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RESUMO

As cascas do vegetal Stryphnodendron polyphyllum Mart. ha muito tempo sdo usadas
pela populagdo para o tratamento de varias enfermidades, principalmente como
cicatrizante e anti-séptico. Procurou-se avaliar o extrato bruto (FAA), fracao acetato de
etila (FAE) e fragdo aquosa (FA), obtidos de cascas de S. polyphyllum Mart. quanto a
composicdo quimica, atividade antimicrobiana, cicatrizante e antioxidante, além de
estabelecer referéncias para o controle de qualidade das cascas do vegetal tanto do
ponto de vista botanico como fisico-quimico, acrescidos de dados de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) que permitiram estabelecer um perfil cromatografico
para a FAE, F#4, F#5 e F#9, estabelecendo dados comparativos com os ja existentes
para outras espécies do género Stryphnodendron. Por cromatografia em coluna (CC)
em Sephadex® LH-20, vinte e quatro subfracbes foram obtidas a partir de FAE, das
quais foram isoladas e identificadas 6 substancias: galocatequina, epigalocatequina, 4'-
O-metil-robinetinidol-(4—6)-4’-O-metil-galocatequina, epigalocatequina-(43—8)-
galocatequina, fisetinidol-(4p—8)-galocatequina, fisetinidol-(4a—8)-galocatequina. O
extrato bruto, fracao acetato de etila e fracdo aquosa, além das 23 subfracdes foram
testadas contra as bactérias: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosas, Escherichia coli e contra os fungos Candida albicans, Candida krusei,
Candida parapsilosis e Candida tropicalis, apresentando moderada atividade frente a
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis e auséncia de inibicao frente a Pseudonomas
aeroginosas, Escherichia coli e frente as cepas de leveduras testadas. O extrato bruto e
fracdo acetato de etila foram avaliados quanto a proliferacao celular epitelial em epitélio
neoformado em feridas cutaneas de ratos, sendo eficazes na acao cicatrizante. O
extrato bruto, fracdo acetato de etila, fracdo aquosa e as nove primeiras subfracoes,
além das substéancias isoladas apresentaram atividade antioxidante. Assim, os extratos
e fragdes mostraram-se eficazes nos testes biolégicos e com um conteido quimico rico

em taninos condensados.

Palavras-chave: Stryphnodendron polyphyllum; Taninos condensados, CLAE, Controle

de qualidade, Atividade antimicrobiana, Agao cicatrizante, Atividade antioxidante



ABSTRACT
The stem barks of the Stryphnodendron polyphyllum Mart. is at a long time used by

native population for treatment of several diseases, mainly as wound healing and
antiseptic. Assessment the crude extract (FAA), ethyl-acetate fraction (FAE) and
aqueous fraction (FA) obtained of stem barks of the S. polyphyllum Mart. as for
chemical composition, antibacterial, wound healing and antioxidant activities, besides
establishing references for quality control of the stem barks of the vegetable so much of
the point of view botanic as well as physiochemical, to added of data of high-
performance liquid chromatography (HPLC) that allowed establishing a profile
chromatographic for the FAE, F#4, F#5 and F#9, establishing comparative data with the
existent for other species of the gender Stryphnodendron By column chromatography
(CC) in Sephadex® LH-20, twenty-four subfractions obtained from this ethyl-acetate
fraction were isolated and identified 6 compounds: gallocatechin, epigallocatechin, 4’-O-
methyl-robenitinidin-(4—6)-4’-O-methyl-gallocatechin, epigallocatechin-(43—8)-
gallocatechin, fisetinidol-(4f—8)-gallocatechin, fisetinidol-(4a—8)-gallocatechin. The
crude extract, ethyl-acetate fraction, and aqueous fraction, besides 24 sub fractions
were tested against Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeroginosas, Escherichia coli, Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis
e Candida tropicalis, showing activity against Bacillus subtillis and Staphylococcus
aureus. The crude extract and ethyl-acetate fraction were appraised as for the
proliferation cellular in neo-formed epithelium in cutaneous wounds of rats, being
effective in the healing action. The crude extract, ethyl acetate fraction, aqueous fraction
and the first nine sub fractions, besides the isolated substances presented antioxidant
activity. Thus, the extracts and fractions were shown effective in the biological tests and

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

Keywords: Stryphnodendron polyphyllum, Condensed tannins, HPLC, Quality control,

Antibacterial activity, Wound healing, Antioxidant activity
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1  INTRODUCAO

A preocupagdo com o bem estar fisico e mental € uma condigdo que
acompanha o homem desde os tempos da caverna até os dias atuais. Assim, ao
longo dos tempos, o homem, com a evolugdo do pensamento, vem buscando
maneiras de aliviar a dor e sanar enfermidades.

A histéria da fitoterapia se confunde com a histéria da Farmacia. Estudos
arqueoldgicos testemunham o uso das plantas medicinais, nos papiros egipcios, nos
escritos chineses e nas taboas de argila do Sumério. Sdo descritos inumeros relatos
de plantas medicinais usadas até hoje como: menta, alecrim, camomila, absinto,
babosa, terebentina, entre outras (CALIXTO, 2001).

Na Grécia antiga, Hipocrates (460-377 a.C.), em Roma Dioscorides (100 d.C.)
e Galeno (131-201 d.C.) com suas pesquisas trouxeram um avango significativo no
terreno da terapéutica, na classificagdo de doengas, na posologia e nos métodos de
preparo de medicamentos. Com Galeno os estudos da Farmacia avancaram,
sobretudo os métodos de extracdo, com os destilados capazes de extrair o espirito
das plantas. No século XVI o médico suigco Paracelso (1493-1541) impulsionou o
estudo das plantas medicinais, tentou relacionar as virtudes das plantas com suas
propriedades morfoldgicas, forma e cor, seu legado ficou conhecido como teoria da
similitude (BRAGANGCA, 1996).

Com o fim do século XIX e inicio do século XX, o cenario mundial é outro,
avangos tecnologicos possibilitaram mudangas na vida do homem, os estudos e
descobertas das etiologias microbianas das infec¢des por Louis de Pasteur (1822-
1895) e Robert Koch (1843-1910) foram responsaveis pelo inicio da quimioterapia. E

neste cenario que se sintetiza pela primeira vez a molécula de acido acetilsalicilico,
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inspirada na substancia natural salicilina, extraida de Salix alba L. Este foi o ponto
de partida para a industria farmacéutica de medicamentos sintéticos que vem
dominando o mercado mundial desde entao (YUNES et al., 2001).

Porém, inUmeros produtos vegetais tém sido usados como matérias-primas
para o desenvolvimento de substancias bioativas, como: quinina, das cascas da
Cinchona officinalis L.; morfina e codeina, do latex do 6pio; digoxina, das folhas de
Digitalis purpurea L.; atropina e hioscina, de espécies de Solanaceae; mais
recentemente, o taxol, um diterpendide, isolado de Taxus brevifolia Nutt., com
comprovada eficacia contra cancer de seio e de ovario; etoposideo, com potencial
atividade anticancer; artemisinina, antimalarico (PHILLIPSON, 2001) e, o safrol, que
ocorre no 6leo de Sassafras (Ocotea sp), como molécula base para a sintese de
novos antiinflamatérios (BARREIRO, 2001).

A terapéutica tradicional vem enfrentando problemas devido ao uso
indiscriminado de drogas pela populagdo, como exemplo, observa-se a
desensibilizagdo de receptores organicos e a resisténcias de muitos
microorganismos frente a uma gama de antibiéticos. Assim, uma alternativa é buscar
novas substancias junto a natureza.

Existem na terra aproximadamente 350.000 espécies de plantas, mas apenas
uma pequena porcentagem foi investigada do ponto de vista fitoquimico, e um
numero ainda menor de fragdes derivadas dessas plantas foi analisado do ponto de
vista farmacolégico. Por outro lado, sabendo-se que uma planta pode conter
milhares de diferentes metabdlitos secundarios, os estudos fitoquimicos podem nos
dar apenas uma pequena idéia desta complexa mistura. O reino vegetal, representa,
desta forma, um enorme reservatorio de moléculas farmacologicamente ativas a

serem descobertas (HOSTETTMANN et al., 2003).
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Assim, como a diversidade estrutural € fundamental na pesquisa para atingir
diferentes alvos biologicos, os cientistas voltaram seus estudos aos produtos
naturais, considerando que durante milhares de anos de evolugao biolégica a
selegao natural realizou um processo de quimica combinatéria realmente inigualavel
(YUNES et al., 2001).

No Brasil a respeito da rica flora, que corresponde cerca de 20% das espécies
de plantas conhecidas no mundo, pouco se tem feito para o estudo desta potencial
fonte de novas drogas ou como extrato bruto para preparagdes farmacéuticas
(PETROVICK et al., 1999). A exuberancia da flora nativa, reserva vasta e cobigada
biodiversidade, guardando certamente, inumeros padrdes moleculares originais
ainda desconhecidos. Espécies nativas, com uso popular, consagradas durante
anos, estdo tendo sua composigdo quimica avaliada e ag¢do farmacoldgica
comprovada como por exemplo, o 6leo de copaiba. Porém, isso corresponde a
aproximadamente 1%, o que é muito pouco. Muitas espécies vegetais foram extintas
durante anos de ocupacgao de terra sem consciéncia ecoldgica, uma grande perda
para geragoes futuras. No entanto a busca para o tratamento de doengas como
cancer e AIDS, e o tratamento para os sintomas da menopausa, aproximou 0s
interesses da pratica médica atual e a fitoterapia, e vem despertando, ainda que
timidamente, a consciéncia ecoldgica.

Estima-se que no mundo 2/3 da populagdo faga uso de alguma planta
medicinal. No entanto, ndo se deve esquecer que em drogas vegetais ndo estao
ausentes os efeitos colaterais e toxicos. O numero de atendimentos nas centrais de
intoxicagdo causadas pela ingestdo de espécies vegetais é grande. Além disso, &

preocupante o uso irracional de coquetéis de drogas vegetais, que na realidade
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podem estar mascarando problemas sérios de saude como a hipertensao arterial e o
diabetes.

O mercado mundial de fitoterapicos movimentou cerca de US$ 30 bilhdes em
2000, no Brasil ele é responsavel pela cifra de quase US$ 1 bilhdo.
Aproximadamente 25% das drogas prescritas mundialmente provém de plantas. Das
252 drogas consideradas como basicas e essenciais pela Organizagao Mundial de
Saude (OMS), 11% sao exclusivamente de origem natural e um numero bem
significativo sdo de drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (RATES,
2001). Assim, a tendéncia da industria farmacéutica mundial com relagédo a novas
drogas, é a de investir efetivamente no potencial terapéutico das plantas medicinais,
essas, que ao longo da histéria vém demonstrando sua eficiéncia em relagao a
tentativa do homem em se manter com saude. Porém, pesquisas multidisciplinares,
envolvendo agrénomos, bidlogos, farmacéuticos e médicos, sdo importantes para a
consolidagao da fitoterapia como pratica segura e eficaz.

Entre os paises ocidentais, a Alemanha vém elaborando monografias
(COMISSAO E) para comprovar o uso popular, garantir a qualidade, seguranca e
eficacia do medicamento fitoterapico, além da padronizagado do extrato vegetal, para
a producao de medicamentos éticos.

Dentre as diversas plantas utilizadas como remédios pela populacao, pode-se
citar o género Stryphnodendron Mart. que apresenta um teor minimo de 20% em
taninos nas cascas de acordo com a FARMACOPEIA (1959). Entre as quase 40
espécies de Stryphnodendron, a mais amplamente estudada em sua composigédo
quimica e ag¢des farmacoldgicas foi o S. adstringens (Mart.) Coville (MELLO et al.,

1996a, 1996b, 1999; TOLEDO, 2002), demonstrando significante atividade
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cicatrizante (PANIZZA et al., 1988), antiinflamatéria (LIMA et al, 1998) e

antiulcerogénica (AUDI et al., 1999; MARTINS et al., 2002).

Segundo Mello (1995), S. adstringens (Mart.) Coville contém grupos de
flavan-3-6is, prodelfinidinas e prorobinetinidinas, substancias fendlicas que,
provavelmente l|he conferem algumas das atividades farmacologicas, e a
propriedade de complexar proteinas, promovendo, assim, agao adstringente. Outras
espécies de barbatimédo [S. obovatum Benth e S. polyphyllum Mart.] tém sido
utilizadas pela populagéo para tratamento de algumas dessas doengas. Assim a
composi¢ao quimica das cascas da espécie Stryphnodendron polyphyllum Mart. vem

sendo investigada, e suas ag¢des farmacoldgicas pesquisadas.



26
2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Sistematica vegetal de Stryphnodendron polyphyllum Mart.

2.1.1 A familia Leguminosae

O género Stryphnodendron Mart. pertence a familia Leguminosae uma das
mais importantes familias botanicas do ponto de vista econémico, possuindo grande
representatividade e notavel importancia ecolégica.

Tradicionalmente a familia tem sido dividida em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae (HUTCHINSON, 1967; POLHILL et al.,
1981; HEYWOOD, 1993). Porém outros autores como CRONQUIST (1988) e
DAHLGREN (1983) sugeriram a divisdo do grupo em trés familias distintas:
Caesalpiniaceae, Fabaceae e Mimosaceae.

Apesar de contar com cerca de 650 géneros e aproximadamente 18.000
espécies (HUTCHINSON, 1967), a maior parte das espécies da familia possuem
alguns caracteres comuns: presenga de nodulos radiculares que abrigam bactérias
nitrificantes, canais secretores, presenca de metabdlicos secundarios
frequentemente taninos, alcaldéides e algumas vezes glicosideos cianogénicos
(HEYWOOD, 1993).

Quanto a caracteres morfolégicos: folhas usualmente alternas, compostas,
pinadas ou bipinadas; flores normalmente bissexuais, radiais para bilateral;
apresentando geralmente 5 pétalas dispostas de varias maneiras, estames
numerosos, em geral em numero de 10 que podem estar fundidos ou n&o; o ovario é
supero e sempre formado por um unico carpelo, com varios 6vulos presos a
placenta; o fruto mais comum é do tipo legume mas podem ocorrer outros tipos

como lomento e sdmara (HEYWOOD, 1993).
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A subfamilia Mimosoideae a qual o género Stryphnodendron pertence, é a
menor das trés subfamilias e possui cerca de 40 géneros e 2.500 espécies. O grupo
pode ser caracterizado morfologicamente por apresentar: arvores para arbustos,
ocasionalmente ervas; folhas bipinadas compostas; corola radial, estames em
numero de 10 (JOLY, 1975).

Os representantes desta subfamilia sdo especialmente abundantes nas

regides tropicais.

2.1.2 O género Stryphnodendron

O género Stryphnodendron é tipicamente brasileiro, uma vez que aqui
ocorrem 94% dos taxa que o compdem. Ele se caracteriza como neotropical,
apresentando como limite norte a Costa Rica, na América Central, onde foi
registrada a ocorréncia de uma unica espécie e, como limite sul, o Estado do
Parana, no Brasil, com registro de duas espécies (S. adstringens e S. obovatum)
(OCCHIONI, 1990).

O nome do género, segundo Barroso (1978), refere-se a madeira
adstringente, referindo-se ao cértex de varias espécies, ricas em taninos.

Nas consideragdes taxondmicas feitas para o género no Brasil, 8 espécies
foram reconhecidas por Bentham (1852) como nativas. Em um estudo posterior
realizado por Occhioni Martins e Martins Junior (1972), 21 espécies foram citadas
pelos autores que detalharam apenas as espécies ocorrentes na Amazonia.
Segundo, Occhioni (1990), o género compreende atualmente 32 taxa, sendo 29
espécies, 1 subespécie e 2 variedades, com distribuicdo geografica e habitos

bastante caracteristicos.
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Occhioni Martins (1974) estudou as espécies de Stryphnodendron ocorrentes
nas regides Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil e reconheceu 6 espécies das quais 5
com o nome vulgar barbatimdo: S. coriaceum Benth.; S. barbadetiman (Vell.) Mart.;
S. polyphyllum Mart.; S. rotundifolium Mart. e S. obovatum Benth.

Occhioni (1990) reportou que 14 taxa ocorrem na floresta Amazdnica; 1 taxon
arboreo em floresta semidicidua seca (Mato Grosso); 1 taxon arbéreo de mata
pluvial (Pernambuco); 4 taxa arbustivos de campos e cerrados (Minas Gerais e Sao
Paulo); 2 taxa arbustivos das caatingas; 2 taxas arbdreos das matas da Serra da
Mantiqueira (Rio de Janeiro); 8 taxa subarbustivos “plantas anas” dos cerrados
(Goias e Minas Gerais).

A separacao das espécies é feita principalmente com base em caracteres tais

como habito da planta e morfologia da folha (MARTIUS, 1840; CORREA, 1926).

2.1.3 Stryphnodedron polyphyllum Mart.

Caracteriza-se como arvore regular, até 7 metros de altura (fig. 1); ramos
crassos, pulverulento-tomentosos; folhas alternas, 15-40 cm de comprimento; raqui
quadrangular, estriada, pubescente, glandula alongada na base, pequenas
glandulas verruciformes entre as pinas superiores, pinadas, 15-20 jugas, pares
opostos ou sub-opostos (fig. 2), 5-11 cm de comprimento; foliolos 10-20 jugos
alternos, obliquos, oblongo-elipticos, apice emarginado, base arredondada
ligeiramente desigual, 0,8-1 cm de comprimento, 3-5 cm de largura, densamente
pubescentes em ambas as faces, base da nervura unilateralmente barbada na face
inferior; flores purpureas em espigas delgadas (fig. 3), cilindricas 2-4 dispostas em
fasciculos axilares, 5-17 cm de comprimento; calice campanulado, 1 mm,

externamente pubescente; corola 3 mm; estames 10 livres, 3,5-4 mm de
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comprimento; antera coroada por gléandula alongada caduca; ovario alongado, curto-
estipitado, pubescente, 1,5 mm de comprimento; estilete filiforme; fruto legume

alongado, 10-12 cm de comprimento, ligeiramente falcado (MARTIUS, 1840).
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Figura 1 - Stryphnodendron polyphyllum Mart., Abadia de Goias, Goias, Brasil,

dezembro de 2002

Foto: G.C.Lopes



Figura 3 - Stryphnodendron polyphyllum,: detalhe das inflorescéncias
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Foto: J.C.P. Mello

Foto: J.C.P.Mello
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2.1.4 Avaliagao do conteudo quimico do género Stryphnodendron

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

Tursch et al. (1963) isolaram a partir de um extrato etandlico dos frutos de S.
coriaceum Benth., duas saponinas triterpénicas conhecidas como sapogeninas 1 e 2
e mais tarde, os mesmos autores isolaram duas outras sapogeninas homologas (3 e

4) (TURSCH et al., 1966) (fig. 4).

(1e2) (3ed)

Figura 4 - Estrutura das Sapogeninas 1(R = OH; R’=H), 2 (R=R’=0OH), 3 (R

= OH; R = H) e 4 (R =H; R’ = OH)

Reicher et al. (1992) isolaram a partir dos frutos do S. barbatiman Mart. uma

galactomanana e sua estrutura foi explicada com ajuda de espectroscopia de 13C.
Mello et al. (1996 e 1996a) isolaram a partir das cascas secas do S.
adstringens (Mart.) Coville, mondmeros de flavan-3-6is (fig. 5), prodelfinidinas e

algumas prorobinetinidinas, tendo sido suas estruturas elucidadas através de analise

espectroscopica em RMN 1H, RMN 13C e El- e DCI-MS, além de métodos 6pticos.

Além dessas, uma nova prodelfinidina denominada 4'-O-metil-galocatequina-
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(40—8)-4'-O-metil-galocatequina (fig. 6) foi identificada da fragéo acetato de etila do

extrato de barbatimdo (MELLO et al., 1999).
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OH

5 OCHj3

Epigalocatequina-3-O-(3-metdxi-4-hidroxi)-benzoato Epigalocatequina-3-O-(3,5-dimetil)-galato

Figura 5 - Flavan-3-6is isolados das cascas do barbatiméao (S. adstringens)
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4’-O-metil-galocatequina-(40—8)-4’-O-metil-galocatequina

Figura 6 - Prodelfinidina dimérica isolada de uma fracdo do extrato de

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Recentemente, Toledo (2002), isolou e identificou duas novas substancias em

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. Suas estruturas foram elucidadas
através de analise espectroscopica em RMN 1H, RMN 13C e DCI-MS, além de
métodos O&pticos, sendo demoninadas 4’-O-metil-robinetinidol-(40—8)-4’-O-metil-

epigalocatequina e 4’-O-metil-robinetinidol-(40—8)-4’-O-metil-galocatequina (fig. 7).
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Figura 7 - Novos dimeros isolados de Stryphnodendron adstringens (Mart.)

Coville

Pereira et al. (2002) isolaram e identificaram acido oleandlico, B-sitosterol e 3-
amirina da fragdo CH.Cl,:AcOEt do extrato das folhas de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville, além de triterpenos pentaciclicos (3-oxo-taraxerona).
Realizaram também partigbes e cromatografias em coluna de sélido remanescente
do extrato etandlico de onde isolaram quercetina.

Sanches et al. (2002) em seu trabalho com Stryphnodendron obovatum
Benth., determinaram a concentracao em torno de 15% de taninos totais nas cascas
do vegetal, isolando e identificando flavan-3-6is (galocatequina e epigalocatequina)
presentes na fragdo acetato de etila por cromatografia em coluna em Sephadex®

LH-20.
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2.2 Taninos

Taninos constituem um grupo de produtos naturais de grande diversidade
estrutural e larga distribuicao filogenética (HASLAM, 1975).

Historicamente, a importancia das drogas que contém taninos esta ligada as
suas propriedades tanantes, ou seja, sua habilidade de transformar peles frescas em
um material imputrescivel: o couro.

Bate-Smith e Swain (1962), definiram os taninos como substancias fendlicas
soluveis em agua com massa molecular entre 500 e 3000 Dalton, que apresentam
habilidade de formar complexos insoluveis em agua com: alcaldides, gelatina e
outras proteinas.

A caracteristica fundamental que da aos taninos suas propriedades
biolégicas, parece ser a alta concentragao de grupos orto-fenol- hidroxil (HASLAM,
1974).

Os taninos sao classificados segundo sua estrutura quimica em 2 grupos:
taninos hidrolisaveis e taninos condensados (MELLO; SANTOS, 2003).

Estruturalmente taninos condensados sdo mais complexos que taninos
hidrolisaveis. Os taninos hidrolisaveis sao caracterizados por um poliol central,
geralmente B-D-glucose, cujas fungdes hidroxilas sao esterificadas com acido galico
(MELLO; SANTOS, 2003). Os taninos condensados sao oligbmeros e polimeros
formados pela policondensagado de duas ou mais unidades de flavan-3-ol e flavan-
3,4-diol. Esta classe também é denominada de proantocianidina ou leucocianidinas
(HASLAM, 1975). Esta denominagéo é devido a caracteristica das proantocianidinas
cederem antocianidinas (cianidina, delfinidinas) apés a degradagdo com 4&cido

mineral diluido a quente (SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000)
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Taninos condensados e hidrolisaveis se distribuem no reino vegetal seguindo
padrées significantemente diferentes. Enquanto as proantocianidinas ocorrem
amplamente em gimnospermas e angiospermas, os taninos hidrolisaveis estédo
quase restritos as Choripetalae das dicotileddneas e ndo foram encontrados nas
Sympetalae (MELLO; SANTOS, 2003). Do ponto de vista biolégico, a importancia de
taninos nas plantas esta relacionada a efetiva propriedade repelente de predadores,
quer seja animal ou microbiano. Isso se deve a relevante adstringéncia que causa a
diminui¢cao da palatabilidade, dificuldades na digestdo pela complexagéo dos taninos
com enzimas e/ou proteinas, impedindo assim a invasado dos tecidos por parasitas
(BATE-SMITH, 1973).

Acredita-se que as propriedades farmacoldgicas dos taninos sao devidas a
trés caracteristicas gerais que sdo comuns em maior ou menor graus aos dois
grupos de taninos, condensados e hidrolisaveis: complexagdo com ions metalicos;
atividade antioxidante e seqliestradora de radicais livres e, habilidade de se
complexar com outras moléculas incluindo macromoléculas como proteinas e

polissacarideos (HASLAM, 1996).

2.1 Taninos condensados

Taninos condensados diferem estruturalmente de acordo com o numero de
grupos hidroxila presente nos anéis aromatico e da estereoquimica do carbono
assimétrico do nucleo heterociclico. Além disso, a presenca de O-metilagdo, O-
glicosilagédo e O-galoilagdo aumentam a complexidade estrutural (DE BRUYNE et
al.,1999).

A variacdo na hidroxilagdo classifica as proantocianidinas em varios

subgrupos: properlargonidinas  (3,4',5,7-OH), procianidinas (3,3’,4’,5,7-OH),
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prodelfinidinas (3,3,4°,5,5’,7-OH), proguibourtinidinas (3,4’,7-OH), profisetinidinas

(3,3'4’,7-OH), prorobinetinidinas (3,3,4’,5',7-OH), proteracacidinas (4’,7,8-OH;
somente sintética), promelacacidinas (3',4°,7,8-OH), proapigeninidinas (4’,5,7-OH), e

proluteolinidinas (3',4’,5,7-OH) (Fig. 8) (FERREIRA; LI, 2000).

Figura 8 — Estrutura de mondémeros basicos de taninos condensados

As proantocianidinas sdo comumente formadas por monémeros de catequina
e/ou epicatequina com ligacbes 4—6 ou 4—8. Além desses, outros mondmeros sao
bastante comuns, como galocatequina, epigalocatequina, robinetinidol e fisetinidol
(TOLEDO, 2002). Em procianidinas e prodelfinidinas os acoplamentos 4—8 sao
mais favorecidos estereoquimicamente, mas nao sao exclusivos. Normalmente,
ambos os acoplamentos 4—8 e 4—6 (fig. 9) estdo presentes na proporcao de 3:1.
Em 5-dedxi-proantocianidinas, porém, o acoplamento 4—6 é predominante (DE

BRUYNE et al.,1999).



4 OH
OH
Ligagdo 4—8 Ligacdo 4—6

Figura 9 - Exemplos de proantocianidinas diméricas

Muita atencdo tem sido dada a analise de taninos e outros compostos
fendlicos nas plantas, devido a sua importancia farmacolodgica e ecoldgica. Estudos
sobre as propriedades quimicas das leucoantocianidinas e proantocianidinas
demonstraram que o0s principais responsaveis pelas atividades bioldgicas séo
respectivamente: flavan-3,4-diol e flavan-3-ol além de seus derivados oligoméricos
(WEINGES et al., 1969).

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional para o
tratamento de diversas moléstias organicas, como: diarréia, hipertensédo arterial,
reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais (azia,
nausea, gastrite e ulcera gastrica), problemas renais e do sistema urinario e

processos inflamatérios em geral (HASLAM, 1996).
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Chung et al. (1998), em sua revisdao abordaram as propriedades bioldgicas
dos taninos, tais como: aspectos antinutricionais e nutricionais, antimutagénica e
carcinogénica, antimicrobiana entre outras, relacionados a presenca de taninos na
alimentagdo do homem. Outras duas revisdes recentes De Bruyne et al. (1999) e
Santos-Buelga; Scalbert (2000), demonstraram algumas propriedades
farmacoldgicas dos taninos. Dentre essas atividades podem-se citar: antimicrobiana,
antitumoral, antioxidante, antiinflamatdria, inibicdo enzimatica, inibicdo da agregagéo
plaquetaria e efeitos cardiacos, antitlcera e antidiarréica.

