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RESUMO

As cascas de mutamba, Guazuma ulmifolia Lam. var. tomentella — Sterculiaceae, sdo
utilizadas popularmente para o tratamento de enfermidades gastrintestinais, afec¢des de pele e
contra a queda de cabelos. O controle de qualidade da matéria-prima vegetal coletada no
municipio de Ibipora, PR, em duas épocas do ano (inverno e verdo) seguiu parametros
farmacopéicos. Na andlise fitoquimica preliminar foram evidenciados a presen¢a de taninos,
flavonodides e saponinas. A perda por secagem obtida para droga lote inverno (DI) foi de
56,59%, nao tendo sido realizada para droga lote verdo (DV). A perda por dessecagdo para a
droga realizada apods 2, 5, 12 meses ficou abaixo de 13,5%. Os melhores solventes segundo os
teores de extrativos foram acetona:agua (1:1) para DI (16,56%) e acetona:dgua (7:3) para DV
(10,97%). Segundo o residuo seco o melhor solvente para extragdo foi acetona:agua (7:3)
(0,1683 g e 0,1425 g) para ambos os lotes. No doseamento de flavondides foram obtidos
0,0044% para DI e 0,0090% para DV. O diametro médio das particulas realizado através da
tamisacdo foi calculado para DI (0,373 mm) e DV (0,377 mm). Foram isoladas e identificadas
nove substincias, a partir de um extrato semipurificado: catequina, epicatequina,
galocatequina,  epigalocatequina,  4’-O-metil-epiafzelequina  (substancia  inédita),
epiafzelequina-(4p—8)-epicatequina, epicatequina-(4p—8)-catequina (PB1) (inédita no
género), epicatequina-(4p—8)-epicatequina (PB2), e epicatequina-(4p—8)-epigalocatequina.
Para o estudo da capacidade antioxidante in vitro foram realizadas duas técnicas
(fosfomolibdénio e DPPH®) com extrato bruto e semipurificados. Todos os extratos diferiram
significativamente do padrido (vitamina C) na avaliacdo do complexo fosfomolibdénio. Os
valores obtidos no DPPH® para a fase acetato de etila foram (ICsg): DI= 3,409 pg ml™ e DV=
3,227 ug ml™, ambos diferiram significativamente do padrio (vitamina C). Preparou-se uma
lo¢do capilar teste com extrato bruto e outra controle para ser empregada na avaliacdo do
crescimento de pélos em ratos Wistar. A avaliagdo morfoldgica (microscopica) realizada
através das analises morfométrica e de proliferacao celular epitelial ndo evidenciaram o
desenvolvimento do foliculo piloso atribuido, popularmente, & mutamba. Na espectroscopia

fotoacustica foi demonstrada a permeag¢do da formulagdo farmacéutica.

Palavras-chave: Antioxidantes, foliculo piloso, Guazuma ulmifolia, permeacao

cutanea, Sterculiaceae, taninos condensados.



ABSTRACT

Barks of “mutamba”, Guazuma ulmifolia Lam. var. tomentella, has been popularly
used for the treatment of gastrintestinal illness, skin diseases and against hair fall. Quality
control of the vegetable drug collected in two different seasons (winter and summer) was
followed by pharmacopoeial assays. Phytochemical screening indicated the presence of
taninns, flavonoids and saponins. The loss on drying obtained from the fresh winter drug
(WD) was 56.59%, for the fresh summer drug (SD) this analyses was not done. Loss on
drying obtained from the milled drug (winter and summer) and done after 2, 5, 12 months was
below 13.5%. The best results for the solvents according to the determination of extractives
was the acetone:water (1:1) for WD (16.56%) and acetone:water (7:3) for SD (10.97%).
According to dry reside the best solvent was acetone:water (7:3) for the both drugs (0.1683 g
and 0.1425 g). The flavonoids were obtained 0,0044% for WD and 0,0090% for SD. The
mean diameter of granulomentric analyses assayed was calculated for WD (0.373 mm) and
for SD (0.377 mm). There were isolated and identified nine substances from a semipurified
extract: catechin, epicatechin, gallocatechin, epigallocatechin, 4’-O-methyl-epiafzelechin
(new substance), epiafzelechin-(4p—8)-epicatechin, epicatechin-(4p—8)-catechin (PB1),
epicatechin-(4p—8)-epicatechin (PB2), and epicatechin-(4p—8)-epigallocatechin. For the in
vitro antioxidant capacity evaluation, two technics were made (phosphomolibdenum and
DPPH®) with crude and semipurified extracts. All extracts were statistically significant by
phosphomolibdenum assay against C vitamin as standard. Among all the samples tested in the
DPPH® technic, the best results were obtained with the ethyl-acetate phase (IC50: WD=
3,409 pg ml" e SD= 3,227 pg ml™), both differed significantly to the standard (C vitamin). A
capilar lotion was prepared to be used in a study about hair growing activity in wistar rats. A
morphological avaliation (microscopic) were realized through the morphometric and the
epitelial celular proliferation analysis, but there were no evidence of the development of the
hair follicle attributed, popularly, to “mutamba”. In the photoacoustic spectrometry was

