northeast Brazil. || Revista Brasileira de
Farmacologia, v.49, p.67-75, 1968.

VOIGT, R. Pharmazeutische technologie. 7. Ausgabe, Berlin: Ullstein Mosby, 1993.

WEINGES, K.; KALTENHAUSEN, W.; MARX, H.D.; NADER, E.; NADER, F.; PERNER, J.; SEILER,
D. Procyanidine aus Frichten. Liebigs Annalen der Chemie, v.711, p.184-204, 1968a.

WEINGES, K.; GORITZ, K.; NADER, F.; PERNER, J. Zur Kenntnis der Proanthocyanidine, XI
Konfigurationbestimmung von CzyH»01, — Procyanidinen und Strukturau-fklarung eines neuen
Procyanidins. Liebigs Annalen der Chemie, v.715, p.164-171, 1968b.

WEINGES, K.; KLOSS, P.; TRUNZLER, G.; SCHULER,E. Uber kreislaufwirksame dimere und
oligomere Dehydro-catechine. Planta Medica, n. Suppl., p.61, 1971.


http://www.estado.estadao.com.br/edição/especial/plantas/profes4.html
http://www.estado.estadao.com.br/edição/especial/plantas/profes4.html

WOODS, G.L.; WASHINGTON, J.A. Antibacterial susceptibility tests: dilution and disk diffusion
methods. In: MURRAY, P.R.; BARRON, E.J.; PFALLER, M.A.; TECNOVER, F.C.; YOLKEN, R.H.
Manual of Clinical Microbiology. Washington: ASM Press, 6.ed., cap.113, p.1327-1341, 1995.



ANEXO |

Monografia da Guazuma ulmifolia Lam., Sterculiaceae

MUTAMBA (O)

Guazuma ulmifolia Lam. - STERCULIACEAE

A droga vegetal é constituida de cascas secas, contendo, no minimo, 4% de taninos.

SINONIMIA VULGAR

Embira, embireira, embir, mutamba verdadeira, pau-de-motamba, camaca, periquiteira,

piriquiteria, envireira, pau-de-bicho, guaximo-macho, pojo, guaxima-torcida, araticum-bravo.

CARACTERES ORGANOLEPTICOS

A droga apresenta odor de madeira, caracteristico. Tem sabor levemente adstringente.

DESCRICAO MACROSCOPICA

As cascas apresentam-se em pedacos de tamanhos bastante variados. A casca, proveniente do
tronco, mostra-se com pequenas fissuras por toda a superficie. A superficie externa da casca é de
coloracdo marrom, com placas esbranquicadas, quando recoberta de liquens; sua superficie
interna é de coloracéo parda-avermelhada, com grande quantidade de fibras, em sentido
longitudinal.

DESCRICAO MICROSCOPICA

O periderma desta casca € bastante evidenciado, formado por células retangulares. Em
algumas regides do caule forma-se o ritidoma. O suber apresenta grande nimero de
camadas , com células levemnte alongadas com alta quantidade de contetdo pardo
avermelhado; em meio ao sUber existem grupos de fibras alongadas distribuidas
tangencialmente. O parénquima cortical, muito desenvolvido, caracteriza-se pela
presenca de varias cavidades secretoras entre as céulas parenquimaticas; distribui-se



ainda, pelo parénquima cortical, idioblastos contendo oxalato de célcio. Paralelamente a
medula, vé-se camadas com células bem pequenas, retangulares, enfileiradas em
disposicao continua, envolvendo o parénquima mais interno, que representam a
feloderma. No feixe vascular, pode-se visualizar os raios xilematicos, com grandes
cavidades secretoras, em disposicao radial, em séries paralelas entre si. No parénquima
liberiano, as células estdo repletas de contetdo polifendlico. Nos ramos, pode-se
encontrar ainda, na epiderme, grande quantidade de tricomas estrelados.

DESCRICAO MICROSCOPICA DO PO

O po6 atende a todas as exigéncias estabelecidas para a espécie, menos 0s caracteres
macroscopicos. S&o caracteristicos: a cor marrom avermelhada, tricomas estrelados, grandes

cavidades secretoras, células com contetdo polifendlico, drusas de oxalato de calcio.

IDENTIFICACAO

A. Adicionar a 20,0 ml do extrato aquoso bruto, 5 gotas da seguinte mistura: 1,0 ml de solucéo de
cloreto férrico a 1% (p/v) + 1,0 ml de solucao de ferrocianeto de potassio a 1% (p/v). O

aparecimento de uma coloracéo azul-esverdeada indica presenca de compostos polifendlicos.

B. Em 2,0 ml do extrato aquoso a 5 % (decocto), adicionar 0,5 ml de solugdo de vanilinaa 1% e
1,0 ml de &c. cloridrico concentrado. Se ocorrer formagéo de cor vermelha, indica presenca de
taninos condensados.

C. Evaporar 5,0 ml do extrato etandlico a 20 % em capsula de porcelana em banho-maria até a
secura. Lavar o extrato com cloroférmio para a eliminacdo de clorofila. Dissolver o residuo em
alcool (etanol absoluto) e colocar em tubo de ensaio. Adicionar 200 mg de magnésio em pé e 1 ml
de HCI concentrado. Deixar reagir durante 15 minutos e observar. Desenvolvimento de coloragédo

résea ou vermelha indica a presenca de glicosideos flavénicos.

D. Cromatografia em camada delgada, utilizando cromatoplaca de gel de silica GF,s4, como fase
estacionéria, e mistura de acetato de etila/acido férmico/agua (90:5:5), como fase mével. Aplicar na
cromatoplaca, separadamente, em forma de banda, 30 pl da solugdo amostra e 10 pl da solucéo

de referéncia, ambos preparados como segue.

Solugao amostra: preparar uma solucao extrativa 10% em acetona/adgua (7:3), por turbolise;



Solucao referéncia: dissolver 10 mg de epicatequina em metanol.
Desenvolver o cromatograma em percurso de aproximadamente 10 cm. Deixar a placa secar em
capela e depois, revelar com solugdo metanolica de cloreto férrico 2%. O cromatograma devera

apresentar uma mancha de coloragéo azul intensa na mesma altura que a obtida com a solugéo

referéncia da epicatequina (Rf aproximadamente 0,73).

ENSAIOS DE PUREZA

Determinacédo de dgua: No maximo 6%.

Teor de extrativos: No minimo 20%, para solucdo aquosa 10% das cascas secas.

Residuo seco: No minimo 13%, para uma solucédo extrativa 10% das cascas, como liquido extrator

acetona:agua (7:3).

DOSEAMENTO

A. TANINOS: No minimo 4%.

B. FLAVONOIDES: No minimo 2%.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em sacos de papel acondicionados em barricas de papeldo, bem fechados, ao

abrigo da luz, calor e umidade.