As propriedades fisioldgicas e farmacoldgicas dos taninos foram observadas
por Haslam et al. (1989), assim como o principio da adstringéncia e da cicatrizagao
como base terapéutica nos ferimentos da mucosa, pois os taninos ajudam no
processo de cura de feridas, queimaduras e inflamacdes através da formacao de
uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou tanino-polissacarideo) sobre
a pele ou mucosa danificada, assim abaixo dessa camada, ocorre 0 processo
natural de cura (fig. 10).

Os taninos podem formar complexos com proteinas de forma reversivel
(pontes de hidrogénio) ou irreversivel (ligagdo covalente). As pontes de hidrogénio
sado formadas provavelmente entre as hidroxilas fendlicas dos taninos e as fungdes
carbonilicas das ligagdes peptidicas das proteinas. J& as interagdes covalentes
ocorrem entre os nucleos aromaticos dos taninos e as cadeias laterais alifaticas ou

aromaticas dos aminoacidos protéicos (LUCK et al.,1994).
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Figura 10 - Precipitagcdo do complexo polifenol-proteina — P: Proteina; PF:
Polifenol; A: baixa concentracédo de proteinas; B: alta concentragao de proteinas; C:

interacao proteina-fenol (F) (HASLAM et al.,1989)

A habilidade de se ligar a proteinas, confere aos taninos a propriedade de
inibir enzimas. Testes in vitro realizado por Hattori et al. (1990) e Ooshima et al.
(1993), demonstraram que os taninos sao capazes de inibir as glucosiltransferases
de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, encontradas na cavidade oral
do homem. O efeito da inativagdo da glucosiltransferase pelos taninos bloqueia a
formagédo da placa dental e de inflamagdes na regido bucal e garganta (SCHOLZ,
1994).

A atividade antimicrobiana dos taninos condensados, vem sendo estudada
por diversos grupos na busca de novos agentes terapéuticos. Monémeros galoilados

demonstraram atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans, agente
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etiolégico da carie (OTAKE et al, 1991; NAKAHARA et al., 1993). Apesar da

atividade antibacteriana dos taninos ser avaliada tanto contra bactérias Gram
negativas como Gram positivas (SCHOLZ, 1994), as proantocianidinas diméricas,
triméricas e tetraméricas isoladas do Pavetta owariensis P. Beauv. (Rubiaceae) nao
demonstraram atividade contra Streptococcus pneumoniae e Neisseria gonorrhoeae
(BALDE et al., 1990).

Hatano et al. (1989), observaram que os flavan-3-6is, as procianidinas e os
taninos hidrolisaveis possuem a propriedade de capturar os radicais livres do
oxigénio, importantes no processo inflamatério, o que leva a acreditar num possivel
efeito anticarcinogénico e antimutagénico, ja que muitos genes mutantes e
carcindbgenos produzem radicais livres que interagem com macromoléculas
celulares. Estas observagdes foram confirmadas por Kandil et al. (1998) e Santos-
Buelga e Scalbert (2000), atividade anticancer; Negro et al. (2003) e Desmarchelier
et al. (1998), atividade antioxidante.

Erdelmeier e colaboradores (1996), demonstraram que o0s taninos
condensados presentes nas cascas e folhas de Hamamelis virginiana L.,
apresentam atividade antiviral e antiflogistica, relacionando ainda, que as
propriedades antivirais dos taninos, seriam dependentes do numero de unidades
flavonoidicas. Anteriormente, hamamelitaninos foram apontados por Masaki et al.
(1994) como potentes agentes anti-radicais livres.

Meiers et al. (2001), em seu estudo sobre agentes anticancer, reportaram que
antocianidinas e delfinidinas sdo potentes inibidores do fator de crescimento
epidermal (EGFR) in vitro, sugerindo que taninos sao promissores agentes

preventivos ao desenvolvimento de cancer.
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Takahashi et al. (1998), demonstraram que a procianidina B-2 e procianidina
B-3, isoladas das sementes de uva, apresentaram uma atividade proliferativa no
foliculo piloso de ratos tratados com solugdo a 3% de procianidinas, semelhante ao
grupo tratado com minoxidil a 1%, estabelecendo a possibilidade de novas
investigacdes para o tratamento da alopécia.

O cha verde [Camellia sinensis (L.) Kuntze], consumido mundialmente como
bebida, tem sido reportado devido as suas benéficas atividades farmacolégicas. Ho
et al. (1992), demonstraram a atividade antioxidante, que foi mais tarde confirmada
por Yokozawa et al. (1998). Estes autores demonstraram as propriedades de
protecao renal do cha verde contra isquemia de reperfusao (YOKOZAWA et al.,
1997).

Epigalocatequina-3-O-galato (fig. 11), o maior constituinte quimico do cha
verde, foi reportado como agente preventivo em cancer de préstata, efeito esse que
€ mediado pela habilidade dos polifendis induzirem apoptose em células

cancerigenas (ZHAO, et al., 1997, GUPTA, et al. 2003).
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Figura 11 - Epigalocatequina-3-O-galato isolada do cha verde



45

Aviram et al. (2000), avaliaram o suco da roma, rico em taninos (elagitaninos,
antocianidinas, catequina, acido galico e acido elagico), e demonstraram atividade
antiaterogénica e antioxidante contra oxidacgao lipoprotéica. Recentemente Aviram et
al. (2001), reportaram uma atenuagao secundaria da pressao sanglinea em
pacientes com hipertensdo arterial. Estes estudos sugerem que o suco da roma

pode oferecer protecao contra o desenvolvimento de doengas cardiovasculares.
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2.3 Propriedades biolégicas

2.3.1 Atividade Farmacoldgica

O uso popular do género Stryphnodendron é bastante difundido entre a
populacao nativa do cerrado brasileiro. Os principais usos preconizados popularmente
para as cascas do vegetal sdo: cicatrizante, tratamento de leucorréia, adstringente,
coagulante sanguineo, antidiarréico e anti-séptico (CORREA, 1926; SANTOS et al.,
1987).

As propriedades cicatrizantes do barbatimdo foram avaliadas em trabalhos
realizados por Favoretto et al. (1985), Panizza et al. (1988), Neves et al. (1992a),
Eurides et al. (1995), Jorge-Neto et al. (1996), Vieira et al. (1998) e Palermo et al.
(2002), demonstrando que a agao cicatrizante se deve, principalmente ao fato dos
taninos presentes nas cascas do barbatimao, precipitarem proteinas dos tecidos
lesados e formarem um revestimento protetor que favorece sua regeneragéo (PANIZZA
et al.,1988).

Lima et al. (1998), reportaram que a fracdo acetbnica do extrato bruto do
barbatiméo [S. adstringens (Mart.) Coville], foi avaliada em modelos de inflamagao
aguda e crénica, apresentando uma diminuig¢do significativa no edema de pata de rato
induzido por carregenina e dextrana, além de confirmar a diminuigdo da permeabilidade
vascular proposta por Neves et al. (1992b).

Audi et al. (1999), demonstraram a efetiva atividade antiulcerogénica do extrato
de barbatimao [S. adstringens (Mart.) Coville], em diferentes modelos de ulceragéo
gastrica, confirmando assim os trabalhos de Neves et al. (1992a e 1992b) e Lima et al.

(1998).
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Recentemente, Martins et al. (2002), confirmaram o trabalho de Audi et al.
(1999), demonstrando a significativa agado antiulcerogénica de S. adstringens (Mart.)
Coville, avaliando o potencial da atividade de inibicdo da secregao gastrica acida
durante o experimento de estresse térmico em ratos.

Baurin et al. (2002), reportaram a significativa atividade antitirosinase de S.
adstringens (Mart.) Coville, na ordem de 90%, quando comparado a referéncia Morus
alba L. que foi de 97% de inibigéo.

A atividade antibacteriana do barbatimdo [S. adstringens (Mart.) Coville], foi
demonstrada por Bersani-Amado et al. (1996), Alves et al. (2000) e Toledo (2002),
frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas. Sanches et al. (2002), avaliaram
as propriedades antibacterianas de S. obovatum Benth. Estes estudos mostraram uma
atividade antibacteriana moderada principalmente contra bactérias Gram positivas.

Jorge et al. (1996), demonstraram a agao antileishmanial do extrato de
barbatimao [S. adstringens (Mart.) Coville], contra formas promastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis. Recentemente, Toledo (2002), confirmou este trabalho,
demonstrando a efetiva acdo de fragcdes e subfracbes do extrato de S. adstringens
(Mart.) Coville, contra formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis com
resultados superiores a 80% de inibi¢ao.

Herzog-Soares et al. (2002), avaliaram a atividade tripanocida in vivo de S.
adstringens (Mart.) Coville, demonstrando uma redugéo significativa do numero de
parasitos circulantes nos sangue, denotando uma efetiva interferéncia sobre a curva de
parasitemia de Trypanossoma cruzi.

Bezerra et al. (2002), reportaram a atividade moluscicida de S. adstringens
(Mart.) Coville e S. polyphyllum Mart. contra Biomphalaria glabrata (Say),

demonstrando que S. adstringens, apresenta uma mortalidade de 90% na



48

concentragcdo de 50 ppm e S. polyphyllum impde uma mortalidade de 40% na
populagao de moluscos na concentracao de 20 ppm.

Costa et al. (2002), relataram o efeito da infusdo de barbatimao [S. adstringens
(Mart.) Coville], nas células sanguineas e em proteinas plasmaticas tratadas com
tecnecium 99m (Tc-99m), demonstrando que houve uma diminuigdo da marcagao dos
glébulos vermelhos, provavelmente devido aos efeitos redutor e quelante do
barbatim&o.

Souza et al. (2002), avaliaram a atividade anticonvulsivante do extrato etandlico
(EE) de S. coriaceum Benth., no modelo de convulsdes induzidas com pentilenotetrazol
ou estricnina. O EE aumentou a laténcia de convulsdo e morte, além da taxa de

sobrevida dos animais, evidenciando atividade anticonvulsiva.
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2.4 Propriedades biolégicas

2.3.1 Atividade Farmacoldgica

O uso popular do género Stryphnodendron é bastante difundido entre a
populacao nativa do cerrado brasileiro. Os principais usos preconizados popularmente
para as cascas do vegetal sdo: cicatrizante, tratamento de leucorréia, adstringente,
coagulante sanguineo, antidiarréico e anti-séptico (CORREA, 1926; SANTOS et al.,
1987).

As propriedades cicatrizantes do barbatimdo foram avaliadas em trabalhos
realizados por Favoretto et al. (1985), Panizza et al. (1988), Neves et al. (1992a),
Eurides et al. (1995), Jorge-Neto et al. (1996), Vieira et al. (1998) e Palermo et al.
(2002), demonstrando que a agao cicatrizante se deve, principalmente ao fato dos
taninos presentes nas cascas do barbatimao, precipitarem proteinas dos tecidos
lesados e formarem um revestimento protetor que favorece sua regeneragéo (PANIZZA
et al.,1988).

Lima et al. (1998), reportaram que a fracdo acetbnica do extrato bruto do
barbatiméo [S. adstringens (Mart.) Coville], foi avaliada em modelos de inflamagao
aguda e crénica, apresentando uma diminuig¢do significativa no edema de pata de rato
induzido por carregenina e dextrana, além de confirmar a diminuigdo da permeabilidade
vascular proposta por Neves et al. (1992b).

Audi et al. (1999), demonstraram a efetiva atividade antiulcerogénica do extrato
de barbatimao [S. adstringens (Mart.) Coville], em diferentes modelos de ulceragéo
gastrica, confirmando assim os trabalhos de Neves et al. (1992a e 1992b) e Lima et al.

(1998).
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Recentemente, Martins et al. (2002), confirmaram o trabalho de Audi et al.
(1999), demonstrando a significativa agado antiulcerogénica de S. adstringens (Mart.)
Coville, avaliando o potencial da atividade de inibicdo da secregao gastrica acida
durante o experimento de estresse térmico em ratos.

Baurin et al. (2002), reportaram a significativa atividade antitirosinase de S.
adstringens (Mart.) Coville, na ordem de 90%, quando comparado a referéncia Morus
alba L. que foi de 97% de inibigéo.

A atividade antibacteriana do barbatimdo [S. adstringens (Mart.) Coville], foi
demonstrada por Bersani-Amado et al. (1996), Alves et al. (2000) e Toledo (2002),
frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas. Sanches et al. (2002), avaliaram
as propriedades antibacterianas de S. obovatum Benth. Estes estudos mostraram uma
atividade antibacteriana moderada principalmente contra bactérias Gram positivas.

Jorge et al. (1996), demonstraram a agao antileishmanial do extrato de
barbatimao [S. adstringens (Mart.) Coville], contra formas promastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis. Recentemente, Toledo (2002), confirmou este trabalho,
demonstrando a efetiva acdo de fragcdes e subfracbes do extrato de S. adstringens
(Mart.) Coville, contra formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis com
resultados superiores a 80% de inibi¢ao.

Herzog-Soares et al. (2002), avaliaram a atividade tripanocida in vivo de S.
adstringens (Mart.) Coville, demonstrando uma redugéo significativa do numero de
parasitos circulantes nos sangue, denotando uma efetiva interferéncia sobre a curva de
parasitemia de Trypanossoma cruzi.

Bezerra et al. (2002), reportaram a atividade moluscicida de S. adstringens
(Mart.) Coville e S. polyphyllum Mart. contra Biomphalaria glabrata (Say),

demonstrando que S. adstringens, apresenta uma mortalidade de 90% na
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concentragcdo de 50 ppm e S. polyphyllum impde uma mortalidade de 40% na
populagao de moluscos na concentracao de 20 ppm.

Costa et al. (2002), relataram o efeito da infusdo de barbatimao [S. adstringens
(Mart.) Coville], nas células sanguineas e em proteinas plasmaticas tratadas com
tecnecium 99m (Tc-99m), demonstrando que houve uma diminuigdo da marcacgao dos
glébulos vermelhos, provavelmente devido aos efeitos redutor e quelante do
barbatim&o.

Souza et al. (2002), avaliaram a atividade anticonvulsivante do extrato etandlico
(EE) de S. coriaceum Benth., no modelo de convulsdes induzidas com pentilenotetrazol
ou estricnina. O EE aumentou a laténcia de convulsdo e morte, além da taxa de

sobrevida dos animais, evidenciando atividade anticonvulsiva.
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2311 Atividade antimicrobiana

Fungos e bactérias causam doengas importantes no ser humano,
principalmente em pacientes imunodeficientes. Apesar da existéncia de antibiéticos
e agentes antifungicos potentes, estdo aparecendo cepas resistentes ou multi-
resistentes continuamente, impondo a necessidade da procura permanente e o
desenvolvimento de novas drogas (SILVER; BOSTION, 1993; ALVES et al., 2000).

Os antibidticos constituem um grupo especial de agentes terapéuticos,
geralmente produzidos e obtidos a partir de organismos vivos. Sao substancias que,
em pequenas concentragcdes, devem possuir as seguintes propriedades: atividade
letal ou inibitoria contra muitas espécies microbianas, prevenir o desenvolvimento de
microorganismos resistentes, auséncia de efeitos indesejaveis ao hospedeiro,
estabilidade quimica, entre outras (AMATO NETO et al., 1994).

Muitas espécies vegetais sdo usadas popularmente para o tratamento de
diversas doengas infecciosas. Atualmente, ferramentas analiticas modernas facilitam
o estudo detalhado da constituicdo quimica das plantas, o que possibilita novos
parametros ao estudo farmacolégico e microbiolégico, com o possivel
desenvolvimento de agentes antimicrobianos seguros (CZECH et al., 2001).

Estes fatos e o aparecimento de cepas resistentes de muitos
microorganismos infecciosos, deu inicio a investigagdo na composi¢gao quimica de
extratos vegetais, na busca de novo arsenal para a terapéutica antimicrobiana.

Muitos compostos quimicos tém sido isolados de espécies vegetais brasileiras
e de outras partes do mundo com potente atividade antimicrobiana de grande

interesse para a industria farmacéutica e para a medicina (LIMA, 2001). Entre os
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metabdlitos secundarios atualmente importantes como agentes antimicrobianos, os
taninos tém sido amplamente estudados.

Djipa et al. (2000), demonstraram que os extratos aquosos e acétonicos de
Syzygium jambos (L.) Alston, ricos em taninos, mostraram atividade antibacteriana,
superando plantas classicas como Hamamelis virginiana L., Krameria triandra Ruiz &
Pav., Alchimilla vulgaris L. e Rubus fruticosus L.

Burapadaja e Bunchoo (1995), relataram a atividade antibacteriana de
Terminalia citrina Roxb. contra diferentes microorganismos Gram positivos e Gram
negativos. Rubus ulmifolius Schott, planta rica em triterpenos, flavondides e taninos
mostrou atividade efetiva contra bactérias Gram positivas e Gram negativas
(PANIZZI et al., 2002).

Esquenazi et al. (2002), testaram a atividade antibacteriana dos taninos
condensados de Cocos nucifera L., contra varias cepas de Staphylococcus aureus,
demonstrando um alto efeito inibitério desta planta contra esta bactéria. O mesmo foi
proposto por Kasai et al. (1992) que demonstraram a atividade antibacteriana de
Agrimonia pilosa Ledeb frente a S. aureus.

Bersani-Amado et al. (1996), demonstraram que o extrato bruto liofilizado e
fragdbes da casca do barbatimdo [Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville],
foram capazes de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. Alves et al. (2000), em seu estudo sobre plantas do cerrado brasileiro,
demonstraram a atividade antibacteriana de Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, comprovando a atividade das cascas do vegetal, em extrato cloroférmico e
aquoso contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus e

Pseudonomas aeruginosa.



54

Toledo (2002), demonstrou a atividade antibacteriana das subfragdes obtidas
por fracionamento em Sephadex® LH-20 do extrato acétonico de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville, contra bactérias Gram positivas, relatando ainda que, os
mondmeros e dimeros isolados neste trabalho, ndo demonstraram atividade.

Sanches et al. (2002), avaliaram a atividade antibacteriana do extrato bruto,
fragdo aquosa e fragdo acetato de etila das cascas de Stryphnodendron obovatum
Benth., obtendo resultados satisfatérios frente a bactéria Staphylococcus aureus.

Sanches et al. (2003), demonstraram a atividade antifungica de
Stryphnodendron obovatum Benth., avaliando as subfragdes obtidas por
fracionamento em Sephadex® LH-20 da fragdo acetato de etila, frente as leveduras
Candida albicans, Candida krusei, Candida papapsilosi e Candida tropicalis.

Obtendo resultados moderados contra Candida albicans e Candida papapsilosis.
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231.2 Atividade cicatrizante

A pele recobre a superficie do corpo e corresponde a um dos seus maiores
orgaos, atingindo 16% de seu peso. Apresenta-se constituida por duas camadas,
uma de origem ectodérmica, a epiderme, epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, que repousa sobre a lamina basal que o separa da derme, uma
porgcédo conjuntiva mesodérmica, rica em colageno, que prové suporte e nutricdo ao

epitélio (fig. 12).

ESTRUTURA DA PELE

Figura 12 - Esquema de corte da pele

A pele apresenta multiplas fungdes, como barreira protetora contra o
ambiente externo, protegendo o organismo contra a perda excessiva de agua por
evaporagao e contra o atrito. Assim qualquer rompimento em sua integridade deve
ser rapidamente e eficazmente reparado. O processo de reparo requer uma

sequéncia de eventos coordenados e progressivos: hemostasia, inflamacgao, sintese
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e deposigcdo de colageno, angiogénese, fibroplasia, epitelizagdo, contragdo e
remodelamento da matriz extracelular (STALDELMANN et al., 1998).

Na ultima década, varios estudos tém demonstrado que diversos fatores de
crescimento e componentes da matriz extracelular sdo capazes de disparar sinais
que iniciam e param cada uma das muitas atividades pelas quais as feridas sao
cicatrizadas (AGREN, 1999).

Diversos fatores de crescimento liberados por varios tipos celulares como
plaquetas, macréfagos, queratindcitos e fibroblastos iniciam o processo de
cicatrizacdo, atraindo células inflamatérias para o local da ferida, uma solucao de
continuidade, criada pela retirada do fragmento da pele e inicialmente preenchida
por sangue coagulado, fibrina e exsudato de inflamacéao. Este, por sua vez, sera o
suporte para os fibroblastos e o endotélio vascular neoformado edificarem o tecido
de granulagdo, que em uma cicatrizagcdo de segunda intencdo, € de suma
importancia para a contragdo do tecido conjuntivo (SIMOES et al., 1986; MARTIN,
1997).

Durante a cicatrizagao da ferida (fig. 13), a migracao celular inicia-se dentro
de poucas horas depois do dano e continua até que a superficie epitelial esteja
intacta (CLARK, 1996). O trabalho de reepitelizagéo é feito pelo tecido conjuntivo
contratil, através dos fibroblastos que comecam a proliferar, providenciando uma
nova matriz celular rica em colageno (MARTIN, 1997). Isto requer uma série de
mudancas no comportamento celular, que incluem proliferagao celular, diferenciagcao
e migracao de queratinécitos da margem da propria ferida, estando envolvidos neste
processo mediadores quimicos especificos, como por exemplo: fator de crescimento
epidermal (EGF). Durante a proliferacdo a atividade mitética é alta, permanecendo

assim, mesmo depois de fechada a ferida, por mais 2 a 4 dias (GARLICK, 1994).
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Assim, para a cura de uma ferida, € necessario um sistema ideal, dinamico,
ciclico, que envolve uma série de mudangas passageiras na matriz extracelular e
mudangas correspondentes na interagdo e adesao celular, que culmine com o

remodelamento da area de cicatriz (GRINNELL, 1992).

Fibroblastos
- depositando fibras _
de colageno =

. Movos vasos
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Figura 13 - Cicatrizagao cutanea

Diversos produtos naturais vém sendo utilizados ao longo dos anos para
tratar de problemas de ordem dermatoldgica, entre eles pode-se citar: camomila,
caléndula, hipérico, 6leo de copaiba, dleo de rosa mosqueta, mel, éleo de primula,
erva cidreira, confrei, arnica, entre outros (SCHULZ et al., 2002).

No tratamento de feridas tem-se intensificado a pesquisa de produtos naturais
para auxiliar a cicatrizagcdo da pele. Entre aproximadamente 300 plantas medicinais

e produtos vegetais oficialmente avaliados pela Comissdo E*, 47 sdo indicagbes

* Comisséo E:comissdo alema similar ao FDA de americano
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dermatolégicas, sendo que 25 dessas plantas tem papel significativo na pratica
terapéutica (SCHULZ et al., 2002).

Os diferentes compostos quimicos (triterpenos, alcaldides, taninos, entre
outros) presentes nestes produtos naturais normalmente influenciam em uma ou
mais fases da cicatrizagao.

Nos ultimos anos, tem-se dado muita atencdo ao papel desempenhado pelas
enzimas proteoliticas no processo de reparagao dos tecidos danificados e seu efeito
na retirada de tecidos necroéticos, desvitalizados e infectados da les&o. Neste
contexto, a papaina vem sendo estudada com resultados satisfatérios quando a
reparagao tecidual atua nas fases inicial e de fibroplasia em feridas (SANCHEZ
NETO et al., 1993).

Chithra et al. (1998), obtiveram resultados favoraveis na cura de feridas em
ratos diabéticos usando como ativo gel de Aloe vera L., sendo que este se mostrou
estimulante da proliferagéo celular, sintese de colageno e da contragéo da ferida.

As propriedades cicatrizantes da Centella asiatica (L.) Urb. foram estudadas
por Shukla et al. (1999) concluindo-se que a asiaticosideo promove angiogénese em
ambos os modelos estudados, in vitro e in vivo, apds a analise de parametros
histologicos.

Espécies de Echinacea vém sendo utilizadas popularmente como
cicatrizantes e imunoestimulantes. Recentemente foi estudado a acido do
equinacosideo de Echinacea pallida Nutt.,, que apresenta uma atividade mais
potente que as outras espécies, provavelmente, devido a atividade anti-

hialuronidase (SPERONI et al., 2002).
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Pelas suas propriedade antioxidantes Terminalia chebula Retz. pode ser um
potente candidato a agente de cicatrizagdo de feridas, devido a influéncia positiva
em varias fases do processo de cicatrizagdo (SUGUNA et al., 2002).

Um grande numero de plantas medicinais contendo taninos tem sido usado
por suas propriedades cicatrizantes e hemostaticas.

Hamamelis virginiana L. € recomendada pela Comissao E (KOMMISSION,
1990) com as seguintes indicagbes: “lesdes cutaneas leves, processos inflamatdrios
locais da pele e das membranas mucosas, hemorrdidas e problemas associados a
veias varicosas”.

Em Rhizophora mangle L., planta especialmente rica em acido clorogénico, o
processo de cicatrizacdo foi mais rapido em feridas tratadas com extrato aquoso
quando comparado com mercurio cromo, possivelmente devido ao efeito
antioxidante, propriedade de quelar radicais livres, além de outros mecanismos
envolvidos no processo curativo normal (FERNANDEZ et al., 2002).

No processo de reparo de feridas de pele queimadas, o acido tanico coagula
o complexo lipideo-proteina, e sua agao adstringente acelera a formagao de uma
casca flexivel que cobre a escara da queimadura (HUPKENS et al., 1995).

Ha muito, o barbatimdo vem sendo empregado pela populagédo nativa para o
tratamento de feridas na pele, devido sua casca ser rica em taninos (CORREA,
1926).

Favoretto et al. (1985), demonstraram a agao cicatrizante do extrato aquoso
de cascas de barbatimdo [Stryphnodendron obovatum Benth.], em Ulceras de
contengdo em ratos, evidenciando a diminuigdo efetiva das ulceragbes no grupo

tratado quando comparado ao grupo controle.
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Panizza et al. (1988), testaram o extrato aquoso de Stryphnodendron
barbadetiman (Vell.) Mart., a 1%, sobre feridas de 0,8 mm de didmetro no dorso dos
ratos. Observaram através de analise histoldgica que o grupo de animais tratados
com o extrato apresentaram uma cicatrizacdo mais rapida em relagdo ao grupo
controle.

Neves et al. (1992a), comparando extratos aquosos de Stryphnodendron
barbatimao Mart. e de Hamamelis virginiana L., demonstraram que o extrato de
barbatimao foi mais eficaz do que o extrato de H. virginiana. Os autores observaram,
ainda uma nitida agao antiinflamatéria dos dois extratos e um aumento da
estabilizacdo das paredes das artérias (NEVES et al., 1992b). Em estudo realizado
por Eurides et al. (1995), com solugdao aquosa de barbatimao (S. barbatimao Mart.),
as feridas tratadas dos camundongos, apresentaram tecido de granulagdo mais
desenvolvido no 7° e 21° dias do pds-operatdrio, em relagédo ao grupo controle, sem
a presenca de exsudato purulento e com possivel atividade bactericida ou
bacteriostatica.