demonstrated the permeation of the pharmaceutical formulation.

Keywords: antioxidants, condensed tannins, Guazuma ulmifolia, hair follicles, skin

permeation, Sterculiaceae.
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1 INTRODUCAO

Desde as mais antigas civilizagdes, ha relatos de que o homem sempre procurou na
natureza, cura para os seus males. Os conhecimentos empiricos foram passando de geracao
em geracdo, ¢ cada povo tem o seu arsenal de conhecimentos populares no combate as suas
enfermidades; muitos anos depois, a era da ciéncia veio comprovar ou refutar o valor desse
conhecimento adquirido em séculos.

Hipocrates (460-377 a.C.) e Claudius Galeno (130-200 d.C.), filésofo e médico-
farmac€utico respectivamente, muito contribuiram na evolucdo da quimica, farmacia e
medicina, e sdo considerados marcos na historia do desenvolvimento das ciéncias da saude
(MIGUEL; MIGUEL, 1999).

Yunes e Cechinel Filho (2001) fazem um relato histérico da fitoterapia. Eles dividiram
a historia do desenvolvimento de farmacos a partir de plantas em trés periodos, os quais serao
brevemente descritos a seguir.

O periodo compreendido entre 1770 e 1900 foi marcado por grandes nomes da ciéncia
como Lavoisier, considerado o fundador da quimica moderna. Nesta época, apesar dos
recursos limitados, os quimicos isolavam e determinavam as estruturas de compostos ativos
de plantas conhecidas popularmente e geralmente incorporadas nas farmacopéias da época.
As plantas eram de grande importincia na area médica. Dessa forma, alguns potentes
farmacos foram descobertos, e muitos deles ainda sdo utilizados, um exemplo ¢ a morfina,
isolada em 1806 por Setiirner da Papaver somniferum L., porém sua féormula estrutural foi
elucidada somente em 1925, por Robinson.

O segundo periodo, de 1901 a 1970/80, marcado pela revolucao industrial que
ocorrera no século XIX, foi caracterizado pelo paradigma ocidental da terapéutica: o f&rmaco
¢ uma molécula pura, geralmente oriunda de sintese, cujo modelo foi a aspirina (AAS). A
quimica avangou a tal ponto que as pesquisas foram direcionadas para a sintese de
substancias. As plantas medicinais foram consideradas sem valor cientifico, e eram utilizadas
por pessoas sem cultura cientifica. Nesse periodo a fitoquimica avangou no conhecimento de
estruturas dos metabolitos secundarios e suas possiveis fungdes nas plantas, esclarecendo os
mecanismos de biossintese e desenvolvendo uma nova area, a quimiotaxonomia.

O terceiro periodo (1970/80) que vem até os dias de hoje, teve inicio devido aos altos
custos para a obtencdo de novos farmacos, modificando-se o padrdo da quimica medicinal

“classica” (molécula pura obtida por sintese). Diversos fatores contribuiram para isso, tais
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como a biologia molecular e as técnicas genéticas, a quimica combinatoria € a computacional.
Nesse periodo renasce o interesse mundial pelas plantas medicinais, além de uma forte
intensificagdo nas pesquisas.

Basicamente, existem trés tipos de critérios para a sele¢do de espécies medicinais para
investigacdo farmacologica: randomico, etnofarmacoldgico e quiomiotaxonémico (RICHTER
et al., 2002).

Hostettmann e colaboradores (2003) utilizaram o esquema proposto por Cragg et al.
(1997), que classifica as fontes de agentes terapéuticos em: produtos sintéticos, biologicos,
produtos naturais, derivados de produtos naturais e produtos sintéticos modelados a partir de
produtos naturais, sendo que os trés tltimos representam 44% de todas as novas drogas.

O mercado de medicamentos da América do Norte (considerando Canada e EUA) ¢ de
USS$ 187,8 bilhdes, ja a Europa liderada por cinco paises (Alemanha, Franga, Reino Unido,
Italia e Espanha) movimenta US$ 88,2 bilhdes. O Japao (incluindo hospitais) movimenta US$
59,0 bilhdes e a América Latina (guiada pelo México, Brasil e Argentina) gasta US$ 13,7
bilhdes, destes a parcela do Brasil ¢ de US$ 5,2 bilhdes. Esse total ¢ quase o gasto da
Australia/Nova Zelandia, de US$ 5,4 bilhdes. Esses dados compreendem o periodo de margo
de 2004 a marg¢o de 2005 (IMS HEALTH, 2005).

A maioria da populagdo, dos paises em desenvolvimento, ainda confia nas plantas
medicinais para satisfazer suas necessidades em saude. As plantas medicinais sdo
freqiientemente utilizadas para promoverem servigos primarios e atendimento basico em
saude. Ambos para pessoas que moram em regides de dificil acesso, caracterizadas pelo unico
servico em saude disponivel, e para pessoas que vivem em areas pobres, 0s quais se mostram
como unicos remédios disponiveis. Mesmo em éareas onde os medicamentos modernos estdo
disponiveis, o interesse pela fitoterapia aumentou rapidamente nos ultimos anos (WHO,
1998a).

A ndo regulamentagdo do setor ou o uso inapropriado das chamadas medicinas e
praticas tradicionais, podem ter efeitos negativos e perigosos. Como exemplos: 1) a erva “Ma
Huang” (Ephedra) ¢ tradicionalmente utilizada na China para congestdo respiratoria. Nos
Estados Unidos, essa erva foi comercializada como um auxiliar dietético, cuja sobredose
conduziu no minimo a 12 mortes, ataques cardiacos e acidentes vasculares cerebrais; 2) na
Bélgica, no minimo 70 pessoas necessitaram de transplante renal ou didlise devido a fibrose
intersticial do rim, ap6s tomar uma preparagao feita com espécies erradas de plantas que eram

utilizadas para o tratamento emagrecedor (BAGOZZI, 2005). Segundo artigos publicados
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pelo EMEA (1997, 2000), a planta responsavel por este problema renal ¢ do género
Aristolochia.

Plantas medicinais constituem importantes fontes de novos medicamentos para a
industria farmacéutica (WHO, 1998a). O crescente interesse pelo uso, criou a necessidade de
uma melhor precisdo no preparo e na avaliagdo, e estimulou a pesquisa em plantas, seus
varios usos e aplicagdes (WHO, 1993). A legislacao brasileira que trata dos fitoterapicos ¢
prova do esforco coletivo em prol da otimizag¢do de recursos e procedimentos com intuito de
garantir a populacao produtos eficazes, seguros e com qualidade (BRASIL, 2004).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reconhece a importancia e estimula o uso
das plantas medicinais pela populagdo de paises pobres, embora recomende cuidados
especiais no seu uso através da distribuicdo de manuais para orientar estudos cientificos, que
confirmem sua seguranca e eficacia clinica (CALIXTO, 2001).