Jorge-Neto et al. (1996), descreveram a melhor eficacia das associagcbes de
tintura de barbatimao e caléndula em relacao a caléndula isoladamente, no processo
de cicatrizacao de Ulcera varicosa.

Vieira et al. (1998), demonstraram, através do modelo de promogado de
feridas, com 10 mm de diametro no dorso dos ratos, que a pomada de barbatimao
[Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville] a 1%, obtida a partir de um extrato
acetona:agua, quando comparada a pomada de Nebacetin®, acelerou o processo
de cicatrizagao.

Palermo et al. (2002), demonstraram que o tratamento de feridas de 10 mm

de diametro em ratos com a pomada da fracdo acétonica de Stryphnodendron
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adstringens (Mart.) Coville, a 1%, estimulou a proliferacdo celular epitelial em feridas

de ratos tratadas durante 4 e 7 dias, sugerindo uma boa atividade cicatrizante.
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2.31.3 Atividade antioxidante

O uso terapéutico de plantas parece ser tdo antigo quanto a prépria espécie
humana. Entretanto, o conhecimento das propriedades antioxidantes é relativamente
novo, especialmente nas duas Uultimas décadas, observando-se um enorme
crescimento das investigagdes cientificas neste particular, envolvendo desde o efeito
de extratos brutos, de fragdes ou componentes isolados e/ou modificados
(WILHELM FILHO et al., 2001), especialmente apdés a introdugdo do extrato
padronizado de Ginkgo biloba L. na terapéutica como antioxidante (MOREIRA et al.,
2002).

Recentemente, tem-se evidenciado o consideravel interesse sobre as
substancias pré-oxidantes e antioxidantes na prevencido e melhora de varias
doengas degenerativas. O estado celular pré-oxidante ocorre quando se tem um
aumento na concentracao de espécies reativas de oxigénio e radicais livres (fig. 14),
sendo que estes estdo envolvidos na fisiopatologia de grande numero de doencgas,
inclusive, cancer, inflamacgao, aterosclerose, esclerose multipla entre outras (quadro
1). O restabelecimento do balango oxidativo e a remogao dessas espécies reativas
de oxigénio é controlado endogenamente pela enzima peroxido desmutase ou pela

administragdo de antioxidantes (DE BRUYNE et al., 1999).
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Figura 14 — Reducgéo tetravalente do oxigénio molecular (O2) na mitocéndria

até a formacgéao de agua (H.0)

De acordo com Pietta (2000) e Soares (2002), os mecanismos de agao
antioxidantes incluem: supressao de espécies reativas de oxigénio, formando outros
substratos pela inibicdo das enzimas envolvidas ou quelacdo de elementos
envolvidos na producao de radicais livres; inibicdo da formacao de radicais livres que
possibilitem a etapa de iniciacdo; eliminacdo de radicais importantes na etapa de
propagacao, como alcoxila e peroxila, através da doagdao de atomos hidrogénio a
estas moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia e, aumento das defesas

antioxidantes.
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Quadro 1 — Eventos relacionados a espécies reativas de O, *

Envelhecimento

Mutacbes

Cancer

Aterosclerose

Leséo por toxicidade de O, em pulméao e retina

Lesao pods-isquemia e reperfusdo de cérebro, coracao, pele, intestino,
pancreas, figado, musculo, rins e pulmbes

Lesao pos-concusséao cerebral e pos-hipertensao intracraniana

Sindrome demencial

Disfungao renal pds-transplante

Artrite reumatoide

Hemocromatose transfusional

Doencas auto-imunes

Toxicidade decorrentes da exposicédo a xenobibticos

*Adaptado de Halliwell B e Gutteridge JMC; Halliwell B; Cohen MV.

Os antioxidantes vegetais sao de natureza muito variada, mas,
indubitavelmente, os compostos fendlicos constituem o grupo mais representativo,
sendo constituidos por flavondides e isoflavondides, taninos, lignanas, xantonas
entre outros (WITHELM FILHO et al, 2001), suas propriedades antioxidantes
dependem da estrutura e dos substituintes nos anéis heterociclico e B (PIETTA,

2000).
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Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais livres e
algumas vezes como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como
na propagacao do processo oxidativo, sendo eficazes, portanto, para prevenir a
oxidagao lipidica (SOARES, 2002).

Hussein et al. (1987), demonstraram que os flavondides inibem a
lipoperoxidagao in vitro no estagio de propagacao, atuando como bloqueadores das
reagdes em cadeia provocadas pelos radicais hidroxil (.OH). De Bruyne et al. (1999)
em sua revisao sobre taninos, fazem referéncia ao trabalho de Uchida et al. (1987),
que reportaram as propriedades antioxidantes de taninos condensados, frente a
DPPH-radical, superéxido anion e o radical hidroxil.

Muitas espécies vegetais e algas marinhas, que apresentam conteudo
quimico rico em compostos fendlicos, foram avaliados, frente a diferentes métodos
de analise antioxidantes, teste do DPPH, quimiluminescéncia, entre outros.

O estudo realizado por Desmarchelier et al. (1998) com Achyrocline
satureioides (Lam.) DC., demonstrou efetiva atividade antioxidante e anti-radicais
livres, nos extratos aquoso e metandlico. A microalga Spirulina maxima, muito usada
na alimentacdo como suplemento alimentar por ser constituida por proteinas,
minerais, vitaminas e compostos fendlicos, apresentou atividade antioxidante, e por
ter uma boa disponibilidade farmacocinética, poderia ser usada para prevenir a
oxidacgao celular (MIRANDA et al., 1998).

Moreira et al. (2002), demonstraram a atividade antioxidante in vitro das
fracbes isoladas de Pseudopiptadenia contortal Rauschert, sendo que as
substancias isoladas, acido galico, epicatequina e os galatos de catequina
apresentaram resultados bastante significativos. O efeito antioxidante das

proantocianidinas presentes no extrato de cacau (Teobroma cacao L.), foi avaliado
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por Osakabe et al. (2000) e Hatano et al. (2002), frente a peroxidagao lipidica,
obtendo-se resultados efetivos. O mesmo foi proposto por Negro et al. (2003) em
seu trabalho com proantocianidinas isoladas do vinho.

Masaki et al. (1994), reportaram a potente atividade de hamamelitaninos, e
acido galico frente a ensaios quimicos e biolégicos para determinacao da atividade
antioxidante. A avaliacdo de epicatequina, administrada oralmente em ratos,
mostrou que a mesma possui capacidade em promover um aumento das defesas

antioxidantes no plasma, dos animais tratados, quando comparados ao controle.
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2.3.2 Toxicologia

As propriedades toxicas do barbatimao tem sido relatadas popularmente por
criadores de gado de diversas regides do Brasil. Estes relatam, que durante a seca,
época justamente que ocorre a florada do barbatimao, o gado se alimenta das favas
da arvore. Relatos folcléricos indicam perda de peso, aborto e debilidade nos
animais ap6és a ingestao.

Pereira et al. (1989a), demonstraram a toxicidade das favas de Stryphnodendron
barbatimao Mart. em bovinos, evidenciando sinais clinicos como anorexia progressiva,
salivagdo abundante, desidratacdo, fezes fétidas, incoordenagao, anemia e lesbes de
fotosensibilizagdo em alguns animais. Posteriormente, Pereira et al. (1989b), relataram
os aspectos anatomo-histolégicos de intoxicagdo por S. barbatimao Mart., reportando
alteracbes macro e microscopicas, desnutricdo, desidratacdo e edema, atribuidos aos
taninos presentes na planta. As alteragdes bioquimicas verificadas na urina foram,
mudancga de pH, diminui¢do da densidade, leucopenia, linfopenia e aumento de valores
de TGO, bilirrubina, fésforo, uréia e dextrose, com diminuicdo de calcio sérico
(PEREIRA et al., 1989c).

A toxicidade das favas de S. coriaceum Benth., foi demonstrada por Tokarnia et
al. (1991), relatando intoxicagcdo severa em bovinos, que ocasiona congestdo da
mucosa oral, sialorréia, regurgitamento do conteudo ruminal, broncopneumonia por
aspiracao, andar cambaleante, diarréia, perda de pelos e fotosensibilizagao.
Posteriormente, Tokarnia et al. (1998), reportaram a agéo abortiva em vacas pela
ingestdo de favas de S. obovatum Benth., confirmando os relatos populares. Os

mesmos autores demonstraram ainda que a ingestdo de favas de S. obovatum Benth.,
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€ responsavel pela irritagdo no trato digestivo dos bovinos, que leva a debilidade geral
(BRITO et al., 2001).

Burger et al. (1999), reportaram o efeito abortivo e/ou de infertilidade de vagens
e sementes de S. adstringens (Mart.) Coville em ratos. Foram administrados 0,5 ml/100
g de peso de extrato das vagens ou sementes e agua como controle por gavagem do
1° ao 7° dia de gestagdo. No 21° dia da gestagéo observaram que houve uma redugao
do peso do utero e o numero de fetos vivos das ratas tratadas com extrato das
sementes em relagao ao grupo controle. A dose letal mediana (DLso) para as sementes
foi de 4992,8 mg/kg e para vagens foi de 5000 mg/kg.

O barbatimao tem sido reportado como toxico para abelhas, Carvalho (1998),
demonstrou ser o polen de S. polyphyllum Mart., o agente causador da cria ensacada
brasileira. O autor verificou que quantidades de podlen, da ordem de 0,04%, podem
ocasionar a morte de 50% das larvas das abelhas, enquanto que na concentracao de
0,07% ¢ letal para 90%.

Guerra et al. (1980a), demonstraram que a administragdo de sementes de
barbatimao (S. polyphyllum Mart.), no periodo compreendido entre o 5° e 8° dias de
gestagao da rata, ocasionou mortalidade fetal da ordem de 90 a 100%. Estes mesmos
autores reportaram que a administracdo do extrato alcodlico das sementes da planta,
produziu efeito zigotoxico nas ratas tratadas no 5° e 6° dia de gestagdo (GUERRA et
al., 1980b).

Guerra et al. (1982), administraram em ratas gravidas no 10° e 11° dia de
gestagdo, sementes e vagens de S. polyphyllum Mart., e verificaram que a
administragdo de sementes ocasionou 91% de reabsorg¢dao, demonstrando, ainda que
no rato adulto houve diminuicdo do peso da hipofise e da vesicula seminal nos animais

tratados com as sementes de S. polyphyllum Mart.
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A excregao renal de agua, sodio e potassio foi avaliada em animais submetidos
a sobrecarga aquosa de S. obovatum Benth., por via gastrica. Em relagdo ao volume
urinario, a casca seca provocou intensa antidiurese enquanto a semente seca provocou
diurese. A excregao renal de eletrélitos nao foi alterada, enquanto a solugdo aquosa de
caule seco provocou intensa diarréia nos animais (NETO et al., 1988).

Contrera et al. (1981), demonstraram que o extrato aquoso de S. obovatum
Benth., ocasiona hipotrofia generalizada nos musculos da lingua, com diminuigdo do
volume nuclear e menor area dos cortes transversais das fibras musculares. Estes
mesmos autores demonstraram os efeitos de S. obovatum Benth. sobre a glandula
submandibular de ratos, tendo sido observadas as seguintes alteragdes: acinos de
menor tamanho com células mais baixas, citoplasma mais acidéfilo, com varias figuras
de mitose normais e com nucleos das células acinares e dos ductos estriados mais
volumosos e de cromatina mais densa (CONTRERA et al.,1982).

O extrato metandlico das cascas de S. adstringens (Mart.) Coville foi avaliado
sobre o ciclo estral de ratas por Oliveira et al. (2002). Os autores observaram um efeito
desregulador do ciclo estral das ratas que receberam doses de 200, 400 e 800 mg/kg
por via oral.

Rebecca et al. (2002), estudaram a toxicidade aguda do extrato bruto de S.
adstringens (Mart.) Coville, apdés administragdo oral, em camundongos. A DLsg
encontrada foi de 2699 mg/kg. A administragcao crénica de extratos nas concentragdes
de 800 e 1600 mg/kg, por 30 dias, provocou diminui¢ao no peso corporeo, involugao do
timo, aumento na glicose plasmatica e aspartato aminotransferase, demonstrando um
efeito toxico com a administragdo cronica do extrato. O efeito téxico observado pode
ser devido a sua agao inibitéria no metabolismo energético hepatico. Recentemente,

Rebecca et al. (2003), estudaram os efeitos do extrato bruto de S. adstringens (Mart.)
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Coville no metabolismo de energia hepatico de ratos. Os autores observaram que o
extrato prejudica a fosforilagao oxidativa (processo que promove liberagdo de energia
livre na forma de ATP), por no minimo 3 mecanismos: 1) desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa; 2) inibicdo do fluxo de elétrons pelo canal respiratério e 3)

inibicdo do complexo ATP-sintase.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Objetivou-se com este trabalho fazer uma abordagem etnofarmacoldgica, de
extratos, fragdes semipurificadas e substancias puras das cascas de
Stryphnodendron polyphyllum Mart., considerando-se a importancia de se tragar um

perfil quimico e biolégico, estabelecendo critérios de identificagdo para a espécie.

3.2 Objetivos especificos

> Avaliar aspectos anatdmicos e morfologicos das cascas;

> Caracterizar a matéria-prima vegetal, estabelecendo parametros para o
controle de qualidade segundo a farmacopéia a partir das cascas;

> Analisar o conteudo quimico de extratos das cascas da espécie
vegetal;

> Estabelecer perfil cromatografico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de extrato semipurificado e subfracoes;

> Propor métodos de analise quantitativa dos extratos semipurificados e
subfragdes;

> Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos, fragdes e substancias
purificadas;

> Avaliar a agéo cicatrizante do extrato bruto (FAA) e fragdo acetato de
etila (FAE);

> Avaliar as propriedades anti-radicalares de extratos, fracbes e

substancias purificadas.
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4 MATERIAL E METODOS

41 Matéria-prima vegetal

As cascas do vegetal Stryphnodendron polyphyllum Mart. foram coletadas em
duas épocas do ano, maio e dezembro de 2002, na cidade de Abadia de Goias
estado de Goias (16°45'32,4” S; 49°25'06,5” W; 860 m de altitude), Brasil. Apos o
processo de herborizacdo, preparou-se a exsicata que se encontra depositada como
documento taxondmico no herbario do Departamento de Biologia da Universidade
Estadual de Maringa sob o numero HUM 9139. Sua identificagédo foi realizada pela
Profa. Dra. Cassia MOnica Sakuragui. As cascas foram fragmentadas com auxilio de
tesouras de poda manual e deixadas em estufa de ar circulante a 40 °C por 24 h,
apos foram deixadas para secagem a temperatura ambiente (24 + 3 °C) em local

arejado e com auséncia de luz.

4.2 Solventes, reagentes e solugodes
Todos os reagentes, exceto quando especificado, possuiam grau de pureza
pré-analise (p. a.), e de marca Merck®, Sigma®, Carlo Herba® ou Mallinckrodt®.

Foi usado etanol comercial 93,6° GL Cocamar.

. Acetato de etila

. Acetona

. Acido acético

. Acido cloridrico

. Acido férmico

. Acido picrico

. Agar Mueller-Hinton

. Alcool etilico
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Anidrido acético

Caldo Mueller-Hinton

Caldo Sabouraud

Cloroformio

Cloroférmio deuterado Isotec®

Eter etilico

Formol

Hipoclorito de sédio

Metanol

Metanol deuterado Isotec®

n-propanol

Penicilina

Piridina

P6 de pele cromado

Reagente Folin-Ciocalteau 2N

Resina de PERMOUNT®

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

Solugao de carbonato de calcio R

Solucao de cloreto de aluminio

Solugéo de cloreto de ftrifinil tetrazodlio 2%
Solugéo de cloreto férrico a 1 % em metanol
Solucao de DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) 0,2 % em metanol
Solugao aquosa de eosina 3,5 %

Solucao de faa — etanol/agua destilada/formol/acido acético (45:45:5:5)
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. Solucéo de fast-green — fast green/etanol/xilol (0,1:10:10; V/V)

= Solugao aquosa de hematoxilina 0,5 %

. Solugéo de dleo de cravo — 6leo de cravo/etanol/xilol (2:1:1; V/V)
" Solugao aquosa de urotropina 0,5 %

Ll Solucao metandlica de acido acetico R

Ll Solucdes tampao pH 6,86 e 4,00 — Digimed

. Soro fisioldgico

" Substancias referéncias: quercetina, rutina, galocatequina’, acido galico
e astilbina

] Tolueno

Ll Tetraciclina

Ll Vancomicina

" Vincristina — Oncovin® (Lilly), solugéo injetavél

. Xilol

4.3 Equipamentos

Ll Aparelho de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear Varian
Gemini 300BB e/ou Mercury Plus 300BB

" Autoclave

. Balanga analitica AND HR-200

" Balanca Gehaka BG-2000

. Bomba de vacuo FMIQ2

. Cémara de fluxo laminar

= Camara de UV 254 nm

" Substancia cedida pelo Dr. Frank Petereit — Instituto de Biologia Farmacéutica e Fitoquimica — Miinster, Alemanha



75

. Camera fotografica digital Sony Mavika modelo FD71

= Coletor de fragdes ISCO modelo 328

] Coletor de fragdes Pharmacia Biotech FRAC-200

" Cromatégrafo de contra corrente liquido de alta velocidade P.C. Inc.,
equipado com coluna de teflon de 130 m x 1,6 mm; capacidade de 285 ml — Sample
injetor P.C. Inc., com loop de 16 ml

. Cromatografo liquido de alta eficiéncia Gilson mod. 321, com injetor
manual Rheodyne e software UniPoint LCNT; alca de 20 pl; detector de
comprimento de onda variavel Gilson UV/VIS 156; Degaisser 184; Forno 181

. Espectrofotdbmetro CELM E-215D

. Espectrdbmetro de massas ESI-MS Quatro LCZ MICROMASS
(Manchester, UK)

" Estufa bacterioldgica

" Evaporador rotatério Buchi R - 153 e R — 3000

Forno de microondas

Liofilizador Christ Alpha 1-2
Ll Microscopio 6ptico Nikkon modelo Alphaphot-2 YS2

" Microscopio 6ptico Olympus BX40

Micrétomo Leitz-1512
= Moinho de Facas Tecnal Marconi modelo TE 048

Ll pH metro Digimed

Tamisador vibratorio -Produtest

Ultra-turrax UTC 115KT

Ultra-som Unique-USC 1540, 25 KHz
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4.3.1 Outros Materiais

. Coluna: LiChrospher® (250 x 4 mm) - 100 RP-18, 5 um (Merck)

" Coluna: Lichrocart® (250 x 4 mm), Lichrospher® 100 CN, 5 um (Merck)

4.4 Descrigdao anatomica

441 Corte a méo livre

As cascas foram mantidas em glicerina e solugado faa por 24 h. Os cortes
anatdbmicos foram feitos com laminas de ago inoxidavel. Realizaram-se cortes
transversais e longitudinais, utilizando-se pedagos de isopor como suporte. Os
cortes foram recolhidos em vidro de relégio contendo agua e, apds selecédo dos
melhores, colocou-se em solucdo de hipoclorito de sédio até total clarificacao
(OLIVEIRA; AKISUE, 1989). Apds, foram novamente lavados em agua e procedeu-
se a reagao com safranina e azul de astra (90:1) durante 2 min (GERLACH, 1969).
Utilizou-se, também, solucdao de cloreto férrico a 2% em metanol para detectar a
presenca de substancias fenodlicas. Os aspectos anatdbmicos do vegetal foram

observados, descritos e ilustrados com auxilio de microscoépio optico.

4.4.2 Inclusdo do material vegetal em parafina

As cascas mantidas em glicerina e solugdo de FAA foram seccionadas em
fragmentos com aproximadamente 0,5 cm de largura e 1 cm de altura, os quais
foram submetidos a desidratagdo conforme a sequiéncia:

- Etanol 50 °GL 30 min

- Etanol 70 °GL 30 min

- Etanol 95 °GL 30 min
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- Etanol:t-butanol (1:1) 15 min

- t-butanol 8 h (58 °C)

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

Os cortes anatémicos foram obtidos em micrétomo na espessura de 12 uym e
transferidos para laminas de vidro, sendo distendidos em chapa aquecida a + 50 °C.
Apods, procedeu-se a desparafinizagéo dos cortes utilizando a sequéncia: xilol 1, xilol
2 e xilol 3 por 10 min em cada um. A etapa de coloracdo dos cortes consistiu na
sequéncia de alcool 50 °GL por 5 min e safranina de 20 a 30 min. O excesso de
safranina foi retirado com agua destilada, alcool 70 °GL, alcool 90 °GL e alcool
absoluto durante 5 min cada. Aplicou-se solugdo de Fast-green pingando-se uma
gota em cada lamina e deixando aproximadamente 3 min. Lavou-se com uma ou
duas gotas de solugcao de 6leo de cravo (6leo de cravo 20 ml; etanol 10 ml; xilol 10
ml) para ativagédo da coloragéo.

Continuou-se com a preparagao de laminas permanentes com a seguinte
bateria: xilol 1, xilol 2 e xilol 3 por 10 min em cada. Em seguida montou-se a

laminula sobre a lamina com resina Permount® (MONTENEGRO, 1985).

4.5 Caracterizagao da matéria-prima para controle de qualidade da

espécie vegetal
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4.5.1 Perda por dessecacéao

Dois gramas de amostra do pd das cascas, exatamente pesados, de
Stryphnodendron polyphyllum Mart., foram colocadas em pesa-filtros previamente
tarados, sendo dessecado em estufa a 105 °C, até peso constante. Os valores
representam a média de 3 determinagdes e sdo expressos em porcentagem (%; p/p)

(Farmacopéia Brasileira, 1988).

4.5.2 Analise granulométrica por tamisagao

Cem gramas da droga moida foram submetidos a passagem forgada por
vibracdo, através de tamises previamente pesados com abertura de malhas
correspondentes a 0,840, 0,420, 0,250, 0,177, 0,149 mm, utilizando tamisador
vibratério, em vibracdo 6, durante 20 min. Apds, as fragbes foram retiradas dos
tamises e do coletor, sendo pesadas e calculadas as porcentagens das fragdes de

passagem e de retencdo. Os valores representam a média de 3 determinagdes.

4.5.3 Determinagao da umidade em balanga com Infravermelho

Foram pesados exatamente cerca de 5 g de cascas rasuradas do
Stryphnodendron polyphyllum Mart., e submetidos a aquecimento em balanca de
infravermelho, até que seu peso nao variasse mais que 25%. Os valores expressam

a média de 3 determinagdes.

4.5.4 Determinagao de perda por secagem em temperatura ambiente
Foram pesados 100 g das cascas frescas de barbatimdo e expostos a
temperatura ambiente, protegido da luz, até peso constante. As amostras foram

entdo pesadas e obtidas por diferenga, a perda de agua e de substancias volateis
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durante o processo de secagem. Os valores representam a média de 3

determinagdes e sao expressos em porcentagem (%; p/p).

4.5.5 Teor de extrativos

Aqueceu-se 1,0 grama de amostra, pesada analiticamente, com 100 ml de
agua, sob refluxo por 10 min. Apds o resfriamento, completou-se o volume em balao
de 100 ml e filtrou-se. Desprezaram-se os primeiros 20 ml do filtrado. Pesou-se em
pesa-filtro previamente tarado exatamente 20 g do extrato, evaporou-se em banho-
maria fervente por completo. Colocou-se em estufa a 105 °C por 2 h e deixou em
dessecador por 25 min para esfriar e pesou-se. Para cada amostra foram realizadas
3 determinacgdes (Bundesvereinigung, 1979).

O teor de extrativos foi calculado segundo o formula:

500
TE = £ » (%; m/m).

Onde:
g = massa do residuo seco em g;
p = massa da droga em g;

500 = fator de diluigéo.

4.5.6 Ensaio quimico classico para taninos

Para os ensaios quimicos de taninos utilizam-se extrato aquoso, preparado
com 5 g do p6 das casca do Stryphnodendron polyphyllum Mart. com 100 ml de
agua destilada, sob refluxo por 15 min. Apés filtracdo para tubos de ensaio,

procederam-se os teste abaixo descritos.
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4.5.6.1 Reagdo com gelatina
A 5 ml do extrato acrescentaram-se 2 gotas de &cido cloridrico diluido e

algumas gotas de solugao de gelatina a 2,5%.

4.56.2 Reacao com sais de ferro
A 5 ml do extrato acrescentaram-se algumas gotas da solu¢cdo de cloreto

férrico a 1% em metanol.

4.56.3 Reacao com acetato de chumbo
A 5 ml do extrato acrescentaram-se 5 ml da solu¢ao de acido acético 10% e 5

ml da solugéo de acetato de chumbo a 10%.

456.4 Reacao com cianeto de potassio

A 2 ml do extrato foi acrescido 1 ml de solucao de cianeto de potassio 5%.

4.56.5 Reacado com vanilina cloridrica
A 2 ml do extrato adicionaram-se 0,5 ml de solucao de vanilina 1% e 0,5 ml de

acido cloridrico concentrado.

4.5.6.6 Reacao de Stiasny
Submeteu-se a refluxo por 30 min, 50 ml do extrato e 15 ml do reativo de

Stiasny.”

*

Reativo de Stiasny: 5 ml de HCI conc. + 10 ml de formol sob refluxo por 20 min.
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4.5.7 Determinacao do teor de taninos totais

Foram exatamente pesados, 0,750 g da droga vegetal, que foram transferidos
para um erlenmeyer com 150 ml de agua e deixado durante 30 min em banho-maria
a uma temperatura de 80-90°C. Apds, resfriou-se o erlenmeyer em agua corrente
sendo transferido, seu conteudo, para um baldo volumétrico de 250 ml, lavando-se e
completando-se o volume com agua. Tomaram-se cerca de 80 ml do extrato, que foi
filtrado através de papel filtro, desprezando-se os primeiros 50 ml. O filtrado foi
denominado Solugao-Mae (SM).

Para a determinagao de polifendis totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com
agua em balado volumétrico de 25 ml. Dois mililitros desta solugao foram transferidos
com 1 ml de solucao de acido fosfotungstico R (reagente fendlico de folin-ciocalteau)
e 10 ml de agua para um baldo volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com
solucao de carbonato de sddio 14,06%. Apds 15 min da adicdo da ultima solucao
mediu-se a absorvancia a 691 nm, empregando-se a agua como branco. Para
determinagao de polifendis ndo adsorventes (PNA), 10 ml da SM foram transferidos
com 0,100 g de po-de-pele R para um béquer e agitados durante 60 min. Apos, a
solugao foi filtrada. Cinco mililitros do filtrado foram diluidos com agua para 25 ml em
baldao volumétrico. Dois mililitros dessa solucdo foram transferidos com 1 ml de
solugéo de acido fosfotungstico R (reagente fendlico de Folin-Ciocalteau) e 10 ml de
agua para um baldo volumétrico de 25 ml completando-se o volume com solugao de
carbonato de sddio 14,06%. Apos 15 min da adigdo da ultima solugdo mediu-se a
absorvancia a 691 nm, empregando-se a agua como branco. O conjunto de
operagbes (extracao e diluigdes) foi realizado sob protecdo da agédo da luz direta
(GLASL, 1983).

A porcentagem de taninos totais foi calculada segundo as féormulas:
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T 15625.4bs. PNA = 15625.4bs.

1000.m 1000.m
IT=PT-PNA
Onde:
PT =  Polifendis totais (%);
PNA = Polifenéis ndo adsorventes (%);
Abs = Absorvancia medida;
m =  Massa da droga em g;
TT =  Teor de taninos totais (%).

4.5.8 Determinacao do teor de flavondides totais

Colocou-se em baldo de fundo redondo de 100 ml, 0,400 g de droga moida,
exatamente pesados, acrescidos de 1 ml de solugao de urotropina a 0,5%, 20 ml de
acetona R e 2 ml de acido cloridrico R, aquecendo sobre manta de aquecimento,
mantendo sob refluxo, por 30 min. Filtrou-se através de pequena quantidade de
algodao para um baldo volumétrico de 100 ml. Lavou-se o residuo da droga e o
algodao, em balédo de fundo redondo, com duas porgdes de acetona de 20 ml, sob
refluxo, por 10 min. Apds resfriamento a temperatura ambiente, as solu¢des foram
filtradas, através de algodao, para baldo volumétrico de 100 ml, completando-se o
volume com acetona. Em funil de separacao, foram adicionados, 20 ml de solucéo
acetbnica, 20 ml de agua destilada e extraidos com 15 ml de acetato de etila R,
repetindo-se por trés vezes, com porgdes de 10 ml.

As fragdes acetato de etila foram reunidas e lavadas em funil de separagao
com duas por¢cdes de 50 ml de agua destilada e colocadas em baldo volumétrico de

50 ml, completando-se o volume com acetato de etila (solugdo-mae- SM).
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Adicionou-se 1 ml do reagente cloreto de aluminio a 10 ml da SM, diluindo-se
a 25 ml com solucdo metandlica de acido acético R”, denominada de solugéo
amostra SA. Ao mesmo tempo, 10 ml da SM foram diluidos a 25 ml com solugéo
metandlica de acido acético R. Apdés 30 min mediu-se a absorvancia da SA a 425
nm, em cubeta com 1,0 cm de espessura contra solugdo comparativa (SC)
(Deutsches, 1994).

O calculo do teor baseia-se na absorvancia especifica da quercetina,

1%
E = 500, segundo a formula:
1cm

_ Abs.62500
500.e.(100 — t)

Onde:
Abs.= Absorvancia medida;
e = Massa dadrogaemg;

t = Perda por dessecacao (%; p/p);

O resultado é fornecido em percentual (m/m) de flavondéides calculados como

quercetina (C15H1007).

4.6 Preparagao de extratos

'Reagente cloreto de aluminio: 1 g de cloreto de aluminio em baldo volumétrico de 50 ml completar com solugéo
metandlica de acido acético a 98% (Bohme; Hartke, 1981).

“Solugéo metandlica de acido acético R: em baldo volumétrico de 100 ml adicionar 5 ml de acido acético 98% e
completar com metanol (Béhme; Hartke, 1981).
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4.6.1 Extrato total

As cascas secas foram cominuidas em moinho de martelos, empregando-se o
material sem separagao granulométrica. O material vegetal ficou em maceragao por
30 min. Preparou-se o extrato bruto por turbélise em Ultra-turrax®, por 30 min, com
intervalos de 10 min, para que a temperatura ndo excedesse 40 °C. A proporgéo
utilizada foi de 1:10 (m/V), com mistura acetona-agua (7:3; V/V) (MELLO et al.,
1996a). O extrato foi filtrado em pano filtro de nylon com didmetro de poros de 10 um
e algodao, com auxilio de bomba de vacuo. Apds, foi concentrado em evaporador
rotatorio sob presséo reduzida, com temperatura média de 40 °C até completa
eliminagao do solvente organico, congelado e liofilizado, obtendo-se, assim o extrato

total FAA.

4.6.2 Obtencédo da fragdo acetato de etila (FAE)

O extrato total FAA (50 g) foi ressuspendido com agua destilada (500 ml) e
particionado com acetato de etila (500 ml; 10 vezes) (MELLO et al., 1996). As fases
aquosa restante (FA) e acetato de etila (FAE) foram reunidas, concentradas em
evaporador rotatorio sob pressao reduzida até eliminagéo total do solvente orgénico,

congeladas e liofilizadas.

4.7 Métodos cromatograficos
Para a obtencao de fragdes semipurificas e purificadas, foram empregados
diversos métodos cromatograficos, que possibilitaram o isolamento de substancias

quimicas presentes na FAE.
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4.7.1 Cromatografia em coluna (CC)

4.7.1.1 Cromatografia em coluna (CC) da fragédo acetato de etila

A cromatografia em coluna foi usada para fracionar a fracéo acetato de etila
(FAE) (secéo 4.6.2), sendo empregada coluna de vidro (h: 750 mm, ¢ 55 mm)
contendo Sephadex® LH-20 como fase estacionaria. A coluna, apds limpeza
apropriada com acido acético 2%, foi estabilizada com etanol 20%. Aplicaram-se 10
g da fragdo FAE, que foi solubilizada em etanol 20%, no topo da coluna com auxilio
de pipeta de Pasteur. Empregou-se o seguinte esquema de eluentes em proporgéao
volumétrica:

Tabela 1 — Gradiente da fase movel utilizada para CC da fragao acetato de

etila
Fase movel Volume (ml)
Etanol 20 % 1605
Etanol 30 % 1650
Etanol 40 % 1640
Etanol 50 % 4950
Etanol 70 % 4000
Etanol 93,6 ° GL 2150
Metanol/agua (1:1) 2100
Acetona:agua (7:3) 2000

Recolheram-se 10 ml de cada fragdo em tubo de ensaio com fluxo de 1
ml/min. O monitoramento foi realizado através de cromatografia em camada delgada

(CCD) (secao 4.7.2). Obtiveram-se 25 subfragdes que foram reunidas por
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semelhancga, concentradas em evaporador rotatorio sob pressido reduzida até total

eliminacao do solvente orgéanico, congeladas e liofilizadas.

4.7.1.2 Cromatografia em coluna das subfragdes

Algumas das 25 fragdes obtidas a partir da fragcao acetato foram submetidas a
sucessivas cromatografias em colunas (CC) (h: 320 mm, ¢ 30 mm; h: 400 mm, ¢ 25
mm; h: 600 mm, ¢ 15 mm) contendo Sephadex® LH-20, com fluxo de 1,0 mil/min.
Empregou-se a seguinte sequéncia de fase mével: Etanol 10%; Etanol 20%; Etanol
30%, Etanol 40% e Etanol 50%.

O monitoramento dos tubos foi feito através de CCD secao (4.7.2).

4.7.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD das fragbes obtidas em cromatografia em coluna (CC) foi realizada
utilizando-se como fase estacionaria, folhas de aluminio contendo gel de silica 60
Fas4 (Merck®), a fase movel foi acetato de etila/acido formico/agua (90:5:5; V/V).
Apods o desenvolvimento, as placas foram observadas sob luz UV e depois reveladas

com solugao de cloreto férrico a 2% em metanol.

4.7.3 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As substancias isoladas foram inicialmente derivatizadas (seg¢édo 4.8), sendo
em seguida aplicadas na forma de barra em gel de silica PF354 com gesso (Merck®)
sobre placas de vidro (20 x 20 cm), na espessura de 0,75 mm. A fase movel
empregada foi tolueno/acetona (7:3; V/V).

As bandas correspondentes as substancias foram demarcadas sob luz UV,

calculando-se o valor do Rf para cada substancia. Em seguida raspou-se a area e
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solubilizou-se em cloroférmio. Deixou-se em agitador magnético cerca de 10 min.
Filtrou-se em filtro de vidro sinterizado G4, eliminando-se o cloroférmio em
evaporador rotatério sob pressdo reduzida. A amostra foi deixada na capela a
temperatura ambiente para completa eliminagdo do solvente, sendo posteriormente

congelada e liofilizada.

4.7.4 Cromatografia em contra corrente de alta velocidade (CCCAV)

Utilizou-se cromatografo de contra corrente de alta velocidade (pag. 71), com
rotacdo média de 870 rpm e com fluxo de 1 ml/min. O sistema eluente empregado
foi preparado em funil de separagéo com acetato de etila/n-propanol/agua (140:8:80;
V/V). A fase inferior foi utilizada como fase estacionaria e a fase superior como fase
movel. Cada fragdo de 3 ml foi acompanhada por CCD (seg¢do 4.7.2) e os tubos

reunidos, por semelhancga.

4.7.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4751 Condigdes cromatograficas

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

sensibilidade de 0,05 AUFS.
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O sistema eluente utilizado foi metanol: acido acético (pH= 2,2) conforme
gradiente descrito na tabela 2, com velocidade de fluxo de 0,5 ml/min. Todos os

solventes utilizados possuiam grau HPLC.

Tabela 2 - Gradiente da fase movel utilizado na CLAE

Tempo (min) Metanol (%) Ac. acético pH=2,2 (%)

0 0,05 99,95
20 1 99
27 6 94
35 15 85
40 80 20
45 80 20
50 0,05 99,95

4.7.5.2 Analise quantitativa

4.7.5.2.1 Preparagao da solucéo padrao de galocatequina

Para a obtengéo da curva padréao foi preparada solugdo de galocatequina nas
concentragdes de 1,00; 0,50; 0,25; 0,125; 0,0625 mg/ml em mistura metanol:agua
(50:50). As solugdes foram filtradas por membrana de politetraflouretileno (Millipore®
- FHLP01300) de porosidade 0,22 um e, foram aplicados 20 ul no injetor com auxilio
de microsseringa com capacidade de 25 pl.

As areas dos picos correspondentes as substancias foram relacionados com

as respectivas concentracdes, calculando-se as equacbdes das retas através da
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equacao de regressao linear. Os resultados foram expressos pela média de cinco

procedimentos.

47522 Preparo das amostras

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

analise.

47523 Analise de regresséo linear

Empregou-se como padrdo externo uma solucdo metandlica de
galocatequina, com concentragdo de 62,5 ug/ml. As solugbes foram filtradas por
membrana de politetraflouretileno (Millipore, tipo FHLP01300) de porosidade 0,22
um e aplicadas ao injetor cromatografico 20 ul com auxilio de microsseringa com
capacidade de 25 pl. A area do pico referente ao pico da galocatequina foi
determinada por integracao e as concentragdes de galocatequina e epigalocatequina
nas amostras foram calculadas através da curva de regresséao linear definida pela

equacao:

Y=ax+b
Onde:
X = concentragdo da substancia, galocatequina e epigalocatequina na amostra
(mg/ml);
a = intersegao com o eixo x da equacao da reta;
b = coeficiente angular da reta

Y = area do pico da amostra (mV/s)
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Os resultados correspondem a média de cinco injegdes.

47524 Repetibilidade para galocatequina
A solugdo padrdao de galocatequina (0,0625 mg/ml), foi injetada 10 vezes
isoladamente, obtendo-se o valor médio, desvio padrao e o coeficiente de variagao

(CV%).

4.7.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — semi-preparativa

Foi utilizado cromatdgrafo liquido Gilson modelo 321, com injetor manual
Rheodyne e software UniPoint LCNT. Coluna: LichroCart® (250 x 4mm) preenchidas
com LiChrospher® 100 CN com tamanho de particula de 5 um e alga de 20 pul.
Detector de comprimento de onda variavel Gilson UV/VIS 156 e Degaisser 184. A
temperatura do forno para coluna foi de 22 °C e os cromatogramas foram
observados no comprimento de onda de 278 nm.

O sistema eluente utilizado foi isocratico binario, com velocidade de fluxo de
1,0 ml/min, entre acetato de etila e n-hexano (45:55V/V) (PIRETTI et al., 1990).

As amostras foram coletadas manualmente.

4.8 Derivatizagao das substancias isoladas

Para quantidades de até 100 mg de substancia, adicionaram-se 1 ml de
piridina e 1 ml de anidrido acético em balao de fundo redondo de 100 ml. Deixou-se
em repouso por 24 h. Apds, colocou-se gelo picado interna e externamente ao
baldo, deixando em repouso por 2 h. Filtrou-se sob pressao reduzida através de funil
de vidro sinterizado G3 e a substancia acetilada foi lavada com agua até completa

eliminacdo da piridina. Solubilizou-se a substancia acetilada em cloroférmio ou
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acetona e fez-se retirada do solvente em evaporador rotatério de forma sucessiva
até total eliminacao da piridina. Transferiu-se para um frasco e colocou-se na capela
a temperatura ambiente para total eliminacdo do solvente. Apds, a substancia foi

congelada e liofilizada.

4.9 Analise estrutural das substancias isoladas

Foi realizada através de métodos espectroscopicos de ressonancia magnética

nuclear (RMN) 1D ('H, 13C), 2D (1H/1H COSY, HETCOR e HETCOR-LR),
empregando-se solventes deuterados (CD3;0D e CDCIs) e espectrometria de massas
(EM). Os espectros das substancias foram obtidos no Departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Maringa e foram analisados e comparados com dados da
literatura. Os espectros de massas foram obtidos junto ao Instituto de Quimica

Organica da Universidade de Munster, Alemanha.

4.10 Hidrdlise de dimeros

4.10.1 Unidade superior

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

pelargonidina como substancia referéncia (MELLO et al., 1996a).

410.2 Unidade inferior

Colocou-se 1 mg da substancia livre (ndo acetilada) em 2 ml de solugao de
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HCI 0,1 N em etanol. Deixou-se em banho-maria a 60 °C por 15 min. Conseguiu-se
a identificacdo através de CCD como descrito na secao 4.7.2 em comparagao com

substancia referéncia (MELLO et al., 1996a).

4.11 Rotagao otica (polarimetria)
A determinagdo da rotagdo 6tica ([af)") da substancia acetilada sucedeu-se

empregando acetona (grau espectroscépico) a 20 °C. Para a determinagao do valor,

empregou-se a equagao:

200 100.a
[a]D TG

a = rotagao otica obtida em graus a 20 £ 0,5 °C
[ = comprimento da cubeta do polarimetro em dm

¢ =concentragao
4.12 Ensaios biolégicos

4.12.1 Atividade antimicrobiana

As bactérias utilizadas foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus
subtilis (ATCC 6623), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Escherichia coli
(ATCC 25922) e os antibacterianos de referéncia foram penicilina, vancomicina para
Gram positivos e tetraciclina para Gram negativos.

As leveduras utilizadas foram Candida albicans, Candida krusei, Candida

parapsilosis e Candida tropicalis e o antifungico de referéncia foi a nistatina.
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41211 Padronizacao da suspensao bacteriana

A suspensdao bacteriana foi padronizada adicionando gotas de uma cultura de
24 h em um tubo contendo solugao salina até a obtengdo de uma turvagéao igual a
encontrada na escala de Mc Farland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml).
Posteriormente realizou-se uma diluicdo 1/10 em tubo eppendorf, obtendo-se uma

suspens3o de 10" UFC/ml.

4.121.2 Padronizacao da suspenséao da levedura

A suspensao de levedura foi padronizada adicionando-se gotas de uma
cultura de 24 h, num tubo contendo salina estéril até atingir uma turvacéao igual a
encontrada em um tubo contendo suspensio salina até a obtencéo escala de Mac
Farland (aproximadamente 1-5 X 10°UFC/ml). Posteriormente realizou-se uma

diluicdo 1/100 em tubo eppendorf, obtendo-se uma suspensao de 10* UFC/m.

4.12.1.3 Determinagcéo da concentragao inibitéria minima (CIM) através
do método da diluicao em placasAs fragdes e substancias a serem testadas, foram
solubilizadas em agua (20 mg/ml) e diluidas (1:10) em caldo Mueller-Hinton (CMH),
resultando numa solugao 2 mg/ml (Solugao Teste - ST). Em uma placa de 96 pogos
foram adicionados 100 yl de CMH em cada pogo. Um volume de 100 ul de ST foi
adicionado aos pogcos da primeira fileira. Fez-se entdo a diluigdo seriada
homogeneizando e transferindo 100 ul da primeira fileira até a sétima, resultando
nas respectivas concentragdes: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,625 ug/ml. A
oitava fileira foi utilizada como controle, sem ST. Em seguida, a todos os po¢os,
foram adicionados 5 ul da suspensao de microrganismos previamente padronizada,

e a placa foi incubada a 37 °C durante 24 h. A inibicdo de crescimento foi
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evidenciada pela auséncia de crescimento microbiano no meio, utilizando solucéo
aquosa de cloreto de trifinil tetrazdlio a 2% (TTC) para facilitar a visualizagéo.
Determinou-se, entao, a CIM, ou seja, a menor concentragao da ST capaz de inibir o
crescimento microbiano in vitro. Para a determinacdo da concentragdo bactericida
minima (CBM), as diluicdes que nao resultaram em crescimento na CIM e duas
diluicdes posteriores foram utilizadas semeando-as em agar Mueller-Hinton (AMH),
comprovando-se, assim, a atividade bactericida

O mesmo procedimento foi realizado para determinacdo da concentracao
inibitéria minima das leveduras. Nesse caso, o caldo e o meio de cultura adequados
para realizagcdo da subcultura, onde determinou-se a concentragdo fungicida
minima, foi o Sabouraud, pois esse contém os nutrientes necessarios para o
crescimento da levedura. O tempo de incubagdo para a leitura foi de 48 h

(NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2000).

412.2 Atividade cicatrizante

4.12.21 Animais

Foram utilizados ratos machos adultos, da linhagem Wistar (Rattus
novergicus albinus), pesando entre 180 a 200 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Morfofisiolégicas por 3
dias antes do procedimento experimental, para habituacdo sob condi¢cdes de
temperatura 20 °C, ciclo de claro/escuro de 12 h, com agua e ragdo ad libitum.
(Comité de ética em experimentacédo animal da Universidade Estadual de Maringd)

4.12.2.2 Procedimento experimental
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Inicialmente os animais foram anestesiados com éter etilico, tendo em
seguida, cada um deles seu dorso depilado, procedendo-se entdo a tricotomia da
superficie dorsal. Com o auxilio de um delimitador metalico de 7 mm? de diametro,
foram realizadas duas demarcacdes, uma do lado direito da linha mediana e a outra
do lado esquerdo. Em seguida a pele (derme e epiderme), das areas marcadas, foi
cortada e removida. As feridas foram entao, lavadas com solucdo salina e medidas
com paquimetro. Os animais foram divididos em trés grupos de cinco animais cada,
sendo mantidos em gaiolas individuais para o tratamento.

Em todos os animais, a ferida do lado direito foi considerada controle e a do
lado esquerdo tratada.

A partir de 24 h apds a incisao, diariamente, as feridas controle foram tratadas
com uma pomada de base inécua (base de Beeler), e as feridas do lado esquerdo
foram tratadas com uma pomada contendo extrato de Stryphnodendron polyphyllum
a2,5%.

Os sacrificios foram realizados 4, 7 e 10 dias apds o inicio do tratamento.
Duas horas antes do sacrificio dos animais, injetou-se intraperitonealmente 1,0
mg/kg de sulfato de vincristina (Oncovin Lilly®).

Para a coleta do material, os animais foram eutanasiados com éter etilico. As
feridas foram medidas novamente, e a superficie dorsal da pele contendo as feridas
foi removida e fixada em solugcdo de Bouin por 24 h. Em seguida as feridas foram
cortadas ao meio e cada metade foi processada para inclusdo em parafina.

Foram feitos cortes semi-seriados de 4 um a partir da margem cortada. Os
cortes foram corados com hematoxilina e eosina (H&E).

Uma vez obtidos os cortes histologicos, foi realizada a analise da proliferagao

celular epitelial.
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4.12.2.3 Morfometria das feridas
As medidas dos maiores eixos transversal e longitudinal das feridas foram
obtidas no dia em que as feridas foram confeccionadas e no dia do sacrificio. As

medidas foram tomadas com paquimetro, sempre pelo mesmo analista.

41224 Analise da proliferacao celular epitelial

Para analise da proliferacao celular da epiderme, foram contadas as células
epiteliais bloqueadas em metéfase, nas camadas basal e supra basal. As contagens
foram feitas em 40 campos microscopicos, com objetiva de 40x, em microscopio
Olympus BX40, utilizando-se uma régua de 250 um acoplada a ocular de 10X. Os
resultados foram expressos pelo numero de metafases/10mm.

Nao foram consideradas as metafases de eventuais foliculos pilosos em

formacgéao, nas margens das feridas.

412.2.5 Analise estatistica

Os resultados experimentais foram analisados pelo teste t.

412.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato bruto, fracdo acetato de etila, fragao
aquosa, assim como de algumas subfracées F1, F2 ,F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9 e
substancias isoladas galocatequina, epigalocatequina e fisetinidol-(4a—8)-
galocatequina, foram avaliadas por CCD (segéo 4.7.2), tendo como sistema eluente
butanol: acido acético: agua (3:1:1; V/V). Nebulizou-se o cromatograma com solugao

de 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) a 0,2% em metanol. Aplicou-se o equivalente a
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100 pug dos extratos e subfragdes e 10 ug das substancias isoladas. Os padrbes

utilizados foram quercetina, acido galico, rutina e astilbina a 10 ug/5ul.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Analise botanica

O cerrado é a segunda maior formagédo vegetal brasileira. Estendia-se
originalmente por uma area de 2 milhdes de km?, abrangendo dez estados do Brasil
Central. Hoje, restam apenas 20% desse total, sendo o ecossistema brasileiro que
mais alteragdes sofreu com a ocupacgao humana (fig. 15).

Tipico de regibes tropicais, o cerrado apresenta duas estagbes bem
marcadas: inverno seco e verdo chuvoso. Com solo de savana tropical, que abriga
pequenas arvores de troncos torcidos e recurvados e de folhas grossas, esparsas
em meio a uma vegetacao rala e rasteira, misturando-se, as vezes, com campos

limpos ou matas de arvores nao muito altas que séo o cerradéao.

B cerrado i

Fante; EMBEAPA

Figura 15 — Cerrado brasileiro
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Devida a sua localizacdo, o cerrado, compartilha espécimes com a maioria
dos biomas brasileiros (floresta amazodnica, caatinga e floresta atlantica), devido a
este fato possui uma biodiversidade riquissima, pode-se estima-la como sendo
constituida por cerca de 3000 espécies, sendo que 1000 delas do estrato arboreo-
arbustivo e 2000 do herbaceo subarbustivo. Contudo devido ao alto grau de
endemismo, cerca de 45% de suas espécies sao exclusivas. Como umas das
familias de maior concentragdo destaca-se a Leguminosae, entre as lenhosas,
estando o género Stryphnodendron presente na flora caracteristica do cerrado.

Segundo Occhioni (1990), o género Stryphnodendron compreende
atualmente 32 taxa, sendo 29 espécies, 1 subespécie e 2 variedades, subdivididas
em 2 secgbes, com distribuicdo geografica e habitos bastante caracteristicos. Na
divisdo realizada por este autor, no taxa arbustivo caracteristico de campos e
cerrados do Brasil Central, Minas Gerais e Sao Paulo, foram descritos as espécies:
S. rotundifolium Mart., S. obovatum Benth., S. goyazense Taub., S adstringens
(Mart.) Coville. A espécie S. polyphyllum Mart. foi descrita com ocorréncia tipica das
matas da Serra da Mantiqueira, Estado do Rio de Janeiro.

Stryphnodendron polyphyllum Mart. € uma espécie vegetal presente no bioma
cerrado central do Brasil, com distribuicdo observada in loco de Abadia de Goias,
Goias a Araguari, Minas Gerais, Brasil.

Esta mudanca fitogeografica em relagao a descrita na literatura foi observada
em excursao botanica realizada para fins de coleta e producéo de exsicatas no inicio
deste trabalho, tendo sido percorrido um trajeto de aproximadamente 1000 km entre
Maringa/PR e Abadia de Goias/GO. Nesta excursdo botanica foi possivel ainda
delimitar uma area geografica com presenga concomitante de Stryphnodendron

polyphyllum Mart. e Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville convivendo na
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mesma paisagem geografica entre Abadia de Goias (GO) e Araguari (MG). Porém a
partir da cidade de AraguariMG n&o foi mais verificada a presenca de S.
polyphyllum Mart. e sim da espécie S. obovatum Benth. em convivéncia com S.
adstringens (Mart.) Coville. Em nenhum momento de nossa excursao foi observado
a presencga de S. polyphyllum Mart. e S obovatum Benth. na mesma area geografica.

Este tipo de correlagao fitogeografica das espécies, também foi observada por
Silva et al. (2002) em seu levantamento fitossocioldgico e floristico de duas areas de
cerrado sensu stricto no Parque Estadual da Serra de Caldas Novas, Goias; onde foi
registrado e avaliado as espécies arbéreas e arbustivas da area de cerrado, tendo
sido relatado a presencga de S. polyphyllum Mart. e S. adstringens (Mart.) Coville.

A fitogeografia das espécies de Stryphnodendron em areas de cerrados, nao
estd bem definida, mas em estudo realizado em Altinépolis/SP observou-se a
presenca de S. obovatum Benth. e S. adstringens Mart., sem a presenga de nenhum
exemplar de S. polyphyllum Mart., o mesmo verificado em areas de cerrado no
estado do Parana’.

Talvez esta delimitacdo geografica se deva ao tipo de solo da regido do
cerrado central (Goias), onde foi presenciada a espécie Stryphnodendron
polyphyllum Mart. que compreende solo savanico tropical com alta concentragdo de
ferro e aluminio e baixo indice de nutrientes. Além disso, grande parte das areas de
cerrado ja nao possui mais a cobertura vegetal original, sendo atualmente ocupada
por paisagens antrépicas. Mitermeier et al. (1999), estimaram que 67% das areas de
cerrado sao consideradas como “altamente modificadas” e apenas 20% encontram-
se em seu estado original. Mesmo areas ainda cobertas de paisagem natural,

sofrem consequentemente os efeitos da poluicdo dos recursos hidricos, agrotéxicos,

’ Comunicagéao pessoal Dr. Jodao Carlos Palazzo de Mello
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erosao, assoreamento, plantas e animais invasores, extrativismo vegetal e animal
predatério, fatores estes decorrentes da industrializacido desenfreada e da falta de
consciéncia preservacionista (REATTO et al., 1998).

Existe uma crescente procura no mercado interno e externo por plantas
brasileiras, porém, o despreparo dos extrativistas ndao tem conseguido oferecer
plantas com padrédo na qualidade e regularidade que o mercado demanda. Os
extrativistas conhecem as plantas apenas pelo seu nome popular e, como ele varia
de regiao para regido, muitas drogas chamadas pelo mesmo nome sao obtidas a
partir de espécies distintas de plantas. Assim, para assegurar a qualidade de um
produto fitoterapico (erva rasurada, extrato fluido, tintura, entre outros) se faz mister
a correta identificagdo botanica da espécie vegetal empregada como matéria-prima,
bem como a distingdo entre as espécies por parametros anatémicos e morfoldgicos.