Na China, preparacdes tradicionais de plantas sdo estimadas em 30 a 50% do consumo
medicinal total. Na Europa, na América do Norte, € em outras regides industrializadas, mais
de 50% da populacdo ja utilizou, a0 menos uma vez, a chamada medicina alternativa ou
complementar. Na Alemanha, 90% da populagdo ja utilizou um remédio natural em algum
momento de suas vidas. O mercado global de medicamentos a base de plantas ultrapassa 60
bilhdes anualmente e estd crescendo continuamente. Diz-se que 25% dos medicamentos sao
feitos de plantas utilizadas primeiramente na medicina tradicional (BAGOZZI, 2004).

Segundo a Associacdao Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico e de Produtos
para a Promogdo da Satde (ABIFITO), o setor movimenta R$ 1 bilhdo por ano em toda sua
cadeia produtiva, conta com 200 empresas associadas e emprega 100 mil pessoas no Brasil.
Esses dados foram computados até margo de 2002, e foram lembrados em reportagem de abril
de 2005. Estima-se que 82% da populagdo brasileira utiliza produtos a base de ervas
(ABIFITO, 2002; Jornal do Comércio, 2005). Pennafort (2005) cita, segundo dados do setor,
que os medicamentos fitoterapicos movimentam US$ 400 milhdes por ano e que ja
representam 7% do segmento farmacéutico no Brasil, com perspectivas de aumento nos
proximos anos.

Entretanto, a grandeza da biodiversidade brasileira ndo ¢ exatamente conhecida devido
a sua complexidade, e estima-se a existéncia em mais de dois milhdes de espécies distintas de
plantas, animais e microorganismos (GUERRA; NODARI, 2003). O Brasil ¢ o pais com a
maior diversidade genética do mundo, e conta com mais de 55.000 espécies catalogadas, de

um total estimado entre 350.000-550.000, segundo Guerra e Nodari (2003).
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De acordo com Revilla (2001) das 25 mil espécies existentes na Amazonia Brasileira e
na Internacional, cerca de cinco mil ja estdo catalogadas e com suas propriedades conhecidas.
Hé4 muito que pesquisar, mas ha também muito a se proteger. A preservacdo de espécies,
extracdo sustentavel, cultivo e formas de manejo sdo pontos fundamentais a se considerar na
pesquisa e/ou na producao industrial.

Entre as espécies vegetais da biodiversidade brasileira, uma arvore que se destaca pelo
porte, pelo potencial econdmico, pela importancia que representa no crescimento de diversas
outras espécies vegetais, ¢ a Guazuma ulmifolia Lam.

Alguns trabalhos realizados com Guazuma ulmifolia Lam. var. tomentella,
Sterculiaceae, conhecida por "mutamba(o)” (GALINA, 2003), e o uso popular das cascas do

vegetal para diversas situagdes (CORREA, 1974) auxiliam na justificativa deste trabalho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Guazuma ulmifolia

2.1.1 Aspectos botanicos e agrondmicos

Segundo Judd e colaboradores (1999), uma das principais familias compreendida pela
Ordem Malvales ¢ a Malvaceae. Esta familia tem sido dividida em outras quatro: Tiliaceae,
Sterculiaceae, Bombacaceae e Malvaceae (propriamente dita). Tradicionais diferengas entre
essas familias sdo arbitrarias e inconsistentes. Takhtajan (1996) reconheceu duas sub-familias
dentro de Sterculiaceae: Sterculioideae e Byttnerioideae. Barroso e colaboradores (2002)
distinguiu tribos e géneros subordinados a subfamilia Byttnerioideae. No Brasil, a familia
Sterculiaceae possui cerca de 68 géneros e 1100 espécies. Schumann (1967) classificou e
diferenciou os géneros Theobroma e Guazuma. Com relagdo a aspectos morfologicos dos
frutos e sementes, as espécies do género Guazuma foram separadas em dois subgéneros.
Foram descritas quatro espécies de Guazuma e suas variedades. A sistematica da espécie em
estudo ¢ apresentada no Fluxograma 1.