A descricdo macroscopica das cascas do género Stryphnodendron, nao
permite uma identificacdo entre as espécies, pois se apresentam recuadas no
sentido transversal, com coloragao parda esverdeada na superficie externa e pardo-
avermelhada na superficie interna, porém com a analise das folhas pode-se obter
algumas informagdes para a distingado entre elas. Uma caracteristica macroscopica
das folhas de S. polyphyllum Mart. € a pubescéncia (presenga de tricomas)
permitindo diferencia-la de S. adstringens (Mart.) Coville (folhas glabra em ambas as
faces, membranosas e grande) e de S. obovatum Benth. (folha com face superior
glabra, inferior com nervura central unilateralmente barbada na base e miuda).
Quanto a coloragéo, devido a folhas de S. polyphyllum Mart. serem densamente
pubescente, a coloragéo se torna verde musgo em ambas as faces, diferentemente
de S. adstringens (Mart.) Coville e S. obovatum Benth. que apresentam coloragéo

dispar na face superior e inferior (tonalidade mais clara) (fig. 16).
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Foto; J.C.P. de Mello

Figura 16 — Aspectos macroscépicos das folhas: A) S. adstringens (Mart.)

Coville; B) S. polyphyllum Mart.; C) S. obovatum Bent

A analise anatbmica mostrou as principais estruturas das cascas do
Stryphnodendron polyphyllum Mart., que foram comparadas com as caracteristicas
de S. adstringens (Mart.) Coville, descritas em detalhes morfoldgicos pela primeira
vez por Oliveira e Akisue (1989), sendo abordadas em mais detalhes recentemente
por Toledo (2002).

Devido a grande dificuldade de se obter cortes viaveis para a analise, este
processo envolveu técnicas de corte diferenciado tanto a mao livre como com auxilio
de micrétomo. Dessa forma foi possivel avaliar a composi¢céo quimica dos tecidos de

acordo com a aplicagdo do corante com visualizacdo e diferenciagdo entre lignina,
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celulose ou suberina. Pode-se ainda identificar os tecidos vegetais descritos na
Farmacopéia (1959), em Oliveira e Akisue (1989) e em Toledo (2002) para S.
adstringens (Mart.) Coville.

O felogénio e suas derivadas feloderma e suber, que constituem a periderme
podem ser observadas na figura 17.

Apesar da dificil separacdo entre o felogénio e o feloderma, foi possivel
caracterizar os estratos de células iniciais que constituem o felogénio, com aspecto
retangular, radialmente achatadas e enfileiradas, com paredes delgadas e lume
claro. A feloderme é caracterizada por células alongadas com paredes finas néo
lignificadas. O suber, externamente ao felogénio, tem a parede interna recoberta por
lamelas de suberina, substancia que confere impermeabilidade a agua e ao ar (fig.
18), suas células sdo grandes, arredondadas e aparentemente sobrepostas. O
ritidoma presente evidéncia que o exemplar de Stryphnodendron polyphyllum Mart.
apresenta-se em idade adulta cujo crescimento secundario alcangou diversos ciclos,
evidenciado pelo desprendimento da casca mais velha.

O parénquima cortical (fig. 19) é constituido por células mais arredondadas,
com parede celular menos espessada e celuldsica, sendo observados gréos de
amido no interior da célula, que caracterizam o parénquima de reserva.

No parénquima cortical, observa-se ainda, um grande numero de células
esclerenquimaticas (fig. 20), facilmente distinguidas por sua forma, tamanho e
bordas espessas. Essas células sdo dotadas de paredes secundarias espessadas
com lignina e sao importantes na fungéo de sustentagdo do vegetal.

Em todo o parénquima cortical é visto, isoladamente ou em grupos, células
com conteudo pardo (fig. 21), que ainda ndo foram completamente elucidadas em

sua composig¢ao, sendo possivelmente resinas. Segundo Toledo (2002), as células
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de conteudo pardo, poderiam ser idioblastos taniferos, que guardariam grande
quantidade de compostos fendlicos, ajudando a explicar o alto teor de taninos
presente nas cascas do género Stryphnodendron.

No corte transversal da casca na regido floematica (fig. 22), observa-se que
as fibras do floema estdo dispostas em grupos (raio floematico), evidenciados pela
safranina. No corte longitudinal (fig. 23), observa-se nas fibras floematicas a placa
crivada, caracteristica do tecido condutor e os raios medulares, corados pelo
safrablau. No trabalho realizado por Toledo (2002) com S. adstringens (Mart.)
Coville, foi descrito ao longo das fibras floematicas a presencga de cristais prismaticos
(monocristais), formando uma bainha cristalifera. Estas observagdes nao foram
verificadas em S. polyphyllum Mart. nos cortes em estudo, sugerindo uma possivel

distincdo anatémica entre as espécies.
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Figura 18 — Periderme: no detalhe suber
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Figura 20 — Caule: parénquima cortical
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Idioblasto com conteudo pardo

Rain

Céulas condutoras do
floema

Raios medulares

Figura 23 — Caule: parénquiam cortical -corte longitudinal da regido floematica
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5.2 Caracterizagdao da matéria-prima e controle de qualidade

A avaliagdo botanica ndo assegura por si sé a constancia do efeito
terapéutico, a eficacia do vegetal esta ligada a sua composi¢ao quimica. As plantas
sofrem influéncias do meio e estas podem traduzir-se em alteragdes qualitativas e
quantitativas dos seus constituintes quimicos, sendo imprescindivel considerar
fatores de clima, solo, estagio vegetativo, para o controle de qualidade da matéria-
prima vegetal (MELLO, 1989).

Até recentemente, poucos medicamentos naturais haviam sido estudados
cientificamente visando o controle de qualidade, a eficacia e a seguranga. O crescente
interesse das grandes industrias farmacéuticas pelo mercado de fitoterapicos
certamente ira resultar, a curto e médio prazo, em melhoria substancial da qualidade
desses produtos, bem como na confirmagdo da eficacia clinica e seguranga dos
mesmos.

Como é de se esperar, a qualidade e a disponibilidade dos medicamentos
fitoterapicos sao fatores problematicos, fato que nédo é observado em relagao aos
sintéticos. Assim, alguns parametros essenciais para a qualidade das matérias-primas
vegetais podem variar, dependendo da procedéncia do material. As variagoes,
principalmente na composi¢gdo quimica e, em alguns casos na pureza e mesmo has
caracteristicas fenotipicas ressaltam a importancia dos estudos de caracterizacao
farmacognéstica, correlacionados com atividade farmacoldgica. Por isso a origem
geografica exata e as condicbes de cultivo, estagio de desenvolvimento, coleta,
secagem e armazenamento, bem como de tratamentos com agrotéxicos,
descontaminantes e conservantes devem se conhecidos (BRITISH, 1996).

A caracterizagédo da droga vegetal passa por inumeras determinagdes para se

estabelecer valores ou faixas que permitam a quantificagdo da droga antes do
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preparo do medicamento. Diversos métodos quimicos, fisicos e fisico-quimicos
como cromatografia em camada delgada, determinagado da perda por dessecacgéo,
determinagao do teor de extrativos e a quantificagdo do teor de substancias ativas
ou mesmo as substancias marcadoras, também s&o utilizadas a fim de caracterizar e
padronizar o material vegetal ou mesmo seus extratos.

Para se obter um perfil de controle de qualidade para Stryphnodendron
polyphyllum Mart., foram analisadas amostras coletadas nos periodos de outono e
verdo de 2002. Estes periodos foram estabelecidos devido a fenologia da espécie
vegetal, que floresce em meados do novembro.

A avaliacao do teor de umidade presente nas cascas de S. polyphyllum Mart. foi
determinada através da perda por secagem e da perda por dessecacdo. A presenca de
agua em excesso, em drogas vegetais, promove o crescimento de bactérias, fungos ou
insetos e hidrélise de constituintes. Por essa razao, limites de agua séao descritos para
drogas vegetais, especialmente para aquelas que facilmente absorvem &gua ou
aquelas na qual a deteriorizagao € promovida pela presenga de agua em excesso, visto
que este fato impede o armazenamento por tempo prolongado (CARDOSO, 2002).

O processo de secagem transcorreu por um periodo de 11 dias, sendo realizado
a temperatura ambiente (25 + 3 °C) com a droga vegetal fresca. O valor médio para as
determinagdes foi de 33,87%. Nao foi verificada significancia no teor de umidade na
droga fresca, entre coletas, demonstrando ndo haver relagdo quanto ao indice
pluviométrico e as datas das coletas.

A perda por dessecacao (tab. 3) foi realizada com a droga seca e moida,
determinando-se o teor de umidade residual. Este parametro é fundamental para se
determinar a estabilidade da droga frente ao periodo de armazenamento. A monografia

existente na Farmacopéia (1959), preconiza, umidade maxima de 15% para S.
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adstringens (Mart.) Coville. Audi et al. (2003), apontaram como sendo um fator de
extrema importancia para o controle de qualidade a determinagao da umidade, que na
avaliagdo sazonal das cascas de S. adstringens (Mart.) Coville foi de 15,41, 13,93,
14,83, 14,02%, para outono, inverno, primavera e verao, respectivamente.

Sanches et al. (2002), estabeleceram para as cascas de S. obovatum Benth. o
teor de umidade de (PPD) 12,80% para a droga seca e (PPS) 42,62% para a droga

fresca na matéria-prima colhida do verao.

Tabela 3 — Perda por dessecagéo do pé das cascas de S. polyphyllum Mart. (n= 5)

AMOSTRA UMIDADE (%) DP CV%
Outono 13,45 0,39 2,94
Veréao 14,70 0,25 1,74

Os resultados da perda por dessecagao para S. polyphyllum Mart., em ambos
periodos de analise, estdo dentro dos limites farmacopéicos de agua para drogas
vegetais, que variam de 8 a 14% para a droga seca, com poucas excegoes
especificadas nas monografias (FARIAS, 2002). Com relagdo a massa seca, nao houve
diferenga significativa entre os dados de coletas, isto porém nao implica na
uniformidade do conteudo quimico das cascas do vegetal (fig. 24).

Durante o processo de secagem, concluiu-se, que as cascas do vegetal,
conservam melhores as caracteristicas organolépticas e quimicas, quando
estabilizadas a temperatura ambiente (25 + 3 °C) e conservadas ao abrigo da luz.
Quanto a umidade residual da droga cominuida seca, determinou-se, maior seguranca
frente ao tempo de armazenamento, quando esta & acondicionada em barrilete de

papelao, com auséncia de luz em ambiente seco.
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Figura 24 — Perda por secagem (PPS) e perda por dessecagao (PPD) estabelecida em

relacéo a 100% de droga vegetal

A distribuicdo granulométrica € um fator importante na obtengdo de um extrato,
ja que uma maior ou menor extragdo esta intimamente relacionada com a area de
superficie e dimensdes das particulas em contato com o liquido extrator (CARDOSO,
2002).

A figura 25, que representa a curva de distribuigdo granulométrica da droga
rasurada, mostra que a maior porcentagem de particulas encontra-se numa faixa

granulométrica que varia de 0,450 a 0,250 mm.
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Figura 25 — Curva de distribuicdo granulométrica da droga

A figura 26, representa as curvas caracteristicas de retengdo e passagem da
droga rasurada através da andlise granulométrica por tamisagdo, empregando-se 0s
dados fornecidos pela tabela 4. O didmetro médio, calculado graficamente a partir do

ponto de intersecgao das retas foi de 0,46 mm.
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Tabela 4 - Analise granulométrica por tamisagdo das cascas de S. polyphyllum

Mart., rasuradas por moinho de martelos

Abertura de Classe Abertura Fragao Fracgao retida Fragao
malha granulométrica média Residuo acumulada passagem
M (mm) m min — m max M F FR P
(mm) (mm) (%) (%) (%)
0,840 0,84 — 1,00 0,920 16,75 16,75 83,25
0,420 0,42-0,84 0,630 31,47 48,22 51,78
0,250 0,25-0,42 0,335 18,16 66,38 33,62
0,177 0,177 -0,25 0,213 12,03 78,41 21,59
0,149 0,149 - 0,177 0,163 3,81 82,22 17,78
Coletor 0,00 - 0,149 0,075 17,78 100 0,00
100 -
90 -
80 +
£ 70 -
é 60 - 46
9 50 - —&— Retencgio
E —l— Passagem
o 40 -
5 30
20 +
10 -

0,84 042 025

0,177 0,149 coletor

Abertura de malha (mm)

Figura 26 — Curvas acumulativas de retencao e passagem apds tamisagao da matéria-

prima vegetal
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A faixa de distribuicdo granulométrica para as cascas de S. polyphyllum Mart.
mostra-se homogénea, o que favorece a extragao exaustiva do principio ativo da droga.
Em estudo realizado com S. adstringens (Mart.) Coville o diametro médio das particulas
foi de 0,440 mm, sugerindo distribuicao de classe homogénea (AUDI et al., 2003).

A determinacdo do teor de extrativos de uma droga é parametro que permite
visualizar a capacidade de um determinado liquido extrator retirar substancias
presentes na mesma, sob condigbes especificas. Pode ser utilizado etanol, agua,
metanol ou acetona, entre outros; entretanto somente os dois primeiros ou nas
misturas, sao freqlientemente preconizados em farmacopéias. Na avaliacao do teor de
extrativos das cascas de S. polyphyllum Mart., no entanto, procurou-se estabelecer,
como parametro de avaliagcéo, o uso de diferentes liquidos extratores com o intuito de
determinar o melhor rendimento, objetivando a producdo de extrato para analise
fitoquimica e para a realizagdo de testes bioldgicos, entre eles: antimicrobianos e
cicatrizantes (tab. 5).

Em relagado a coleta de outono, o teor de extrativos foi signifitivamente menor
gue o determinado na coleta de verao. Este dado se deve, provavelmente, pelo fato do
vegetal se encontrar no veréao, em florada, no auge de sua atividade metabdlica.

A agua como liquido extrator, original da técnica, foi o que apresentou o pior
resultado de extragao (27,93% no outono e 34,48% no veréo), resultado superior ao de
Sanches et al. (2002) para S. obovatum Benth. que foi de 28,63% para as cascas do

vegetal colhidas no verio.



Tabela 5 — Teor de extrativos obtidos a partir das cascas de S. polyphyllum Mart. [x +

DP (CV%)]

Solvente (V/IV)

Outono (%)

Verao (%)

Agua

27,93 + 0,56 (1,99)

34,48 + 0,50 (1,46)

Acetona:agua (7:3)

30,92 £ 1,23 (3,98)

40,79 £ 2,00 (4,93)

Acetona:agua (1:1)

Metanol:agua (1:1) 31,47 £ 0,58 (1,86) 38,50 + 1,92 (4,98)

( (
30,24 + 0,56 (1,85) 43,50 + 0,41 (0,94)

( (

( (

Etanol:agua (1:1) 31,60 £0,47 (1,51) 40,79 £1,79 (2,86)

Embora as misturas etanol:agua e metanol:agua tenham apresentado uma
extracdo qualitativamente equivalentes a extracdo produzida pela mistura
acetona:agua, o solvente de escolha foi acetona:agua para a preparagado dos
extratos, pois 0 uso da acetona promove o bloqueio da associagao tanino-proteina,
tornando assim a extracao quantitativamente maior (MELLO; SANTOS, 2002).

Na anadlise preliminar das cascas para detecgao de taninos, todo o screening
realizado monstrou-se positivo (tab. 6). A positividade para taninos pode ser uma
explicacdo quanto ao uso popular das cascas do barbatimao, indicando uma explicacao

para a agao farmacoldgica do vegetal.

Tabela 6 — Reacgbes qualitativas para taninos

Reacao com Gelatina ++
Reacao com Sais de Ferro +++
Reacao com Acetato de Chumbo +
Reacao com Cianeto de Potassio ++
Reacao com Vanilina Cloridrica +

Reacao de Stiasny

Taninos condensados ++++

Taninos hidrolisaveis ++
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Devido a presenca de substancias polifendlicas, utilizou-se o método de Folin-
Ciocalteau para doseamento dos taninos totais. Varios outros métodos, baseados nas
propriedades redutoras, tém sido propostos, tais como os métodos baseados na
precipitacdo de taninos com sais metalicos e alcaldides, que sédo de facil e rapida
execucao, porém sao inespecificos, sendo os resultados influenciados por outros
constituintes da droga vegetal (ANDRADE, 1996).

O método de Folin-Ciocalteau baseia-se na associag¢ao dos taninos as proteinas,
0 que o torna mais especifico, pois, trata-se de um método espectrofotométrico que
determina a intensidade da coloracdo azul formada pela redugdo do acido
fosfotungstico com compostos fendlicos. Essa reagéo, por néo ser especifica, necessita
da adicdo do pd de pele em etapa posterior. Assim a complexacdo tanino-proteina
torna o método seguro, sendo adotado pela Farmacopéia Européia (1997). Os
resultados da determinacao dos taninos totais encontram-se na tabela 7.

Tabela 7— Teor de taninos presentes nas cascas de S. polyphyllum Mart.

AMOSTRA TEOR (%) DP CV (%)
Outono 10,70 0,42 3,90
Veréo 19,51 0,54 2,79

A analise dos resultados do doseamento do teor de taninos totais, demonstra,
através da analise de variancia, diferenca significativa entre as coletas. O teor de
taninos encontrado nas cascas da coleta de verdo, demonstra maior sintese de
substancias polifendlicas pela planta nesse periodo, indicando ser, nesse caso, a
melhor época para se coletar o S. polyphyllum Mart.

De acordo com Toledo et al. (1998), as melhores épocas de coleta de S.

adstringens (Mart.) Coville seriam, respectivamente, o outono e inverno. Nessas
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estacdes, as cascas apresentaram um teor de taninos totais na ordem de 22,59 e
20,51% contra 20,99 e 19,21% na primavera e verao, respectivamente.

Sanches et al. (2002), determinaram o teor de taninos totais presentes nas
cascas de S. obovatum Benth. como sendo de 15,03% no veréo.

A figura 27 estabelece uma comparacéao entre S. polyphyllum Mart., S. obovatum
Benth. e S. adstringens (Mart.) Coville, com relacéo ao teor de taninos das cascas do
vegetal colhida na estacdo de verdo. No confronto dos dados de coletas de S.
polyphyllum Mart. com os descritos na literatura, foi possivel estabelecer a presenga de
maior quantidade de taninos nas cascas de S. polyphyllum Mart. no verao, em relagao
a mesma época de coleta nas cascas de S. obovatum Benth. e S. adstringens (Mart.)
Coville. Porém, um melhor perfil, depende de acompanhamento de coleta sazonal,
onde seria possivel estabelecer critérios para definir o conteddo minimo e maximo de
taninos para a espécie, além de outras consideracoes, tais como: relacdo do teor de
taninos com o teor de extrativos, indice de umidade e perda por dessecacao.

A comparacgdo dos resultados obtidos no ensaio de teor de extrativos, permite
inferir que o teor de taninos totais esta relacionado com este critério de qualidade (fig.
28), visto que o teor de taninos aumentou de maneira proporcional ao aumento de

substancias extraiveis, determinadas pelo teor de extrativos.
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Figura 27 — Teor de taninos totais das cascas em coletas realizadas no verao para S.

polyphyllum Mart., S. obovatum Benth. e S. adstringens (Mart.) Coville
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Figura 28 — Relagao entre teor de extrativos e teor de taninos totais das cascas de S.

polyphyllum Mart.
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Golgalves et. al. (2001), determinaram os teores de taninos das cascas de cinco
leguminosas arboreas, Acacia mangium Willd., Albizia guachapele (Kunth) Dugand,
Mimosa caesalpiniaefolia, Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr. e Samanea
saman (Jacq.) Merr. pelo método de Stiasny. O valor mais expressivo foi para
Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr. com 16,2%. A Farmacopéia Brasileira
(1959) estipula um teor minimo de 20% de taninos para as cascas de S. adstringens
(Mart.) Coville. Recentemente, Toledo et al. (1998) com as cascas de S. astringens
(Mart.) Coville e Sanches et al. (2002) com S. obovatum Benth. obtiveram valores
préoximos aos descritos no codigo oficial.

As aplicagbes industriais para os taninos vegetais, na industria de curtimento de
couro e na fabricagcao de resinas, e suas propriedades farmacoldgicas: empregada em
casos de inflamagdes, infecgdes e, como cicatrizante, justificam o estudo sobre o teor
de polifendis em diferentes espécies vegetais. Além disso, os taninos condensados
constituem mais de 90% da producdo mundial de taninos comerciais, ultrapassando a
faixa de 350.000 t/ano (GUANGCHENG et al., 1991).

A determinacédo do teor de flavondides foi outro parametro avaliado em S.
polyphyllum Mart., pois os flavonodides possuem a mesma rota biogenética que os
taninos, assim, a sua presenca e concentracdo sdo importantes, para a analise do
comportamento de producdo de substancias polifenélicas e para o controle de
qualidade do vegetal.

No doseamento de flavondides, foi no verdo que ocorreu maior sintese desse

grupamento quimico, como mostra a tabela 8.
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Tabela 8 — Teor de flavonodides presentes nas cascas de S. polyphyllum Mart.

AMOSTRA TEOR (%) DP CV (%)
Outono 0,573 0,013 2,22
Veréo 0,650 0,023 3,60

A presenga de flavondides nas cascas de S. polyphyllum Mart. foi superior a
encontrada por Toledo et al. (1998) nas cascas de S. adstringens (Mart.) Coville com
valores de 0,12, 0,053, 0,062, 0,00%, respectivamente, para coletas realizadas no
outono, inverno, primavera e verao.

Essa determinagdo nao implica que essas substancias produzam a agao
farmacologica estudada, porém servem de parametro para as demais analises
realizadas (substéncia marcadora - RDC n° 17/2000 ANVISA) (BRASIL, 2000).

Com os parametros avaliados neste estudo foi possivel tragar um perfil de
qualidade para S. polyphyllum Mart. A determinacdao da melhor época de coleta
corresponde neste caso ao verdo, onde o material vegetal avaliado apresentou
resultados significativamente melhores do ponto de vista tecnoldégico para a produgao
de fitoterapico, do que aqueles encontrados no periodo de outono. No entanto, vale
ressaltar, que para a conclusao do perfil de qualidade de S. polyphyllum Mart. se faz
necessario a analise da matéria-prima vegetal coletada nas estagdes de primavera e
inverno e por um periodo maior de tempo, como observado para o Ginkgo biloba L.
(STICHER, 1993). E necessario, ainda, a comparagdo destes parametros com material

vegetal proveniente de outras localidades.
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5.3 Andlise quimica

A pesquisa quimica tem por objetivo conhecer as substancias presentes nas
espécies vegetais. A analise quimica preliminar positivou a presenca de compostos
fendlicos, coincidindo com dados de literatura. Assim a investigagédo fitoquimica foi
direcionada para o isolamento, purificagcao e elucidacao estrutural de taninos.

As cascas (1519 g) foram coletadas em Abadia de Goias, estado de Goias,
Brasil, em maio de 2002. O material vegetal seccionado foi submetido a secagem a
temperatura ambiente em local seco e arejado. A secagem teve por objetivo a
estabilizacdo do material, com a retirada da agua, impedindo reagbes de hidrdlise
e/ou Oxi-reducado, além de impedir o crescimento microbiano (CARDOSO, 2002).
Determinou-se a perda por secagem (n=3) da casca, e, apés 11 dias houve
estabilizagdo do farmacogeno, perdendo 33,87% + 1,11 do peso bruto.

As cascas secas (1109,39 g) foram moidas em moinho de martelos,
fornecendo um rendimento de 90,29% (1001,69 g). A moagem teve por finalidade
reduzir mecanicamente, o vegetal a p6, de modo a facilitar o processo de extragao.

O método de extracado escolhido foi o ultra turrax® devido a eficiéncia da
técnica somada a simplicidade, rapidez e versatilidade, permitindo a facil utilizacéo
dessa técnica em processamentos de pequena e média escala.

Com 900 g de droga moida, preparou-se o extrato bruto a 10% (m/V) com
acetona:agua (7:3; V/V), apresentado um rendimento de 28,10%, obtendo-se, assim,
252,75 g de extrato liofilizado FAA.

Com o método extrativo por ultra turrax® alcanga-se rapidamente o equilibrio.
Trata-se de um método de extragao turbulento com rompimento das estruturas

celulares em diminutos fragmentos.
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Entre os inconvenientes causados pelo ultra turrax® encontram-se a geragao
de calor durante o processo e a dificuldade de filtragdo, devido a fragmentagao
excessiva do material durante o processamento. Para controlar o problema da
elevacdo de temperatura, foi realizado a técnica com duragcédo de 30 min em trés
etapas de 10 min, com intervalo de 10 min cada etapa para resfriamento do sistema.
A filtracao foi realizada com sucessivas trocas do material filtrante.

A escolha do liquido extrator baseou-se nas informagdes obtidas no controle
de qualidade realizado (tab. 5) e na literatura consultada.

Com 200 g do extrato bruto liofilizado (FAA) produziu-se por particionamento
com acetato de etila, 114 g da fragdo aquosa (FA) e 31,24 g da fragdo acetato de
etila (FAE). O rendimento de FA foi de 57% e FAE de 15,62%, havendo perdas
durante o processo de producdo. A obtencdo de extratos, fracbes e subfracdes
encontram-se no fluxograma 1.

Realizou-se cromatografia em coluna contendo Sephadex® LH-20 com 10 g
de FAE. O monitoramento foi executado por CCD, obtendo-se 24 subfracdes (tab. 9)
que foram reunidas por similaridade de manchas com coloragédo entre o azul e o

marrom, de acordo com a figura 29.
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900 g

DROGA
VEGETAL

Ultra turrax®
Acetona/Agua 7:3
(131)

253 g

EXTRATO BRUTO
(FAA)

Parti¢ao Liquido-Liquido
Agua-Acetato de Etila (500 ml:15 x 500 ml)

FRAGAO AQUOSA
(FA)
114 g

FRAGAO ACETATO DE ETILA

(FAE)
31.24 a

Cromatografia em Coluna

Sephadex®LH-20

F#1 a F# 24

Fluxograma 1 — Obtencao das fracbes e cromatografia em coluna na obtengao

de subfracdes
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Figura 29 — Cromatografia em camada delgada de 24 subfragdes obtidas da
FAE por cromatografia em coluna, sistema cromatografico: acetato de etila:acido

férmico:agua (90:5:5; V/V); revelador cloreto férrico a 2% em metanol
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FRACAO| Tubo Quantidade (g) (%)
inicial-final
F#1 001-419 0,2866 2,866
F#2 420-470 0,0663 0,663
F#3 471-510 0,0584 0,584
F#4 511-640 0,6996 6,996
F#5 641-665 0,0614 0,614
F#6 666-685 0,0470 0,470
F#7 686-715 0,0516 0,516
F#8 716-770 0,3509 3,509
F#9 771-950 1,4480 14,48
F#10 951-990 0,2086 2,086
F#11 991-1015 0,0905 0,905
F#12 1016-1040 0,0696 0,696
F#13 1041-1050 0,0450 0,450
F#14 1051-1065 0,1483 1,483
F#15 1066-1215 1,4030 14,03
F#16 1216-1265 0,3880 3,880
F#17 1266-1290 0,1840 1,840
F#18 1291-1320 0,1713 1,713
F#19 1321-1395 0,4374 4,374
F#20 1396-1515 0,1914 1,914
F#21 1516-1540 0,0110 0,110
F#22 1541-1615 0,0484 0,484
F#23 1616-1710 0,0889 0,889
F#24 - 2,0460 20,46
Total 8,6012 86,01

Tabela 9 — Vinte e quatro subfra¢des obtidas por cromatografia em coluna
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No fracionamento realizado em Sephadex® LH-20, espera-se que as
substancias com maiores pesos moleculares aparecam nas fragdes iniciais. Porém o
observado para taninos é a predominancia de substancias de peso molecular menor
nas primeiras fracbes (THOMPSON et al., 1972). Os autores sugerem, ainda, que
isso provavelmente se deva a interagcdo entre monémeros de taninos e o sistema
eluente, ocorrendo a eluicdo sequencial de: mondmeros > dimeros > trimeros >
tetrameros > oligdmeros > polimeros. A configuragdo dos dimeros influenciam o
fracionamento, sendo observados que as ligagbes 43—8 e 4f—6 interagem antes
com o sistema eluente (etanol) que as ligagées 40—8 ou 40—6 (THOMPSON et al.,
1972).