Em relagdo a economia, Judd e colaboradores (1999) cita plantas da familia Malvaceae
que sdo importantes na alimentacdo: Theobroma cacao (chocolate, a partir das sementes),
Cola nitida (noz de cola) e C. acuminata (sementes de cola; a C. nitida). Alguns exemplos de
plantas ornamentais encontrados na familia Malvaceae sdo: Hibiscus, Malva e Dombeya. Joly
(1998) cita as seguintes plantas, dentre outras, que aparecem no Brasil: Waltheria (planta
baixa dos campos e cerrados), Theobroma grandiflorum (cupuacu, encontrado na regido
amazonica, do mesmo género do cacao). A Guazuma (mutamba) ¢ citada como uma arvore

pertencente a regido amazonica e do nordeste.
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Malvales
Malvaceae
[
I [ [ |
Sterculiaceae Tiliaceae | | Bombaceae | | Malvaceae s.s.
[
[ |
Sterculioideae Byttnerioideae
I
[ [ | |
| Helictereae | | Byttnerieae | Theobromineae Hermannieae

Theobroma Guazuma

Commersoniopsis Euguazuma

G. crinita G. ulmifolia | G. rosea | | G. utilis |
|

[
var. glabrea var. tomentella | var. tomentosa |

Fluxograma 1 — Sistematica vegetal da espécie Guazuma ulmifolia Lam.

var. velutina |

Segundo Corréa (1974) duas plantas sdao conhecidas como mutamba: Guazuma crinita
Mart., com localiza¢do restrita ao Rio de Janeiro, e a segunda, e mais popular (mais
distribuida no Brasil), Guazuma ulmifolia Lam. (sinonimia botanica: Theobroma guazuma
L.). Popularmente a mutamba ¢ conhecida, no Brasil, como embira, embireira, em Marajo;
embirti no Rio Grande do Sul; mutamba verdadeira, camaca, no Para; envireira, mutambo,
pau-de-bicho, em Mato Grosso; Guaxima-macho, araticum-bravo, em Sao Paulo. Sinonimias
estrangeiras sdo: gudcimo, na Venezuela, Honduras e El Salvador; gudcima, guicima
cimarrona, na Republica Dominicana; guacima de caballo, em Cuba; guacimilla, majaqua de
toro, tablote, guazima, no México; chicharrén, em El Salvador; guacimillo, em Nicaragua;
gudcimo blanco, na Costa Rica; canlote, na Colombia; lumanasi, Papayillo, no Peru; coco, na
Bolivia; cambaacd, guazuma, na Argentina; bastard-cedar, na Jamaica e Trindade; west indian
elm, em Trindade; bois d"orme, na Franga; bois de hétre, hétre gris, em Guadalupe; caulote,
na Guatemala. Outras sinonimias segundo Cruz (1979) sdo: Ibixuma ou Cambé-agd. A
distribuicdo da mutamba na América Latina pode ser vista na Figura 1.

Para Francis (2005), a mutamba cresce em toda extensao das costas do México a partir

da latitude 27 °N em dire¢ao ao sul. A distribui¢do continua pela América Central ¢ América
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do Sul, entrando pelo norte da Argentina e Paraguai até aproximadamente a latitude 28 °S. A
espécie também ¢ encontrada nas Antilhas maiores e menores e ¢ plantada no Hawaii, onde
possivelmente tenha se naturalizado. Segundo informagdes (WINROCK..., 1997), a mutamba
tem sido cultivada na India por cerca de 100 anos, e foi recentemente introduzida na

Indonésia.

AMERICADEL NORTE
Oréann Afamico

Cistribucidn
natural

ANERIC#H
CENTRAL

Edano Paciico

Figura 1 — Distribui¢@o natural da mutamba.
Fonte: Francis (2005)

Arvore de tamanho médio com altura de 8—16 metros (até 20 metros), com tronco de
30-50 cm (até 60 cm) de diametro, com numerosos ramos ¢ de copa larga, com folhas de
configuragdo oval, brilhantes e recortadas nas margens, tendo flores miudas e irregulares. O
fruto, que ¢ redondo e de cor negra, contém uma substincia mucilaginosa e ¢ comestivel
(CRUZ, 1979; LORENZI, 2000). Um exemplar de mutamba pode ser observado na Figura 2,
com aproximadamente 7 m de altura.