No tentame de conseguir o isolamento e identificacdo de taninos
condensados, iniciou-se o fracionamento com as subfracbes F#2, F#3, F#4 e F#5
em cromatografia em coluna (CC) em Sephadex® LH-20. Sendo posteriormente
submetidas a cromatografia em contra-corrente de alta velocidade (CCCAV) as
subfragdes F#8, F#9 e novamente a F#4, que em CC nao permitiu a separacao de
isdmeros.

O isolamento desses compostos foi realizado empregando-se a metodologia
proposta por Mello et al. (1996). O esquema de eluigdo e o0 acompanhamento das
fragdes por CCD encontram-se descritos nas paginas 80 e 81 respectivamente.

A CC das fragdes F#2 e F#3 foi realizada sem éxito, nao tendo sido possivel a
purificacdo de qualquer substancia devido a pequena quantidade de fracao.

O fracionamento de F#4 (flux. 2) foi realizado em duas etapas: CC em
Sephadex® LH-20 e CCCAV. Inicialmente realizou-se a CC em Sephadex® LH-20,

que resultou em cinco novas subfragdes semipurificadas que foram avaliadas por
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CCD. A subfragdo F#4B.2 foi submetida a acetilagéo (secao 4.8) e a CCDP (segéo

4.7.3) resultando no isolamento das substancias Il e .



FH4A iy F#4B
cccav | 200mg {EQQ.E;mg] 470mg | ¢C - Sephadex® LH-20
A1 A2 4383 Yy ans 4He1 @82 483 e was
20mg 234 mg 237 mg 271 mg 294 mg 129mg 3H3img 465 mg 27mg 208mg
cCcop
48821 | #4822 | 448.2) | 44B24 | MB25 | WB26 | MBLT 44B.18 44829 | 488210 48211
TSmg | 26mg | S56mg | 56mg 14mg 1Bmg | Idmg 45 mg 45mg 43mg 22 mg
Substancia
Substancia Substancia -
I I
Substancia
Il

Fluxograma 2 — Fracionamento cromatogréafico de F#4

8¢l
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A dificuldade na separacao de isbmeros de taninos condensados, através de
CC em Sephadex® LH-20 ou mesmo em CCDP, levou a submeter a F#4 a novo
fracionamento por CCCAV. Essa técnica envolve, basicamente, a particdo de um
soluto em dois solventes imisciveis (fase superior e fase inferior), dependendo do
coeficiente de particdo do soluto para cada solvente (FOUCAULT et al., 1998). A
CCCAV consiste de um tubo (@ 1,6 ou 2,6 mm) com capacidade para 350 ml
enrolado em uma coluna e colocada sobre um eixo giratorio. Essa coluna sofre uma
acgao centrifuga ocasionada pelos processos de rotagao sobre o eixo e de translagéo
do equipamento, a 870 rpm. A coluna é, inicialmente, preenchida com a fase
estacionaria (fase inferior) através de uma bomba. Apds, a fase moébvel (fase
superior) € bombeada, com fluxo determinado, com o equipamento ligado a 870
rpm, até estabilizacdo do sistema. No entanto, o mecanismo de distribuicdo dos
solventes no tubo ainda n&o é conhecido (MARSTON e HOSTETTMANN,1991).

Esse sistema é util em separagédo de substancias polares e com similaridade
quimica, como isémeros, assim obteve-se a substancia | e novamente a
substancia Il, como podera ser observado na discussdo das substancias |
(galocatequina) e Il (epigalocatequina).

O uso da cromatografia em contra-corrente de alta velocidade (CCCAV) foi
fundamental na separacao das substancias, principalmente pelo fato de que os
flavan-3-6is possuem varias caracteristicas estruturais semelhantes, o que pode ser
comprovado analisando os dados cromatograficos como Rfs e a reatividade frente
aos reveladores cromogénicos.

Esse tipo de cromatografia possui algumas vantagens, como: recuperagao
total da amostra introduzida; ndo ha adsorgao irreversivel; riscos minimos de

degradagdo da amostra; baixo consumo de solventes e quantidades minimas de
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uma determinada substincia pode ser separada de um extrato bruto.
Consequentemente, ela se torna de grande uso no isolamento de substancias em

produtos naturais.
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5.3.1 Monbmeros

5.3.11 Galocatequina — Substancia |

Na CCD, a substancia I, apresentou-se como uma mancha de coloragéo azul
intenso apods revelagao com FeCls, com Rf = 0,67 (segdo 4.7.2). Isso forneceu
indicio caracteristico de taninos condensados, de acordo com o sistema eluente
empregado (secgao 4.7.2). No espectro de massas foi possivel observar o pico do ion
pseudomolecular [M+Na']" da substancia acetilada em m/z 581. O processo de
fragmentagdo da substéancia | pode ser observado na figura 30, estando de acordo
com a literatura (MELLO, 1995).

O espectro de ressonancia magnética nuclear foi realizado em metanol
deuterado, por se tratar de uma substancia ndo acetilada. Na tabela 10 encontram-
se os dados (5 em ppm) de RMN 'H obtidos para a substancia I. Pode-se notar na
figura 31 um espectro caracteristico de mondémero de flavan-3-ol. E possivel
observar os hidrogénios alifaticos H-4 (axial e equatorial) como duplo dupletos em &
2,49 e o 2,80 respectivamente. A constante de acoplamento Jyon3 de 7,2 Hz
caracterizou uma configuragao relativa do tipo 2,3-frans de acordo com WEINGES et
al. (1969). Pdéde-se comprovar a trihidroxilagdo do anel B em C-3’, C-4’ e C-5' pela
presenca de um singleto referente aos deslocamentos de H-2' e H-6’ (8 6,39), pelo
fato de serem quimicamente equivalentes. Tornou-se possivel, pelo espectro de
COSY "H/™H (fig. 32), verificar o acoplamento entre H-3 e H-4. (J= 7,8 Hz), H-3 e H-
2 (J=7,2Hz) e H-2 e H-2’/H-6’ comprovando a identidade desses hidrogénios.

A estereoquimica absoluta foi realizada com auxilio da rotagédo otica
B

especifica obtendo-se o valor de [« =+32° (metanol; c= 0,1). Assim identificou-

se a substancia | como sendo galocatequina, além de estar de acordo com a

literatura (MELLO, 1995; TOLEDO, 2002).



132

Tabela 10 — Dados de RMN H para a substancia | com as hidroxilas livres;

CDs0D; 300 MHz

SUBSTANCIA | - GALOCATEQUINA

Hidrogénio | § (ppm) | Multiplicidade J (Hz)
H-4ax 2,49 dd *JH-gax-Haeq= 16,2
3JH-4ax-H-3= 7,8
H-4eq 2,80 dd *JH.geqH-aax= 16,2
3JH-4eq-H-3= 5,4
H-3 3,96 ddd *Jnane=T,2

:JH-S-H-4ax= 7,8
JH-3-H-deq= 9,4

H-2 4,52 d *Inons=T,2

H-6 5,85 d ‘dnens= 2,4

H-8 5,91 d ‘dnsne= 2,4
H-2’/H-6° | 6,39 s

s = singleto; d = dubleto; dd = duplo dubleto; ddd = duplo duplo dubleto
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Figura 30 — Esquema de fragmentagédo das substancias | e Il peracetiladas

por ESI positivo
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Figura 31 — Espectro de RMN "H da galocatequina com hidroxilas livres (CD3OD relativo para TMS; 300 MHz)
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3.1.2 Epigalocatequina — Substancia Il

A substancia Il forneceu dados semelhantes aos da substéancia I, com Rf=
0,66 e coloragdo em CCD e para o pico do ion pseudomolecular [M+Na']" (m/z =
581). Assim foi possivel confirmar uma substancia de estrutura semelhante a
galocatequina (substancia I). O processo de fragmentacdo mostrou-se idéntico ao
da substancia | (fig. 30). Entretanto, como porcentuais dos fragmentos sao diferentes
para as duas substancias, optou-se por nao cita-los.

Os dados de deslocamentos referentes a substancia Il encontram-se na
tabela 11 (5 em ppm) e o espectro de RMN 'H (fig. 33) foi realizado com metanol
deuterado, por se tratar de uma substancia ndo acetilada. Nao foi possivel a
diferenciagéo entre H-4,, e H-4.4, apresentando-se como multipleto entre 6 2,68 —
2,87. A constante de acoplamento H-2 e H-3 foi pequena, ndo sendo possivel
calcula-la (J< 1,0 Hz). O pico referente a H-2 apresenta-se como um pseudo-singleto
e H-3 como um multipleto resultante do acoplamento com H-2 e H-4 (equatorial e
axial). Segundo, Weinges et al. (1969), a pequena constante de acoplamento entre
H-2 e H-3, caracteriza a substancia com uma configuragao relativa do tipo 2,3-cis.
Os demais deslocamentos se assemelham aqueles obtidos para a substancia I. No
COSY "H/™H (fig. 34) foi possivel verificar o acoplamento entre H-3 e H-4 (equatorial
e axial), H-3 e H-2 e H-2 e H-2’/H-6’. A estereoquimica absoluta foi realizada com

auxilio da rotag&o ¢tica especifica obtendo-se o valor de [#[20° = ~108° (metanol; c=

0,5).

De acordo com as analises realizadas em CCD, espectro de massas e dos
dados espectroscoépicos (tab. 11 e fig. 33 e 34) e quando comparados os dados com
a literatura (MELLO, 1995; TOLEDO, 2002), confirma-se a substancia Il como

sendo epigalocatequina.



137

Tabela 11 — Dados de RMN ' H para substancia Il com hidroxilas livres;

CDs0D; 300 MHz

SUBSTANCIA Il - EPIGALOCATEQUINA

Hidrogénio d (ppm) Multiplicidade J(hz)
H-44/H-4., 2,68-2,87 m
H-3 4,14-417 m
H-2 4,74 ps
H-6 5,90 d ‘dens= 2,4
H-8 5,93 d ‘dhsne= 2,4
H-2’/H-6’ 6,51 s

ps = pseudo-singleto; s = singleto; d = dubleto; m = multipleto



H-2'/5" OH

H-8 ¥ OH

H-6

H-3 H-4egfH-4ax

Figura 33 — Espectro de RMN "H da epigalocatequina com hidroxilas livres (CDsOD relativo para TMS; 300 MHz)
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A acetilacdo de substancias com hidroxilas livres realiza-se como forma de
facilitar a investigacdo analitica. Segundo Outtrup e Schaumburg (1981), como
substancias derivatizadas, as mesmas apresentam comportamento quimico mais
estavel e mostram-se nos espectros de RMN com sinais padrdo. Assim, os
espectros de RMN apresentam caracteristicas proprias para a identificagdo dos
compostos analisados, tornando a identificagdo mais segura, quando se compara os
dados obtidos com dados de literatura.

O espectro de '"H RMN das substancias | e Il acetiladas realizado em
cloroférmio deuterado (fig. 35 e 36), bem como as tabelas 12 e 13, relacionando os
deslocamentos dos hidrogénios, mostram algumas nuances referentes ao processo
de derivatizacdo. Os hidrogénios alifaticos H-4 (axial e equatorial) se deslocam no
espectro para campos mais baixos (desprotegidos). O hidrogénio H-2, desloca-se de
d 4,52 para [] 5,12 (cerca de 0,6 ppm) em galocatequina e de & 4,74 para 5,08,
(cerca de 0,34 ppm) em epigalocatequina. Os hidrogénios do anel A (H-6 e H-8), e
do anel B (H-2'/H-6’), conferem com os dados de literatura, estabelecidos por Mello

et al. (1996).
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Tabela 12 — Dados de RMN 'H para substancia | peracetilada; CDCI3; 300 MHz

SUBSTANCIA | - GALOCATEQUINA

Hidrogénio | § (ppm) | *Literatura | Multiplicidade J (Hz)
3 (ppm)
H-4ax 2,66 2,66 dd *Jh.gax Hedeq = 16,8
*Ju-dax -3 = 6,6
H-4eq 2,91 2,92 dd % Jn-geqH4ax = 16,8
3 Jn-deq -3 = 5,1
H-2 5,12 5,12 d *Ju2na=6,3
H-3 5,20 5,19 ddd *Jnan2 =6,3
3JH-3,H-4ax =6,6
JH-3,H-4eq = 5,1
H-6 6,60 6,60 d *Jnens = 2,4
H-8 6,66 6,66 d ‘Inspe = 2,4
H-2’/H-6’ 7,12 7,12 s

ps = pseudo-singleto; s = singleto; d = dubleto; m = multipleto

* Mello et al.1996

Tabela 13 — Dados de RMN "H para substancia Il peracetilada; CDCI3; 300MHz

SUBSTANCIA Il - EPIGALOCATEQUINA

Hidrogénio d (ppm) *Literatura | Multiplicidade J(Hz)
3 (ppm)
H-4cq/H-4.x 2,85-3,00 2,82-3,04 m
H-2 5,08 5,08 ps
H-3 5,37-5,38 5,35-5,42 m
H-6 6,57 6,57 d 4 hens=2,4
H-8 6,67 6,67 d * Jnsne= 2,4
H-2'/H-6’ 7,22 7,22 s

ps = pseudo-singleto; s = singleto; d = dubleto; m = multipleto

* Mello et al. 1996
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Figura 35 — Espectro de RMN "H da galocatequina peracetilada (CDCl; relativo para TMS; 300 MHz)
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Figura 36 — Espectro de RMN 'H da epigalocatequina peracetilada (CDCl; relativo para TMS; 300 MHz)
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O principal aspecto de diferenciagdo entre galocatequina e epigalocatequina

estd nos deslocamentos e nas constantes de acoplamento referentes aos hidrogénios

H-2 e H-3. Galocatequina apresentou Jy.o.H.3 = 7,2 Hz (8 4,52 ppm), enquanto que em

epigalocatequina, o H-2 mostrou-se como um pseudo-singleto com Jy.o.4-3 <2,0 Hz (&

4,74 ppm) (tab.12 e 13).
A confirmagdo da configuragdo relativa entre H-2 e H-3 da substancia |

(galocatequina) sendo do tipo 2,3-frans, é devido a uma constante de acoplamento
(J2,3) grande em torno de 8-10 Hz (WEINGES et al., 1969; KOLODZIEJ, 1992). J& para

a substancia Il (epigalocatequina) a configuracao do tipo 2,3-cis pode ser confirmada
pela pequena constante de acoplamento, menor que 2,0 Hz. Assim, apds a analise e a
comparagao com dados de literatura, pdde-se diferenciar as substancias e identifica-las
como galocatequina (substancia I) e epigalocatequina (substancia Il).

Essas substancias ja foram isoladas e identificadas em diversas espécies
vegetais, no entanto, € a primeira vez que foram isoladas e caracterizadas nesta

espécie vegetal.
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5.3.2 Dimeros

5.3.2.1 4’-O-metil-robinetinidol-(4f—6)-4’-O-metil-galocatequina — Substancia
1

A substancia lll isolada por CCDP da F#B4.2 (flux. 2), apresentou-se em
CCD com o valor de Rf = 0,42 (secao 4.7.2) e com coloragao azul escura intensa em
FeCls. O espectro de massas apresentou pico do ion pseudomolecular [M+Na*]" em
m/z 1023 (fig.37), caracteristico de substancias diméricas acetiladas.

O espectro de RMN '"H em CDCl; (fig. 38) da substancia acetilada forneceu
indicios representativos de um composto fendlico do tipo tanino condensado
dimérico.

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

Outra forma de avaliar o tipo de ligagéo entre as unidades superior e inferior,
foi relacionada por Hemingway et al. (1982). Os autores correlacionaram os pares de
procianidinas peracetiladas do sistema de spins AB dos prétons do anel A das
substancias com ligacdo 4—6 como estando em campos mais baixos
(desprotegidos) (6 6,7 ppm), enquanto os sinais da ligacdo 4—8 em campos mais
altos (6 6,1 ppm). Entretanto esse critério de diferenciacao, somente é valido para

substancias com uma configuragcdo 4R (KOLODZIEJ, 1992). Adicionalmente, o
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hidrogénio H-2 de substancias com ligagdo 4—8 apresentam-se com deslocamentos
entre 8 4,37 e 5,01 ppm, enquanto substancias ligadas 4—6, entre & 5,04 e 5,35
ppm.

Uma caracteristica marcante de metoxiacetatos de dimeros de robinetinidinas
e fisetinidinas no espectro de RMN "H em CDCl; é o sinal do hidrogénio da posicdo
5 (H-5) do anel A. Esse hidrogénio apresenta-se como um dupleto largo com uma
constante de acoplamento de Jss > 8,0 na regido entre 8 6,74-6,82 ppm (BOTHA et
al., 1981; NUNES et al, 1989). Bam et al. (1990) isolaram pela primeira vez
robinetinidol-3-O-galato das cascas de Peltophorum africanum Sond. (Fabaceae) e
demonstraram que a regido do H-5 (A) encontra-se em campos mais baixos (6 6,97
ppm). Diagnéstico significativo, no entanto, refere-se ao hidrogénio H-3(C). Com
dimeros 5-dedxi-proantocianidinas o hidrogénio H-3(C) aparece em campos mais
altos como pseudotripleto com constante de acoplamento de 2J,3 + J34 =20,0 Hz
(DREWES et al., 1967; STEYNBERG et al., 1990; MELLO et al., 1996). Botha et al.
(1981), diferenciaram ligagbes (40—8) e (4f—8) em profisetinidinas de acordo com
as seguintes caracteristicas: o hidrogénio H-3(C) de dimeros com ligagao do tipo
(40—8) (configuracao relativa 2,3-trans; 3,4-trans) aparecem como pseudotripletos
na regido de & 5,9-6,1 ppm com um somatério na constante de acoplamento de XJ =
20,0 Hz, enquanto que dimeros com ligagdo de tipo (4p—8) (configuracao relativa
2,3-trans; 3,4-cis) aparecem como um quarteto na regido de & 5,3-5,6 ppm e com
somatério na constante de acoplamento de XJ = 15,5 Hz.

O espectro de RMN 'H da substancia Ill apresenta um singleto em & 3,80
ppm, que pela integracdo corresponde a 6 hidrogénios indicando dois grupamentos
metoxila. Os dados de deslocamento (5 ppm) encontram-se na tabela 14. Através do

espectro de COSY 'H/'H (fig. 39) foi possivel atribuir os acoplamentos entre o
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hidrogénio alifatico H-2 (C) com H-3 (C), e dos hidrogénios H-2 e H-4ax/H-4eq (F)

com H-3 (F) e determinar os picos referentes aos hidrogénios H-2’/H-6" dos anéis B
(67,12) e E (5 6,98). A configuragédo 2,3-trans do anel F é comprovada pelo dubleto
em o 5,29 [H-2 (F)] com constante de acoplamento de JuaF).HarF = 10,8 Hz. A
unidade superior da substancia foi caracterizada como 5-dedxi-flavan-3-ol devido a
presencga do dubleto em & 7,04 [H-5 (A)] com constante de acoplamento Jy.s5.46 = 8,1
Hz. Dessa forma confirma-se a unidade superior como sendo robinetinidol. A ligagao
(4p—6) foi determinada por comparagéo com a literatura (MELLO et al., 1996). Na
analise por hidrolise do dimero, verificou-se para a unidade superior R; diferente
daquele apresentado para o cloridrato de pelargonidina (0,65 e 0,60,
respectivamente). Dessa forma, a substancia lll foi identificada como sendo 4’-O-
metil-robinetinidol-(48—6)-4’-O-metil-galocatequina.

Substéncia semelhante foi isolada de Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville por Mello (1995), sem a presenga do grupamento metéxi na posigcao 4’,
significando que, essa substancia é inédita, portanto, isolada pela primeira vez de

material vegetal.
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Tabela 14 — Dados de RMN 'H da substancia llI peracetilada; CDCl3; 300 MHz

SUBSTANCIAIII
4’-O-METIL-ROBINETINIDOL-(43—6)-4’-O-METIL-GALOCATEQUINA
Hidrogénio o (ppm) Multiplicidade J (Hz)

H-4ax (F) 2,66 dd J|-| -4ax(F),H-4eq(F) = 16 5
JH -4ax(F),H-3(F) = 6,6
H-4eq (F) 2,92 dd JH-4eq(F) H-4ax(F) =1 6 5
*JngeqFrH3E) = 5,7
H-4 (C) - - -
H-3 (C) 5,08 dd JH 3(C)H4c) = 12,3
*Jnscrn2c) = 6,6
H-2 (C) 5,12 d JH_z(c),H-g, )= 6,6
H-3 (F) 5,20 ddd 3JH-3(F)-H-4ax(F) =6,6
3JH-3(F)-H-4eq(F) =95,7
JH-3(F),H-2(F) =10,8
H-2 (F) 5,29 d JH 2136 = 10,8
H-6 (A) 6,60 dd JH -6(A)-H-5(8) = 8,1
JH 6(A)-H-8() = 2,1
H-8 (A) 6,66 d J|-| 8(A)-H-6(A) - 2 1
H-2’/6’ (E) 6,98 S
H-5 (A) 7,04 d *Jhi-s(a)-H-608) = 8,1
H-2’/6’ (B) 7,12 S
H-8 (D) - - -

s = singleto; d = dubleto; dd = duplo dubleto; ddd = duplo duplo dubleto
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Fig. 37 — Espectro de massas da 4’-O-metil-robinetinidol-(4—6)-4’-O-metil-

galocatequina peracetilada por ESI positivo
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Figura 38 — Espectro de RMN "H da 4’-O-metil-robinetinidol-(4p—6)-4’-O-metil-galocatequina (CDCl; relativo para TMS; 300 MHz) ©
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Figura 39 — Espectro de COSY "H/'H da 4’-O-metil-robinetinidol-(4—6)-4"-O-

metil-galocatequina (CDCl3, 300 MHz)
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O fracionamento de F#5 encontra-se disposto no fluxograma 3.

Realizou-se CC em Sephadex® LH-20, que deu origem a novas 5 subfragbes

que foram analisadas por CCD e reunidas por similaridade. Em analise final da CCD,

as subfracdoes F#5.2, F#5.3 e F#5.4, foram juntadas novamente, e realizada nova

cromatografia em coluna contendo Sephadex® LH-20, sendo submetida a sequéncia

de eluentes descritos na segéo 4.7.1.2, dando origem a novas 4 subfragdes (F#5A.1,

F#5A.2, F#5A.3, F#5A.4).

F#5 CC - Sephadex® LH -20
60 mg
F#5.1 F#5.2 F#5.3 F#5.4 F#5.5
6,7 mg 4,3 mg 18,5 mg 18,3 mg 10,1 mg
Recromatografia
F#5A CC - Sephadex® LH-20
41,1 mg
1
F#5A.1 F#5A.2 F#5A.3 F#5A.4
6,4 mg 1,6 mg 19,1 mg 7,5 mg
CLAE

Substancia

N/

Fluxograma 3 — Fracionamento cromatografico da F#5
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5.3.2.2 Epigalocatequina-(4—8)-galocatequina — Substéancia IV

A subfragcdo F#5A.3, apos CC, mostrou evidéncias em CCD de se tratar de
uma substancia dimérica, devido ao valor de Rf = 0,36 (secdo 4.7.2), além da
intensa coloracdo azul quando revelado com FeCls, caracteristica de taninos
condensados. Apods analise do espectro de RMN 'H, a subfragdo F#5A.3 mostrou
uma mistura de substancias. Assim, optou-se pela derivatizacdo quimica
(acetilagédo), seguida de CCDP. Mesmo assim, nao foi possivel a separagao da
mistura e optou-se por realizar a separagdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) empregando-se coluna Lichrospher® 100 CN (250 x 4mm), 5 um
de acordo com a sec¢ao 4.7.5.2, resultando no isolamento das substancias IV e I.

O espectro de massas apresentou pico do ion pseudomolecular [M+Na*]" em
1133 (fig. 40), caracteristico de substancias diméricas acetiladas.

O espectro de RMN "H em CDCl; (fig. 41) da substancia acetilada (F#5A.3.1),
forneceu dados representativos que confirmaram tratar-se de um composto fendlico
do tipo tanino condensado dimérico. Os dados de deslocamentos (6 em ppm)
encontram-se na tabela 15. A trihidroxilacdo dos anéis B e E foi caracterizada pelos
singletos em campos mais baixo, & 6,83 [H-2'/6" (E)] e § 7,19 [H-2/H-6" (B)]. E
possivel observar pelos espectros de RMN 'H e COSY 'H/'H (fig. 41 e 42) o
acoplamento entre os hidrogénios H-6 (A) e H-8 (A), com constante de Jy6.1s= 1,8
Hz e deslocamentos quimicos 6 6,10 e o 6,29 respectivamente. Essas posicoes
desses hidrogénios demonstram, segundo HEMINGWAY et al. (1982), KOLODZIEJ
(1986) e DANNE (1994) uma ligagao do tipo (4p—8). Pelo espectro de COSY "H/'H
(fig. 42) atribuiu-se os acoplamentos entre os hidrogénios H-2(C) e H-4(C) e, H-2(C)
e H-3(C), e também entre os hidrogénios H-2(F) e H-3(F) e, H-3(F) e H-4ax/H-

4eq(F). As constantes de acoplamento dos hidrogénios H-2(F) e H-3(F) (J23= 9,9
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Hz) indicam a configuragao relativa do anel F como sendo do tipo 2,3-trans, o anel C
apresenta configuragado relativa do tipo 2,3-cis, devido a presenga do pseudo-
singleto em & 4,45, relativo ao acoplamento entre H-2(C) e H-3(C), com constante de
acoplamento J,3 < 1,0 Hz. Confirma-se, ainda, a ligacdo (4f—8), segundo
KOLODZIEJ (1992), de acordo com a posigao do H-2(F) em [14,29. Entretanto, a
decisao final da configuragdo absoluta depende da analise do espectro de dicroismo
circular. Na analise por hidrélise do dimero, verificou-se para a unidade superior o
mesmo valor de Rf que o cloridrato de pelargonidina (0,60) confirmando ser um
flavan-3-ol. Dessa forma, a substdncia IV foi identificada como sendo
epigalocatequina-(4p—8)-galocatequina, além de estar de acordo com a literatura
(MELLO, 1995).

Essa substéncia é inédita nesta espécie vegetal, porém ja foi isolada

anteriormente de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville por Mello (1995).
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Tabela 15 — Dados de RMN 'H para a substancia IV peracetilada; CDCl3; 300 MHz

SUBSTANCIA IV
EPIGALOCATEQUINA-(43—8)-GALOCATEQUINA
Hidrogénio | § (ppm) |*Literatura| Multiplicidad J (Hz)
d (ppm) e
H-4ax (F) 2,54 2,54 dd % JH-qax(F) Hdeq(F) = 16,5
3JH-4ax(F),H-3(F) =9,3
H-4eq (F) 3,23 3,23 dd 2JH-4eq(F),H-4ax(F) = 16,5
3JH-4eq(F),H-3(F) =6,3
H-2 (F) 4,29 4,29 d *Ju21 i3 = 9,9
H-4 (C) 4,43 4,44 d
H-3 (F) 4,94-4,99 | 4,97-5,02 m
H-3 (C) 5,13-5,17 | 5,12-5,17 m
H-2 (C) 5,45 5,45 ps
H-6 (A) 6,10 6,10 d *Jnsa)Hsm = 2,2
H-8 (A) 6,29 6,29 d * Jn-s(a) e = 2,2
H-6 (D) 6,68 6,68 s
H-2’/6’ (E) 6,83 6,84 s
H-2’/6’ (B) 7,19 7,19 S

ps= pseudo singleto; s= singleto; d= dubleto; dd= duplo dubleto; m= multipleto

* Mello, 1995
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O fracionamento da F#8 (200 mg) foi realizado em cromatografia em contra
corrente (CCCAV), resultando em 6 novas fragdes semipurificadas, que foram
acetiladas e submetidas a CCDP, as selecionadas foram medidas por espectroscopia
de RMN 'H. Todos os espectros mostraram-se invidveis apos andlise criteriosa, tanto
pela quantidade de amostra, como pelas impurezas ou misturas observadas.

A fracao F#9 (300 mg) (flux. 4) foi submetida a cromatografia em contra corrente
(CCCAV), produzindo cinco novas fragdes semipurificadas, que foram analisadas por
CCD. Apesar do rendimento em % das cinco subfracdes, as que foram viaveis para
isolamento de taninos condensados foram as F#9.3 e F#9.4. As mesmas foram
enviadas para analise por espectroscopia de RMN, apresentando espectros com
impurezas ou misturas. As fragcbes foram entdo acetilada, e submetida a CCDP, a
F#9.3 originou duas novas subfragdes. A fragdo F#9.3.2 foi submetida a CLAE e
resultou no isolamento da substancia V. A fracdo F#9.4 por CCDP originou quatro
novas subfracdes. A fracdo F#9.4.2 resultou no isolamento da substancia VI por

CLAE.
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F#9
300 mg
CCCAV
F#9.1 F#9.2 F#9.3 F#9.4 F#9.5
25,1 mg 249 mg 11,5 mg 33,8 mg 29,4 mg
CCDP
F#9.3.1 F#9.3.2
2,3 mg 6,2 mg
F#9.4.1 F#9.4.2 F#9.4.3 F#9.4.4
7,9 mg 13,7 mg 3,4 mg 3,8 mg
CLAE
SUBSTANCIA
\'}
SUBSTANCIA
Vi

Fluxograma 4 — Fracionamento quimico a partir de F#9
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5.3.2.3 Fisetinidol-(4p—8)-galocatequina — Substanica V

A substéancia V isolada por CLAE da F#9.3 (flux. 4), apresentou-se em CCD
com o valor de Rf = 0,62 (segédo 4.7.2) e com coloragdo azul escura intensa em
FeCls. O espectro de massas apresentou pico do ion pseudomolecular [M+Na*]" em
m/z 1021 (fig.43), caracteristico de substancias diméricas acetiladas.

Os deslocamentos referentes a substancia V encontram-se na tabela 16 (o
em ppm), os espectros de RMN 'H (fig. 44 e 45) foram realizados em cloroférmio e
acetona deuterado por se tratar de uma substancia acetilada e apresentam indicios
caracteristicos de tratar-se de um dimero de tanino condensado.

O espectro de RMN "H em acetona da substancia V (fig. 44) demonstra um
singleto em & 6,89 [H-2'/6' (E)], confirmando a trihidroxilagdo do anel E. Os
hidrogénios da regido aromatica da unidade superior apresentam-se como um
sistema do tipo AMX, sendo possivel determinar a presenga dos hidrogénios H-5" (B)
e H-2’' (B) como dubletos em & 7,14 e 7,26 respectivamente, e H-6’ (B) como duplo
dubleto em & 7,38 com constantes de acoplamento de Jy.6-1.5= 8,1 Hz € Jy.6-1-2= 2,4
Hz. A unidade superior da substancia foi caracterizada como fisetinidol devido o
dubleto em & 6,78 [H-5(A)] com constante de acoplamento de Ju.5 6= 8,4 A ligagédo
(4p—8) foi determinada pela somatéria das constantes de acoplamento do
hidrogénio H-3 (C) que aparece em 6 5,42 e XJ,3 +J34 = 15,6 Hz (DREWES et al.,
1967; STEYNBERG et al., 1990; MELLO et al., 1996). Através do espectro de COSY
'H/'H (fig. 41) foi possivel atribuir os acoplamentos entre os hidrogenios alifaticos H-
2 e H-4 (C) com H-3 (C), e entre H-2 e H-4ax/H-4eq (F) com H-3 (F) e determinar o
pico referente ao hidrogénio H-2'/H-6° do anél E (8 7,05) As constantes de
acoplamento dos hidrogénios do anel C (Jy2n3= 7,2 Hz € Jy3n4= 8,4 Hz) indicam a

configuragao relativa do anel como 2,3-frans-3,4-trans. A configuragéo relativa 2,3-
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trans do anel F é comprovada pelo dubleto em 6 4,27 [H-2 (F)] com constante de
acoplamento deJu.oF)-H-37) = 8,4 HZ. A analise por hidrélise do dimero, verificou-se
para a unidade superior um valor de Rf diferente do encontrado para cloridrato de
pelargonidina (0,64 e 0,60 respectivamente). Dessa forma, a substancia V foi
identificada como sendo fisetinidol-(4p—8)-galocatequina, além de estar de
acordo com a literatura (MAI-NOPITSCH et al. 1990).

Esta € a primeria vez que esta substancia é isolada é identificada nesta

espécie vegetal.
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Tabela 16 — Dados de RMN 'H da substancia V peracetilada; a=CDClI3; b= acetona;
300 MHz

SUBSTANCIA VI
FISETINIDOL-(4p—8)-GALOCATEQUINA
Hidrogénio | § (ppm) | *Literatura| Multiplicidade J (Hz)
d (ppm)
H-4ax (F) 2,60a 2,55 dd JH -4ax-Hdeq(F) = 16 5
2,67° *Judax-nam= 8,4
H-4eq (F) | 3,13* | 2,93-3,10 dd JH eq-Hoax(F)= 16,5
3,05° JH-4eq H-3(F) = 6,3
H-2 (F) 4,20° d >Jh-2(F)-H-3(F) =8,4
4,27°
H-4 (C) | 4,57° 4,30 d >Jnacyn-3c) = 6,3
4,62°
H-3 (F) 5,08° 5,17 ddd >JH-3(F)-Haax(F)= 8,4
5,21 3JH-3(F)-H-4eq(F) =63
3JH-3(F)-H-2(F) =
H-3(C) | 5,37% | 5,29-5,39 dd ¥ =155
5,42°
H-2(C) | 5,56° 5,44 d >Jn-21¢c)H-3c) =952
5,57°
H-8 (A) 6,17° d “Insa)He)= 2,4
6,16°
H-6 (A) | 6,47° 6,59 dd JH 6(A)}H-5(A) = 8,4
6,51 *Insarnsa)= 2,4
H-5(A) | 6,81 6,92 d >Jh-sia)-H-en) = 8,4
6,78"
H-2’/6’(B) | 6,89° 7,13 s
7,05°
H-5(B) | 7,14° d 3J|-|-5’(|3)-|-|-es’(|3) =8,1
H-2’ (B) | 7,26" d JH 2E1HEE) = 2,4
H-6’(B) | 7,38° dd JH &(B)}H5@B) = 8,1
JHG( )HZ(B)_ 2 4

s = singleto; d = dubleto; dd = duplo dubleto; ddd = duplo duplo dubleto; pt = pseudotripleto
* Mai-Nopitsch et al. 1990
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5324 Fisetinidol-(4a—8)-galocatequina — Substancia VI

Na CCD, a substancia VI apresentou-se com uma mancha de coloragéo azul
intensa apods revelagao com FeCls, com Rf = 0,41(secao 4.7.2), fornecendo indicios
caracteristicos de taninos condensados do tipo dimérico. O espectro de massas
apresentou pico do ion pseudomolecular [M+Na*]" em m/z 1021 (fig.47), confirmando
tratar-se de substancia dimérica acetilada.

Os espectros de RMN 'H foram realizados em CDCl; e acetona deuterada,
apresentando caracteristicas de dimero peracetilado (fig. 48 e 49). Os dados de
deslocamento (8§ em ppm) encontram-se na tabela 17. O espectro de RMN 'H da
substancia VI demonstra um singleto &6 6,69 [H-2'/H-6' (E)], determinado a
trinidroxilagdo do anel E. A ligagédo (4a—8) foi confirmada pelo deslocamento do
hidrogénio H-3 (C) que aparece como um pseudotripleto em & 5,81, dado discutido
anteriormente por Mello e/ al. (1996). Através do espectro de COSY "H/'H (fig. 50)
foi possivel atribuir os acoplamentos entre os hidrogénios alifaticos H-2 e H-4 (C)
com H-3 (C), e entre H-2 e H-4ax/H-4eq (F) com H-3 (F) e determinar o pico
referente aos hidrogénios H-2’'/H-6° do anél E (6 6,69). As constantes de
acoplamento dos hidrogénios do anel C (Jy-2n-3= 9,6 Hz € Jn.314a= 9,6 Hz) indicam a
configuracao relativa do anel como 2,3-trans-3,4-trans. A configuragéo 2,3-trans do
anel F é comprovada pelo dubleto em & 4,96 [H-2 (F)] com constante de
acoplamento Ju2n3= 8,4 Hz. A unidade superior da substancia foi caracterizada
como fisetinidol devido ao hidrogénio H-3 (C), que aparece em & 5,81 como
pseudotripleto com constante de acoplamento de XJ,3 + J34= 19,8 Hz, estando de
acordo com a literatura (DREWES et al., 1967; STEYNBERG et al., 1990; MELLO et

al., 1996). Além disso, os hidrogénios da regido aromatica da unidade superior
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apresentam-se como um sistema do tipo AMX, sendo possivel determinar a
presenca dos hidrogénios H-2' (B) e H-5 (B) como dubletos em & 7,09 e 7,15
respectivamente, e H-6" (B) como duplo dubleto em 8 7,02 com constantes de
acoplamento de Jy.¢.4.5= 8,4 Hz e Jy.e.12 = 2,1 Hz. O dubleto em & 6,87 [H-5(A)]
com constante de acoplamento de Jusn6= 8,4 auxiliou na confirmagdo da unidade
superior como sendo uma fisetinidina. Na analise por hidrélise do dimero, verificou-
se para a unidade superior um valor de Rf diferente do encontrado para cloridrato de
pelargonidina (0,64 e 0,60 respectivamente). Dessa forma, a substancia VI foi
identificada como sendo fisetinidol-(4a—8)-galocatequina, além de estar de
acordo com a literatura (MAI-NOPITSCH et al. 1990).

E a primeira vez que esta substancia foi isolada e identificada nesta espécie

vegetal.
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Tabela 17 — Dados de RMN 'H da substancia VI peracetilada; a= CDCl3; b=

acetona; 300 MHz

SUBSTANCIA VI
FISETINIDOL-(40.—8)-GALOCATEQUINA
Hidrogénio | § (ppm) | *Literatura| Multiplicidade J (Hz)
d (ppm)
H-4ax (F) 2,65a 2,66 dd JH -4ax-Hdeq(F) = 16 8
2,72b JH-4ax H-3(F)= 8 7
H-4eq (F) | 3,05° 2,99 dd JH -deq-H-dax(F)= 16,8
3,02° *Jhdeqnar) = 6,0
H-4 (C) 4,49° 4,51 d Jnacyn3c) = 9,9
4,67°
H-3 (F) 4,85° | 4,80-4,87 ddd >J-3(F)-Haax(F)= 8,7
4,86b 3JH-3(F)-H-4eq(F) =6,0
3JH-3(F)-H-2(F) =
H-2 (F) | 4,96° 5,04 d *Jn2(F)H-3F) = 8,7
4,98°
H-2 (C) 5,012 4,90 d Jh2c)-H-3c) = 9,6
5,06"
H-3 (C) 5,81° 5,79 pt ¥=19,5
5,83"
H-8 (A) | 6,65 d “Insa)Hea)= 2,4
H-6 (A) 6,662 dd JH 6(A)H-5(8) = 8,4
6,69" *Jnsa)H-8a)= 2,4
H-2’/6’(E) | 6,69° s
6,73°
H-5 (A) 6,872 6,89 d >Jh-sa)-H-60) = 8,4
6,86°
H-6’ (B) | 7,02° dd JH &(B)}H5@B) = 8,4
JH6(B)H8(B)— 2,1
H-2’(B) | 7,09° d *Jnz@)-He@= 2,1
H-5(B) | 7,15° d “Ju.5e)eE)= 8,4

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

* Mai-Nopitsch et al. 1990
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5.3.3 Perfil cromatografico por CLAE

A deteccédo e a separagao cromatografica de compostos oriundos das plantas
sdo incomparavelmente mais dificeis do que a separagao das substancias sintéticas.
Isto por que, os extratos de plantas contém misturas complexas de substancias, as
quais apresentam variadas concentragbes (TITTEL; WAGNER, 1986, apud
FRANCO, 2001).

Para a avaliacdo quantitativa de misturas complexas tem-se como alternativa
mais viavel aqueles métodos que permitam concomitantemente a separagao e o
doseamento dos diversos componentes do extrato. A cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), além de cumprir este requisito alia exatiddo e elevada
reprodutibilidade .

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

obter melhor resolugao.

No desenvolvimento das condigbes de separagdo para CLAE do extrato
semipurificado e de subfragbes de S. polyphyllum Mart., duas fases moveis foram
testadas, uma contendo acetonitrila e agua e outra com metanol e agua acidulada
(acido fosférico ou acido acético). Optou-se por utilizar o sistema eluente metanol:
acido acético (pH= 2,2) (V/V), com velocidade de fluxo de 0,5 ml/min, em sistema

gradiente (tab. 2, p. 83) obtendo-se uma boa resolugéo e separagéo das substancias
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fendlicas. O uso de acido (acético, o-fosférico) tem sido reportado por Ueffing
(1988), Rohr et al. (1999), Wang et al. (2000), Svedstrom et al. (2002) em trabalhos
realizados com taninos como sendo essencial para a completa separagdo das
substancias fendlicas e para a analise quantitativa.

Durante a fase de desenvolvimento do perfil cromatografico, foram utilizados
padrdes para determinagcdo de tempo de retencao, estabelecendo-se assim a regido
onde apareciam os mondmeros de taninos condensados no cromatograma (fig. 51).
As diminutas diferencas estrutural entre as substancias, como presenca de hidroxila
ou metoxila, é suficiente para a obtencdo de boa separagao entre substancias, ja
gue essas, se distribuem no cromatograma de acordo com sua polaridade e forga

eluotrépica do sistema eluente (SZEPESI, 1990).
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Figura 51 — Cromatograma das substancias referéncias: a) galocatequina

(5,15 min); b) epigalocatequina (7,16 min)
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A prévia purificacdo de FAA para o uso na CLAE foi necessaria para
assegurar uma eficiente separagdo das substancias e evitar por conseguinte que a
coluna sofresse saturagéo e pudesse vir a prejudicar a eficiéncia e a resolugao dos
cromatogramas. Assim, optou-se por caracterizar FAE e as subfragdes F#4, F#5 e
F#9 obtidas a partir das cascas do S. polyphyllum Mart. empregando-se a CLAE.

Nos cromatogramas obtidos para FAE, F#4, F#5 e F#9 (fig. 52) foi possivel
observar a separagao dos picos com boa resolugdo com tempo de retencao na faixa

de 3 a 15 min.
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Figura 52 — Cromatogramas obtido por CLAE, GC — galocatequina; EGC —

epigalocatequina, deteccdo em 210: a) FAE; b) F#4; c) F#5 e d) F#9



180

Com a finalidade de se determinar quais os picos do extrato (FAE) e das
subfragdes (F#4, F#5, F#9) que correspondem as substéncias galocatequina e
epigalocatequina, foi realizado CLAE do extrato e subfra¢cdes adicionando essas
substancias referéncias. A adicdo das mesmas nado levou ao surgimento de novos
picos, nem a alteragao da aparéncia dos ja existentes, aumentando especificamente a
intensidade daqueles com tempo de retencdo (TR) semelhantes aos da substancia
referéncia correspondente. Através desta analise co-cromatografica pode-se certificar a
identidade dos picos de FAE, F#4, F#5 e F#9 como sendo as mesmas substancias co-
cromatografadas.

Para a avaliagao do teor de galocatequina e epigalocatequina em FAE, F#4, F#5
e F#9 foi necessaria a obtencao da curva de calibragdo, que estabelece a linearidade
entre as varias diluicdes empregadas.

A linearidade da curva padrao de galocatequina entre as suas concentragdes
e a area dos picos (tab. 18) foi comprovada através da correlagdo significativa (r?)

0,99907 para a faixa variando entre 1,0 e 0,0625 mg/ml (fig. 53).

Tabela 18 — Area dos picos da substancia referéncia galocatequina para a

curva padrao por CLAE

Concentragao de galocatequina n Area
(mg/ml) X £ DP (CV%)
1,0 5 1124997 + 12201,96 (1,08)
0,5 5 539659,57 + 13099,70 (2,42)
0,25 5 276100,08 + 8346,87 (3,02)
0,125 5 133110,33 + 4174,82 (3,14)
0,0625 5 68126,98 + 1131,04 (1,66)
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Figura 53 — Curva de calibragdo do padrao galocatequina, obtido através de

CLAE

Para a quantificagcdo de epigalocatequina, a constru¢cdo da curva de calibragao
nao foi viavel, pois o padrao referéncia apresentou pureza de 60% (fig. 44). Assim,
optou-se por quantificar epigalocatequina através da curva de calibragdo de
galocatequina, visto que ambas as substancias apresentam a mesma absortividade

relativa, além de terem o mesmo peso molecular (fig. 54).
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Para a validagdo do perfil cromatografico proposto através da CLAE, foram
obtidos os coeficientes de variagdo da repetibilidade para galocatequina que foi da
ordem de 0,0624 mg/ml + 0,000103584 (0,166%). Esse dado permite a avaliagao da
repetibilidade e ainda reprodutibilidade do método de quantificagao proposto.

As concentragcbes de galocatequina e epigalocatequina em FAE, F#4, F#5 e
F#9, foram calculadas segundo a equagéao da reta (y = ax + b) e estdo expressos na
tabela 20. A quantificacdo dos dimeros isolados de F#4, F#5 e F#9, nao foi possivel
devido ao fato de estarem peracetilados.

Tabela 19 — Valores obtidos para galocatequina e epigalocatequina na FAE,

F#4, F#5 e F#9 (n=6)

Galocatequina Epigalocatequina
TR | Concentragdao | CV (%) TR Concentragao| CV (%)
Fracdes | (min) (%) (min) (%)
FAE 4,64 12,7 4,06 6,74 18,4 3,04
F#4 5,15 13,5 2,25 7,21 15,0 1,64
F#5 5,35 9,90 3,08 - - -
F#9 5,11 9,90 1,55 - - -

Através dos resultados obtidos com o desenvolvimento do sistema gradiente
para a determinagéo do teor de galocatequina e epigalocatequina presentes em FAE,
F#4, F#5 e F#9, comprovou-se a simplicidade, rapidez e precisdo do método, além da
economia de fase moével frente ao sistema de separagao, que possibilita a identificagao
e a quantificacdo das substancias presentes no extrato e subfracdes. Este estudo
demonstrou que é possivel determinar a concentragao de substancias individuais em

plantas ricas em taninos, e que apesar da complexidade da composi¢cao quimica de S.
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polyphyllum Mart. esse sistema pode ser utilizado como impressdo digital do

barbatimao (fingerprint) na caracterizagéo de FAE.
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5.4 Atividade antimicrobiana

A historia do desenvolvimento e uso de substancias antimicrobianas na
pratica médica antecedeu a descoberta das espécies microbianas, uma vez que
Hipocrates (460-377 a.C.) recomendava a lavagem de ferimentos com vinho para
impedir o processo infeccioso (LIMA, 2001).

Atualmente, torna-se preocupante o avanco das doengas infecciosas, e a
disseminagdo de germes resistentes, pois, a resisténcia bacteriana adquirida é
descrita em praticamente todas as espécies de bactérias, conhecendo-se na maioria
dos casos os detalhes dos mecanismos de aquisicdo de resisténcia e os
mecanismos da manifestacao de resisténcia (CUNHA, 1998), portanto é imperiosa a
busca de novas drogas.

Langcando-se mé&o ao arsenal bioquimico e molecular de drogas vegetais, as
propriedades bacteriostaticas e bactericidas dos taninos, foram mencionadas
recentemente em trabalhos realizados por Scalbert (1991), De Bruyne et al. (1999),
Toledo (2002), entre outros.

Para a avaliagao da atividade antimicrobiana de S. polyphyllum Mart., foram
empregadas bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e
Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli), por historicamente
serem bactérias de interesse médico e estarem envolvidas em grande parte das
doengas infecciosas da atualidade, e as leveduras Candida albicans, Candia
tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei, por estar envolvidas em doencgas
em pacientes imunodeficientes.

Para a determinacao da atividade antibacteriana foram testados inicialmente o
extrato bruto (FAA), fracdo acetato de etila (FAE) e fragdo aquosa (FA). Os

resultados para CIM e CBM encontram-se representados nas tabelas 20 e 21.



Tabela 20 — Concentragao inibitéria minima (ug/ml)
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Extratos FAA FAE FA
Cepas
Staphylococcus aureus 125 125 125
Bacillus subtilis 250 250 250
Pseudonomas aeruginosa >1000 >1000 >1000
Echerichia coli >1000 >1000 >1000
Tabela 21 — Concentracao bactericida minima (ug/ml)

Extratos FAA FAE FA
Cepas
Staphylococcus aureus 250 250 250
Bacillus subtilis 250 250 250

Segundo Holetz et al. (2002), pode-se considerar um CIM de até 100 ug/mi
como sendo bom resultado antibacteriano, de 100 a 500 ug/ml moderada atividade, de
500 a 1000 pg/ml fraca atividade e acima de 1000 pg/ml auséncia de atividade.
Portanto os resultados do FAA, FAE e FA obtidos frente as bactérias Gram positivas
podem ser considerados moderados, tendo auséncia de atividade frente aos

microorganismos Gram negativos (>1000 ug/ml).

A FAE demonstrou resultados significativos para bactérias Gram positivas, no
entanto por se tratar de um extrato semipurificado, possuindo, assim, um conteudo
quimico composto por diversas substancias, tornou-se necessario determinar a

atividade antibacteriana das subfragbes obtidas por cromatografia em coluna com o
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intuito de estabelecer a possivel relacdo estrutura-atividade. Os resultados sao
representados na tabela 22.

Tabela 22 — Atividade antimicrobiana das subfragdes de S. polyphyllum Mart.

frente a S. aureus e B. subtilis (ug/ml)

Cepas Staphylococcus aureus Bacillus subtilis
CIM CBM CIM CBM
Subfracdes
F#1 >1000 - >1000 -
F#2 500 1000 250 250
F#3 1000 1000 250 500
F#4 250 500 500 1000
F#6 250 250 125 250
F#7 250 250 125 250
F#8 250 250 250 250
F#9 125 250 500 500
F#10 250 250 500 >1000
F#11 125 250 500 >1000
F#12 500 1000 500 1000
F#13 250 500 500 1000
F#14 250 500 500 1000
E#15 125 125 500 >1000
F#16 125 250 1000 1000
F#17 125 250 500 1000
F#18 250 500 500 >1000
F#19 125 250 500 1000
F#20 125 250 500 >1000
F#21 250 500 500 >1000
F#22 250 500 500 1000
F#23 500 1000 500 >1000
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Ao analisar-se os resultados das subfragdes contra S. aureus, nota-se que a
atividade aumenta progressivamente, alcangando as melhores CIM e CBM na

subfracao F#15, sendo o resultado menos ativo encontrado na subfracao F#3.

Este resultado se deve provavelmente ao comportamento quimico de separagao
dos taninos em Sephadex® LH-20 empregando etanol como eluente, que segundo
Thompson et al. (1972) eluem primeiramente os mondmeros, e posteriormente dimeros
a polimeros. Na subfragao F#3, foi identificada por cromatografia em camada delgada a
presenga de galocatequina e epigalocatequina e na subfracdo F#9 a presenca dos
dimeros fisetinidol-(4p—8)-galocatequina e fisetinidol-(4a—8)-galocatequina. Assim,
provavelmente, na subfracdo F#15 ocorra a presengca de substancias com
policondensagdes (oligoméros e polimeros), com peso molecular superior ao
encontrado mas subfragdes anteriores, que poderiam agir mais especificamente sobre
a membrana celular da bactéria Staphylococcus aureus, explicando a melhor CIM esta

subfracao.

Avaliagbes das substancias isoladas galocatequina e epigalocatequina foram
realizados frente a bactéria S. aureus, e os resultados apresentaram uma CIM >100
ug/ml. Porém ndo foi possivel determinar a CIM dos dimeros fisetinidol-(4f—8)-
galocatequina e fisetinidol-(40—8)-galocatequina, por esses se encontrarem
derivatizados quimicamente (acetilados).

A determinacdo da CIM e CBM para B. subtilis, apresentou resultados de
atividade antimicrobiana moderada em todas as subfracdes testadas, obtendo-se os
melhores resultados em F#6 e F#7.

Frente ao B. subtilis, a subfracdo F#3 apresentou atividade superior a

demonstrada para S. aureus, sendo de 250 pg/ml, porém as substancias presentes



189

nessa fragdo e isoladas de F#4, galocatequina e epigalocatequina foram inativas
quando testadas isoladamente. A atividade antimicrobiana de F#3, talvez se deva a
possivel presenga de acido galico nessa subfracao. Henis et al. (1964), demonstraram
gue o acido galico apresenta um CIM 40 vezes mais potente que o acido tanico frente
B. subtillis. Em S. adstringens (Mart.) Coville foi isolado e caracterizado a presenca de
acido galico, epigalocatequina-3-O-(3,5-dimetil)-galato, epigalocatequina-3-O-(3-
metoxi-4hidroxi)-benzoato e epigalocatequina-3-O-galato. (MELLO, et al., 1996a).