Planta semidecidua, heliofita, pioneira, caracteristica das formagdes secundarias da
floresta latifoliada da bacia do Parand. Sua dispersdo ¢ ampla, porém irregular e descontinua,
ocorrendo também em outras formacdes vegetais até altitudes de 800 m. Produz anualmente
grande quantidade de sementes viaveis. Além dessas informagdes ecoldgicas, Lorenzi (2000)
descreve informagoes sobre fenologia, obten¢ao de sementes e produgdo de mudas e também
contém fotos: da arvore, frutos, sementes e casca. Folhas, flores e frutos; e parte do tronco
(com a casca retirada) pode ser visto nas Figuras 3 A e B; outras fotos podem ser vistas em

Gentry (2005) e Arboles...(2005a).
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Figura 2 — Arvore de mutamba nativa
Foto: Jodao Carlos P. de Mello (2005)

Figura 3 A e B —3A: Folhas, flores e frutos de mutamba. 3B: Tronco de mutamba com parte

da casca retirada.
Fotos: Jodo Carlos P. de Mello (2003)

Em um estudo avaliando a técnica de plantio adensado em sistemas agro-florestais, a
Guazuma ulmifolia foi classificada como pertencente ao 3° grupo sucessional: formado por
espécies de ciclo de vida mais longo, e apresentou excelente poder de germinagdao e
desenvolvimento (ROSARIO et al., 2005). Giraldo (2005) revisou o potencial da mutamba

como componente de forragem para sistemas silvopastoris, concluindo que ela pode ser



28

incorporada nesses sistemas, devido a sua producao de biomassa, sua composi¢do quimica e
sua avaliacao nutricional preliminar.

Segundo informagdes da Conabio (2005), descreve-se que a mutamba pode crescer em
areas com altitude de 0 a 1200 (1500) m. Desenvolve-se em temperaturas de 20 a 30 °C, com
periodos secos de 4 a 7 meses (2 a 7 meses segundo Francis (2005)) e com precipitagdo anual
de 700 a 1500 (2000) mm. Adapta-se a condigdes secas ou imidas e a uma grande série de
solos, com pH maior que 5,5. E uma espécie de rapido crescimento especialmente sob as
seguintes condi¢des: solos com textura leve, altitude abaixo de 800 m, com precipitagcdes de
900 a 1500 mm, com estacdo seca marcada. A espécie chega a crescer de 2,4 a 2,9 m/ano. As
cinzas da madeira servem para fazer sabao; e o néctar ¢ digno da produgao de um mel de alta
qualidade

Para Francis (2005) a mutamba ¢ muito intolerante a sombra, a maioria das arvores
produzem raizes profundas e abundantes. Sdo exemplos de insetos que produzem efeitos
daninhos para a mutamba: Phelypera distigma (Curculionidae), Lirimiris truncala
(Notodontidae), Hylesia lineata (Saturniidae) e outros que se alimentam das folhas.

Ngulube (1989) fez um estudo de germinagdo de sementes de varias plantas incluindo
a mutamba. Utilizando seis métodos diferentes de tratamentos aplicados nas sementes e média
de 21 dias para a germinacdo, a Guazuma ulmifolia apresentou melhores resultados com dois
métodos: escarificacdo (73%) e agua fervente (77%). O aspecto das sementes pode ser visto
na Figura 4.

Aratijo Neto e colaboradores (1999, 2002) estudaram o desenvolvimento ontogenético
de plantulas de Guazuma ulmifolia cuja metodologia de germinagdo de sementes utilizava
uma escarificagdo quimica com 4cido sulfirico durante 50 min, e as sementes foram
colocadas para germinar em meio de cultura, a 30 °C, e 8 h de fotoperiodo. Além disso, eles
caracterizaram morfologicamente os frutos, sementes e plantulas de mutamba. Os autores
encontraram que as temperaturas 6timas de germinacao das sementes de mutamba (Guazuma
ulmifolia) estao entre 25 e 30 °C, com temperaturas maximas entre 35 e 39 °C, e minima em
torno de 10 °C. Considerando a influéncia da luz no comportamento germinativo de sementes,
recém-colhidas (de frutos maduros), foi constatado que as luzes branca e vermelha tém efeito
promotor na germinagdo. A luz vermelha-extrema e a auséncia de luz inibem a germinacao
das sementes recém-colhidas. Apds um ano de armazenamento as sementes mostraram-se
insensiveis a luz para germinagao.