Os resultados obtidos para subracdo F#15 contra B. subtilis foram CIM de 500
ug/ml e CBM de >1000 pug/ml, mostrando que esta fragdo € mais ativa contra S. aureus
(125 e 125 pg/ml, respectivamente).

Os testes realizados com bactérias Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli), constataram a auséncia de inibicdo de todas as subfragdes
analisadas (>1000 ug/ml).

Foram realizados testes concomitantes aos realizados com os extratos e
subfragdes de S. polyphyllum Mart. com antibiéticos classicos (Vancomicina, Penicilina
e Tetraciclina), padronizados no Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual
de Maringa, para validagao do método.

Os resultados dos testes realizados com os extratos e subfracdes de S.
polyphyllum Mart., no entanto, demonstram a atividade antibacteriana de um “pool” de
substancias, devido a diversidade quimica dos extratos e subfracdes testadas, desta
maneira, a molécula ativa, encontra-se diluida. Portanto, a substéncia ou substéncias
verdadeiramente ativas, deverdo, necessariamente, serem isoladas em estudos
posteriores para comprovacao da atividade.

No isolamento e identificagédo realizado com S. polyphyllum Mart., foi necessario

a acetilacdo dos dimeros fisetinidol-(4p—6)-galocatequina, isolado de F#4,
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epigalocatequina-(4f—8)-galocatequina, isolado de F#5, (fisetinidol-(43—8)-
galocatequina e fisetinidol-(4o—8)-galocatequina isolado de F#9, para a correta
identificacdo espectroscoépica, devido a pequena quantidade de substancia isolada.
Assim, seria necessario o trabalho com quantidades maiores de extrato bruto na
tentativa de se isolar maiores quantidades dessas substancias para a realizacdo de
testes biologicos.

Nos testes realizados com Candida albicans, Candida krusei, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis o extrato bruto (FAA), fracado acetato de etila (FAE) e
fracdo aquosa (FA), além das subfragbes obtidas por cromatografia em coluna
apresentaram resultados superiores a 1000 pg/ml na CIM. Em estudos realizados com
S. obovatum Benth, as fragdes F#13-15 e F#20 apresentaram agdo antifungica
moderada, ja as fragdes F#16-19 e F#21-22 apresentaram-se com boa atividade frente
as cepas de Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida
tropicalis (Sanches et al., 2003).

Segundo Scalbert (1991), a atividade antimicrobiana dos taninos se devem a
trés propriedades: inibicdo de enzimas das bactérias, complexando-se com substratos
dessas enzimas; acdo dos taninos sobre as membranas celulares dos
microorganismos, modificando seu metabolismo; complexagdo com ions metalicos,
diminuindo assim, a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo dos
microorganismos.

Santos et al. (2002), propdem que a presenca de grupamentos o-triidroxil no
anel B, esta envolvido na maior atividade biolégica dos taninos, sendo o grau de
polimerizagdo um fator de igual importancia para a atividade bioldgica. Anteriormente,
De Bruyne et al. (1999), sugeriram que as propriedades bioldgicas dos taninos

dependem fortemente da estrutura quimica e de sua conformacéo espacial. Scalbert
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(1991), em sua revisao, relatou a inibigdo do crescimento bacteriano de Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus, Clostridium botulinum, Proteus vulgaris e
Staphylococcus aureus, em todos os casos mais fortemente inibidas por substancias
trildroxiladas do que por substancias diidroxiladas no anel B.

Toledo (2002), demonstrou a atividade antimicrobiana das subfragcdes de S.
adstringens (Mart.) Coville contra bactérias Gram positivas, obtendo melhores
resultados contra S. aureus, obtendo uma CIM de 125 ug/ml e CBM de 250 pug/ml.

Sanches et al. (2002), demonstraram a atividade antibacteriana de S. obovatum
Benth., contra S. aureus descrevendo que a CIM obtida para extrato bruto, fragdo
acetato de etila e fragdo aquosa foi de 125 ng/ml e a CBM de 500 pg/ml.

A semelhanga na composi¢cdo quimica entre as espécies [S. adstringens (Mart.)
Coville, S. obovatum Benth. e S. polyphyllum Mart.] do género Stryphnodendron, foi
determinada pela comparagdo bibliografica, sendo posteriormente analisadas por
CLAE. Portanto o efeito antibacteriano das espécies é muito semelhante.

Possivelmente o efeito antibacteriano encontrado nos extratos e subfracbes
de S. polyphyllum Mart. contra bactérias Gram positivas € decorrente do sinergismo
entre as substancias polifendlicas presentes nas cascas do vegetal, sendo
necessario mais trabalhos para verificacido das substancias responsaveis pela acao

antibacteriana.
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5.5 Acao cicatrizante

Ha milénios a humanidade cuida de feridas buscando auxiliar o processo
natural de cicatrizagdo. Ao longo dos anos, diversos produtos dermatoldgicos
contendo ingredientes ativos de origem vegetal entre eles: B-caroteno, azuleno,
taninos entre outros, foram incorporados a terapéutica.

Entre os vegetais que sdo popularmente empregadas como cicatrizantes
encontra-se o género Stryphnodendron (barbatimdo). Diversos grupos de pesquisas
vém buscando a comprovagao desta atividade farmacoldgica, entre eles: Panizza et
al. (1988); Neves et al. (1992); Eurides et al. (1996); Jorge Neto et al. (1996); Vieira
et al. (1998); Palermo et al. (2002) que realizaram trabalhos com Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville e Favaretto et al. (1985), que demonstraram a atividade
de Stryphnodendron obovatum Benth.

Com o nome de barbatimdo, sdo conhecidas varias espécies taniferas
pertencentes a familia Leguminosae. Assim tornou-se necessaria a caracterizagao
da atividade cicatrizante para Stryphonodendron polyphyllum Mart., pois muitas
vezes as espécies sao confundidas entre si, sendo comercializadas apenas com o
nome popular de barbatiméo.

S. polyphyllum Mart. apresentou um conteudo quimico rico em taninos, na
ordem de 19%. Os taninos tém sido usados na dermatologia devido a sua forte
propriedade adstringente, pois quando aplicados topicamente na pele ou em
membranas mucosas, provocam precipitacdo protéica que torna as camadas
superficiais impermeaveis a agentes nocivos, encolhendo as estruturas coloidais, e
causando vasoconstricdo capilar (agdo hemostipica) (SCHULZ et al., 2002). Os
autores sugerem ainda que a diminuigdo da permeabilidade vascular é equivalente

ao efeito antiinflamatério local. A acado de enrijecimento (adstringéncia) nos tecidos
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priva as bactérias de um meio de crescimento favoravel, produzindo um efeito
antibacteriano indireto. Além disso, os taninos tém leve acido anestésica topica que
acalma a dor e a irritagao.

Avaliou-se a agdo da pomada de extratos das cascas de S. polyphyllum Mart.
a 2,5% em feridas cuténeas de ratos, comparadas com feridas controle tratadas com
pomada base (base de Beeler). Foram realizados testes com o extrato bruto (FAA) e
a fragdo acetato de etila (FAE).

Ao exame macroscopico realizado apds 4, 7 e 10 dias de tratamento, com
FAA e FAE, as feridas controle (base de beeler), apresentavam-se com coloragao
avermelhada, e crostas umidas. As feridas tratadas, apresentavam-se com fina
crosta de coloracdo marrom escura, seca, aparentemente sem a presenca de
infiltragéo inflamatoria (fig. 55).

Ainda no estudo macroscopico verificou-se 0 aumento da area central e o
aspecto irregular das bordas das feridas dos animais dos grupos controle e tratado,
provavelmente isto tenha ocorrido devido a presenga de crosta leucocitaria,
coincidindo com as observagbes feitas por Cotran (1989). Segundo este autor, um
tecido ao sofrer agressdes é isolado do meio ambiente apds ser preenchido por
coagulos, fibrina e exsudato, formando uma crosta.

Verificou-se que nas feridas tratadas com pomada dos extratos de S.
polyphyllum Mart. (barbatimao) a 2,5%, ndo houve supuragao, este dado também foi
observado por Eurides et al. (1996) apds tratamento com solugdo aquosa de S.
adstringens (Mart.) Coville. Provavelmente as propriedades adstringentes do
barbatimao, permitiram a precipitacdo protéica dos tecidos lesados, formando um
revestimento protetor (barreira mecéanica) contra as bactérias, promovendo uma

acao anti-séptica (PANIZZA et al., 1988). Dados que foram corroborados pelos
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resultados de CIM e CBM (tab. 20 e 21) de S. polyphyllum Mart. contra bactérias

Gram positivas, realizados nesse trabalho.

De acordo com Oliveira (1992), a formacado de crosta em uma ferida nao
exsudativa favorece o processo de cicatrizagdo e o exsudato promove a
desagregacao da crosta e o desenvolvimento de microorganismos. Observou-se,
que as feridas tratadas com FAA e FAE ndo apresentaram exsudagdo, o que
provavelmente, favorece uma cicatrizagcado subcrostal mais eficiente, auxiliando no
processo de reparo.

Os extratos das cascas de S. polyphyllum Mart. (FAA e FAE) sao ricos em
compostos fendlicos, principalmente taninos. De acordo com Mota et al. (1985), os
taninos possuem atividade antiinflamatéria e essa agao se deve a um efeito sobre a
migracao leucocitaria e a um antagonismo das acgdes flogisticas sobre os
mediadores da inflamag&o. Recentemente, Kapu et al. (2001), comprovaram o efeito
antiinflamatério de extratos de Crinum giganteum Andr., ricos em tanino. Assim a
acéo antiinflamatoéria dos taninos presentes nas cascas de S. polyphyllum Mart.,
provavelmente pode ter contribuido para um melhor desenvolvimento do quadro de

reparo tecidual.
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Figura 55 - Feridas no dorso de rato Wistar, apés 7 dias de tratamento.
Esquerda: ferida tratada com FAE; direita: ferida controle tratada com base de

Beeler
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Para verificar se as pomadas contendo barbatimdo aceleram o fechamento

das feridas, foram mensurados os maiores eixos transversal e longitudinal das

feridas no dia em que foram feitas e no dia do sacrificio dos animais. Os resultados

apresentam-se nas figuras 56 e 57 .
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Figura 56 — Area das feridas (mm?) tratadas com FAA durante 10 dias
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Figura 57 — Area das feridas (mm?) tratadas com FAE durante 10 dias

Na analise das diferencas entre as médias das medidas dos eixos transversal
e longitudinal de feridas cutadneas tratadas com extratos das cascas de S.
polyphyllum Mart., ndo foi observada diferenca estatistica (p<0,05) entre os
tratamentos no decorrer dos dias entre feridas tratadas e controle do grupo FAA. No
entanto, foi observado que a crosta formada sobre as feridas controle
apresentavam-se com area menor que as feridas tratadas com FAE no final dos 10
dias de tratamento. Isto se deve ao fato que taninos precipitam proteinas e formam
um revestimento protetor que favorece a cicatrizacdo (HASLAM, 1989), sendo a
crosta formada de aspecto duro cobrindo toda a area da lesdo externamente.
Porém, a porcentagem de ativo usado na preparagao da pomada a 2,5% do extrato
FAE, sugerem uma dosagem alta, havendo excesso na formagdo de revestimento
externo (casca da ferida). Em estudos anteriores realizados com Stryphnodendron

adstringens (Mart.) Coville, com pomadas de extrato aceto-aquoso nas
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porcentagens de 2,5% e 1%, foram obtidos resultados semelhantes com ambas as
dosagens, porém, ndo havendo formacdo de cascas com aspecto excessivo no
tratamento a 1% de ativo (VIEIRA et al., 1998).

A presenga da casca de forma excessiva, também promove a dificuldade de
obtengado de cortes viaveis, pois dificulta o processamento do material (devido ao
rompimento das cascas durante os cortes no microtomo).

Outro aspecto foi observado em 4 dias de tratamento tanto com FAA como
com FAE, onde a érea final, tornou-se maior que a area inicial. Segundo Montandon
et al. (1977), as forcas elasticas da pele vizinha aumentardo consideravelmente o
tamanho da ferida, devido a tenséo presente nesse local em particular. Além disso,
nesse parametro foram observadas algumas variagbes de tamanho da area lesada
gue podem ser atribuidas a pequenas diferencas no tamanho da ferida no momento
de sua confecgéo.

Outro parametro avaliado foi a analise da proliferacao celular epitelial, através
do método de contagem de metafases bloqueadas (fig. 58) nas camadas basal e

supra basal do epitélio neoformado (fig. 59).
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Célula
bloqueada
em metafase

Figura 58 - Corte transversal de ferida cutanea no dorso de rato Wistar, apos
7 dias de tratamento: observar células bloqueadas em metafase na lingua de

reepitelizacao

Epitélio neo-formado

Figura 59 — Lingua de reepitelizagao
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Os resultados obtidos estao representados nas figuras 60 e 61, e mostram
que houve um aumento da proliferacdo celular epitelial, evidenciando o maior
numero de células em divisdo obtidas nas feridas tratadas com FAA e FAE quando
comparadas frente as feridas controles.

De acordo com Martin (1997), o aumento na atividade proliferativa logo no
inicio da cicatrizacdo, ndo é um pré-requisito estritamente necessario para o
movimento de reepitelizacdo, mas deve estar mais relacionado com um reservatério
extra de células, para repor aquelas que foram perdidas na injuria. Assim, a
regeneracgao normal da epiderme requer mitose e migragéo das células epidermais a
partir do epitélio intacto ao redor do sitio da injuria.

Durante os 10 dias de tratamento com FAA e FAE observou-se aumento da
proliferacdo celular nas feridas tratadas. Porém, os resultados s6 foram
estatisticamente satisfatério aos 4 e 7 dias de tratamento em ambos os grupos. O
grupo de 10 dias ndo apresentou resultados estatisticamente significantes (tab. 23 e

24).
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Figura 60 — Efeito do tratamento com a pomada de extrato bruto (FAA) de

Stryphnodendron polyphyllum Mart. a 2,5% sobre o numero de metafases/10 mm em

feridas cutaneas de ratos. Valores médios (n=5). Teste t, *p<0.05 comparados com o

controle
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Figura 61 — Efeito do tratamento com a pomada de fragcdo acetato de etila

(FAE) de Stryphnodendron polyphyllum Mart. a 2,5% sobre o numero de

metafases/10 mm em feridas cutdneas de ratos. Valores médios (n=5) Teste t,

*p<0.05 comparados com o controle
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Tabela 23 — Avaliacao da proliferacao celular epitelial do extrato bruto de S.

polyphyllum Mart., média do numero de metafases + DP. Teste t, *p<0,05

Tempo Controle Tratado p<0,05
4 dias 31,75+4,00 48,50 + 1,44 0,0077
7 dias 40,00 * 8,26 94,00 +7,15 0,0026
10 dias 56,00 £ 12,19 79,25+ 16,13 0,2940

Tabela 24 — Avaliagao da proliferacao celular epitelial da fracdo acetato de

etila de S. polyphyllum Mart., média do numero de metafases + DP. Teste t, *p<0,05

Tempo Controle Tratado p<0,05
4 dias 42.75 + 0.8539 71.50 £ 2.598 0.0001
7 dias 50.60 + 3.295 94.80 £ 7.372 0,0006
10 dias 76.50 + 10.36 109.5 + 16.18 0,1367

Os resultados obtidos com FAA e FAE mostraram atividade estimulante frente
ao processo de cicatrizacdo. Nota-se que a FAE apresentou melhor resultado em 4
dias de tratamento quando comparada ao FAA no mesmo periodo, e que o0s
resultados em 7 dias de tratamento foram semelhantes.

O estimulo de FAE na proliferacdo celular na fase inicial de cicatrizacao,
provavelmente esta relacionada a agao antiinflamatoria e adstringente dos taninos,
visto que a primeira fase do processo de reparo tecidual envolve a migracao de
células inflamatérias e a formacao de edema, devido ao aumento da permeabilidade
vascular e o acumulo de plasma no local da ferida (MARTIN, 1997). Quando o

edema é excessivo, decorrente da presenca de fragmentos celulares e de tecidos
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necréticos em espacos intercelulares, promove o retardo da cicatrizacdo do tecido
(SANCHEZ NETO et al., 1993). Assim, as propriedades dos taninos de se
complexarem com proteinas, provavelmente promovendo uma agao proteolitica que
impede a formacédo de tecidos necroticos, aliada ao efeito antiinflamatorio, que
causa a reducdo do edema, foram provavelmente responsaveis pelos melhores
resultados da FAE, que apresenta um conteudo quimico mais concentrado em
taninos condensados do tipo mondmeros a oligbmeros passando por dimeros,
trimeros e tetr@meros quando comparados com FAA.

A segunda fase envolvida no processo de cicatrizagéo é a fase proliferativa,
onde € decisiva a vascularizagdo da area entre as duas bordas da ferida, que é
seguida por fibroplasia e o acumulo de fibras colagenas produzidas por fibroblastos
(SANCHES NETO et al., 1993).

Aos 7 dias de tratamento ndo houve diferencas entre FAA e FAE, ambas
estimularam a proliferagdo celular epitelial com a mesma intensidade, apesar da
diferenga de concentragao de taninos entre elas, pois em FAA encontra-se menor
concentracao de taninos a 2,5% de extrato. Provavelmente o efeito de estimulagéo
na cicatrizacao nesta fase, se deva, talvez, a melhor neovascularizacéo nas feridas
tratadas, independente da concentracdo de monémeros, dimeros, trimeros,
oligbmeros e polimeros presentes nos extratos. Segundo, Khanna et al. (2002),
angiogénese é um fator primordial para a cicatrizacdo de feridas. Esses autores
demonstraram que taninos condensados, isolados de suco de uva, promoveram um
aumento da expressao do fator de crescimento vascular epitelial, que tem a
habilidade de promover a angiogénese, determinando um processo de reparo

coordenado e progressivo.
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De acordo com Kakegawa et al. (1985), os taninos séo capazes de facilitar a
sintese de glicosaminoglicanas, como o0s primeiros componentes da matriz
extracelular. Como consequéncia, ocorrera a deposicdo dessa matriz, com
maturagao e organizagao do tecido fibroso, componente substancial no processo de
reparacgao da ferida (OKASALA et al., 1995; CHITHRA et al., 1998;).

Os taninos promovem a cicatrizacdao de feridas por varios mecanismos
celulares tais como: quelagcdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio,
estimulacdo da contragdo da ferida e aumento da formacao de vasos capilares e
fibroblastos (FERNADEZ et al., 2002). Além desses dados, pode-se citar que taninos
(condensados principalmente) atuam na diminui¢gado da dor, baixo risco de infecgéo,
estimulacao da regeneracao da epiderme, rapida cicatrizagcao e melhor formacao de
cicatriz, reducdo de mortalidade e redugédo da perda de plasma (HUPKENS et al.,
1995; KHANNA et al., 1998).

Portanto estes fatores devem estar envolvidos na atividade cicatrizante
observada nos extratos das cascas de S. polyphyllum Mart., confirmando os
trabalhos anteriormente realizados com o género Stryphnodendron e positivando o
uso da espécie S. polyphyllum Mart. como cicatrizante. No entanto, estudos
posteriores com as substancias isoladas, deverdo ser realizados com o intuito de
esclarecer as substancias verdadeiramente responsaveis pela atividade, ou se esta
atividade cicatrizante é devido ao sinergismo das substéncias presentes nos
extratos.

Embora os mecanismos fisiolégicos exatos da agdo dos taninos sobre a
cicatrizagdo ndo estejam totalmente esclarecidos, avaliagdes morfolégicas como as

realizadas neste trabalho vém somar informagdes aquelas ja existentes, e assegurar
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maior confiabilidade aos usuarios de plantas como medicamentos, quanto a

comprovagao de sua agao bioldgica.
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5.6 Atividade antioxidante

Devido ao grande interesse voltado ao papel das espécies reativas do
oxigénio (EROs) na etiologia de varias doencas tais como: cancer, inflamacao,
aterosclerose, esclerose multipla entre outras, intensificou-se a busca por
substancias antioxidantes, ou seja, capazes de interferir tanto na etapa de iniciagcéao
como na de propagacao do processo oxidativo (HALLIWELL, 1986).

Os processos oxidativos podem ser evitados através da modificacdo das
condicbes ambientais ou pela utilizacdo de substancias antioxidantes com a
propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento das reacdes oxidativas
(ALLEN; HAMILTON, 1983).

Neste contexto, grande importancia tem sido dada aos antioxidantes naturais,
principalmente aos compostos fendlicos que, segundo Shahidi et al. (1992), funcionam
como sequestradores de radicais livres e algumas vezes como quelantes de metais. De
acordo com Oliveira et al. (2002), os compostos fendlicos atuam como inibidores de
enzimas relacionadas ao processo de produgéo das EROs.

As cascas da espécie Stryphnodendron polyphyllum Mart. sdo constituidas, do
ponto de vista quimico, majoritariamente por taninos condensados, tendo seu uso
popular preconizado com cicatrizante e confirmado neste trabalho. Trabalhos recentes
tem relacionado a atividade cicatrizante com as propriedades antioxidantes dos taninos
(Fernadez et al., 2002). Portanto, € de especial interesse a averiguagdo dessa
propriedade biolégica dos compostos fendlicos e a confirmagcdo desses como
substancias cicatrizantes e capazes de modular o processo oxidativo.

As propriedades anti-radicalares dos extratos, fracdes e substancias isoladas

das cascas de S. polyphyllum Mart., foram avaliadas pelo método da reducdo do



207

radical DPPH através da cromatografia em camada delgada (segdo 4.7.2). Os

resultados estao representados na figura 62.
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Figura 62 — Cromatograma (CCD) representativo da redugéo do radical DPPH
frente a FAA, FAE, FA, galocatequina (GC), epigalocatequina (EGC), fisetinidol-
(40—8)-galocatequina (substancia V), F#1, F#2, F#3, F#4, F#5, F#6, F#7, F#8, F#9
de Stryphnodendron polyphyllum Mart., usando como substancias referéncia:
quercetina (Q), rutina (R), acido galico (Ac.G), astilbina (Al), sistema cromatografico:

butanol:acido acético; agua (3:1:1), revelador DPPH 0,2 % em metanol
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Os resultados demonstraram que tanto os extratos, subfragées (100 ug/5ul) e
substancias isoladas(10 ug/5ul), apresentaram atividade antioxidante semelhante
aos padrbes quercetina, rutina, acido galico e astilbina, nas concentragbes de 10
ug/5 pl.

A atividade antioxidante de taninos tem sido reportada nos trabalhos de Da Silva
et al. (1998), Soares (2002), Hatano et al. (2002), Nakagawa et al. (2002), e Negro et
al. (2003). Segundo, Nakagawa et al. (2002), as propriedades antioxidantes dos
compostos fendlicos estao relacionadas com a estrutura do composto, principalmente
com o grau de hidroxilagdo do anel B, sugerindo ainda, que a triidroxilagdo aumenta a
propriedade anti-radicalar dos taninos.

No trabalho realizado por Oliveira et al. (2002), a atividade antioxidante da
quercetina, foi como moduladora do processo de producao e liberacdo de EROs por
células fagocitarias em processos de lesdo tecidual cronica, coincidindo com as
afirmacdes de Fernadez et al. (2002).

Os resultados obtidos avaliaram positivamente o perfil antioxidante dos taninos
presentes nos extratos e subfragdes das cascas de S. polyphyllum Mart., confirmados
posteriormente com a permanéncia da atividade antioxidante nas substancias isoladas.
No entanto, estudos posteriores serdo necessarios para a avaliacdo da relagao
estrutura-atividade das substéncias isoladas na a agdo moduladora sobre EROs, e a

determinacédo da concentragdo capaz de inibir o processo oxidativo in vitro.
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6. CONCLUSOES

» A analise anatdmica mostrou que, com a selegédo de cortes, pode-se visualizar
melhor as estruturas celulares, e de acordo com o corante aplicado, avaliar
provaveis composi¢cées quimicas como: lignina, celulose ou suberina nas cascas
do Stryphnodendron polyphyllum Mart.;

» O controle de qualidade fisico-quimico permitiu estabelecer dados comparativos
entre as coletas de verao e outono;

» O teor de umidade encontrado para as diferentes coletas é compativel com o
estabelecido na Farmacopéia Brasileira;

» Durante o processo de secagem, concluiu-se, que as cascas do vegetal,
conservam melhores as caracteristicas organolépticas e quimicas, quando
estabilizadas a temperatura ambiente (25 + 3 °C) e conservadas ao abrigo da
luz;

» O teor de taninos totais e o teor de extrativos determinados para as amostras
coletadas em diferentes épocas do ano se mostraram estatisticamente
diferentes entre si;

» A determinagéo do teor de taninos totais € fator decisivo na qualidade da droga
e extratos do barbatiméao;

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

» Foram isolados e identificados: galocatequina, epigalocatequina,

epigalocatequina-(4p—8)-galocatequina, fisetinidol-(4f—8)-galocatequina e
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fisetinidol-(4a—8)-galocatequina. A  identificagdo dessas  substancias,
anteriormente ja isoladas, corrobora na validagdo da metodologia empregada,;
Foi isolada e identificada a substancia inédita, 4’-O-metil-robinetinidol-(4—6)-4'-
O-metil-galocatequina. Esse fato denota o potencial que a droga vegetal possui
e pode contribuir para o conhecimento quimico e taxondmico do género e da
familia botanica;

O sistema desenvolvido para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
gradiente crescente de concentracdo de metanol a partir de 0,05% (V/V),
propicia boa resolugdo dos picos nos cromatogramas e € reconhecidamente
mais econémico;

O extrato semipurificado (FAE) e as subfracbes, podem ser caracterizados pela
CLAE pelos constituintes quimicos: galocatequina e epigalocatequina;

Por terem apresentado sensibilidade, exatidao e reprodutibilidade, os métodos
de quantificagao pela CLAE, demonstraram viabilidade quanto a aplicagao;

Os resultados obtidos no teste antibacteriano com fragdes e subfracdes
mostraram atividade moderada contra as cepas testadas de Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis;

As substancias galocatequina e epigalocatequina, isoladamente, ndo mostraram
nenhuma atividade antibacteriana, contra as cepas empregadas;

Os testes realizados com FAA, FAE, FA e todas as subfragbes frente a fungos
nao apresentaram atividade contra as cepas testadas;

A avaliacdo da acao cicatrizante de FAA e FAE, permite concluir que o extrato
(FAA) e a fragdo semipurificada (FAE) agem favoravelmente no processo de

reparo tecidual, pela agédo anti-séptica apresentada e pelo aumento da
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proliferacdo celular epitelial. No entanto a FAE apresenta um resultado melhor
devido a sua composig¢ao quimica mas seletiva;

Os resultados obtidos avaliaram positivamente o perfil antioxidante dos taninos
presentes nos extratos e subfracbes das cascas de S. polyphyllum Mart. Os
extratos, subfragdes e substancias isoladas apresentaram atividade antioxidante
semelhante aos padrbes quercetina, rutina, acido galico e astilbina, na

concentragao de 10 ug/5 ul;
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