A germinagdo ¢ epigea e comeca aproximadamente no 8° dia. As sementes secretam

uma capa gelatinosa que parecem inibir a germinagdo. Somente 5% das sementes germinaram
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sem tratamento. O tratamento com banho de 4gua fervendo durante 30 s, resultou numa
germinagdo de 87% das sementes. A escarificacdo e o tratamento com acido também se
mostraram efetivos (FRANCIS, 2005).

Segundo dados publicados por Vieira e Fernandes. (1997), para as sementes de
mutamba aplicam-se os seguintes métodos de quebra de dorméncia: acido sulfurico durante 5

min, ou agua (90 °C) durante 1 min.

Figura 4 — Sementes de mutamba
Fonte: Lorenzi (2000)

Importante citar algumas espécies parecidas com a mutamba, para evitar confusdes na
coleta e/ou adulteracdes. Trema micrantha tem folhas muito parecidas, mas sdo asperas ao
tato; os frutos sdo drupas pequenas, verdes tornando-se vermelhas ao amadurecer. Também
pode confundir-se com Muntingia calabura, que tem folhas com base desigual e a parte
abaxial (inferior) branco-cinzento, mas suas flores sao brancas e os frutos sdo bagas globosas,

verdes, tornando-se vermelhos ao amadurecer (ARBOLES..., 2005b).

2.1.2 Aspectos gerais da arvore e etnofarmacologicos

Segundo Corréa (1974) a madeira de guazuma ¢ branca, pouco compacta, boa para
tanoaria (tonéis), caixotaria e fabrico de coronhas de armas e para producdo de pasta
celuldsica. O liber (a casca) fornece fibras de boa qualidade para cordoaria e mesmo para
tecidos, muito resistentes (CRUZ, 1979). O decocto da casca ¢ adstringente e depurativo,
utilizado na medicina caseira contra a sifilis e as moléstias da pele. E também usada contra a
queda dos cabelos e as afecgdes parasitarias do couro cabeludo (CORREA, 1974).

De acordo com Lorenzi (2000) a madeira também serve para confec¢do de tonéis e

construgdes internas. O lenho produz 6timo carvao que pode ser transformado em polvora de
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excelente qualidade. Devida a sua bela copa e grande sombra, a arvore também pode ser
empregada com sucesso no paisagismo em geral.

Lorenzi (2000) descreve que os frutos de mutamba sdo muito apreciados por macacos
e outros animais. Por essa qualidade e pelo rapido crescimento, ¢ uma planta indispensavel
nos reflorestamentos heterogéneos destinados a recomposi¢do de areas degradadas de
preservagao permanente.

Janzen (1982) fez um estudo com os frutos e sementes de guacimo (mutamba) e
observou que cavalos e gado bovino sdo os principais animais a se alimentarem com os frutos
(e sementes) dessa planta, e que antas, cervos, cavalos, gado bovino comem as folhagens
quando estas ainda estdo pequenas.

Heinrich e colaboradores (1992) realizaram um estudo etnofarmacolégico, no qual a
raiz de Guazuma ulmifolia era usada via oral para o tratamento de diarréias. Ela ¢ utilizada
pelos indios em San Juan, Oaxaca, México e também pela comunidade Huastec, ¢ essa planta
esta descrita na Farmacopéia Mexicana. Segundo critérios bem estabelecidos, a Guazuma
ulmifolia foi classificada em eficaz nivel 2A. De uma escala que vai de zero a trés, significa
que em adig@o aos dados etnobotanicos; informagdes fitoquimicas ou farmacoldgicas também
validaram seu uso pela populagdo local; e que as plantas nessa categoria presumivelmente
exercem uma agao fisioldgica no paciente, outro critério avaliado foi a freqiiencia de uso e de
uma escala de A até C, que vai da mais citada para a menos, percebe-se que a mutamba ¢é
muito utilizada pela populagao local.

Frei e colaboradores (1998) fizeram um estudo etnofarmacolégico em Isthmus, Sierra,
Oaxaca, México. Segundo as curandeiras da comunidade, chamada de Zapotec, espécies com
propriedades adstringentes, como Psidium spp., Juliania adstringens (sinonimia boténica:
Amphipterygium adstringens), Guazuma ulmifolia, e portanto, com altos niveis de taninos,
sdo consideradas uteis para o tratamento das doengas gastrintestinais. Estas incluem: diarréia,
disenteria, colica, e menos freqiientemente citadas: espasmos, gastrites, Ulceras, nausea,
vOmitos, problemas hepaticos. Para esse fim, as curandeiras Zapotec utilizam frutos e
sementes de Guazuma ulmifolia. As raizes, frutos e sementes de Guazuma tomentosa
aparecem na lista de plantas utilizadas para febres, incluindo malaria.

Dominguez e Alcorn (1985) realizaram um trabalho etnofarmacologico com os maias
Huastec do nordeste do México. A casca de Guazuma ulmifolia é utilizada para erupgdes
cutaneas, em partos (contragdes uterinas), colicas gastrintestinais, disenterias, feridas e febre.
A raiz de Guazuma ulmifolia também ¢ utilizada em partos (contragdes uterinas), e partes nao

especificadas do vegetal sdo utilizadas para asma e imposi¢ao espiritual (“doencas magicas”
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e/ou feiticos malignos). De acordo com este estudo, as cascas de mutamba apresentaram baixo
efeito na inibicdo da germinacdo de sementes de feijoes.
A medicina tradicional no Panama descreve o uso de uma decoccao de cascas de

guacimo no tratamento de hipertensdo (CABALLERO-GEORGE et al., 2002).

2.1.3 Aspectos quimicos

Na analise do o6leo fixo do extrato hexanico das folhas de mutamba, Arriaga e
colaboradores (1996) encontraram 24 constituintes; dentre eles: o acido palmitico (26,51%),
acido linoléico (19,05%), heinetriacontano (12,88%), acido oléico (12,35%), 4cido estearico
(7,59%), nonacosano (4,13%), acido araquidico (3,55%) e acido miristico (2,14%).

Dominguez e Alcorn (1985) fizeram uma triagem fitoquimica que resultou na
presenca de taninos e na suspeita da presenca de flavonoides, enquanto Heinrich et al. (1992)
determinaram que as folhas e cascas sdo ricas em taninos.

Hor e colaboradores (1996) avaliaram o extrato hidroalcoolico das cascas de mutamba,
de onde foram isolados polissacarideos e proantocianidinas oligoméricas. Os autores,
isolaram, a partir do extrato bruto etandlico, as proantocianidinas responsaveis por inativar a
toxina do colera: epicatequina, procianidina B2, procianidina BS, procianidina CI,
epicatequina-(4p—6)-epicatequina-(4—8)-epicatequina, epicatequina-(4p—8)-epicatequina-
(4p—06)-epicatequina, epicatequina-(4p—8)-epicatequina-(4—8)-epicatequina-(4—8)-
epicatequina. A média do grau de polimerizacdo das substancias ativas variou entre 14,4 a
32,0. Os polimeros consistiram basicamente de unidades de epicatequina. Nos polimeros
predominaram entre as unidades de flavanois as ligagcdes do tipo (4—8), e menos
freqlientemente as do tipo tipo (4—6).

Galina e colaboradores (2005) determinaram alguns dados de controle de qualidade
para a droga vegetal Guazuma ulmifolia Lam. var. tomentella. Além disso, Galina (2003)
isolou e identificou 3 substancias fendlicas: epicatequina (flavan-3-ol), e dois dimeros de

taninos condensados: procianidina B2 e epiafzelequina-(4p—8)-epicatequina.

2.1.4 Aspectos farmacologicos, microbioldgicos e toxicologicos

Caballero-George ¢ colaboradores (2002) realizaram um estudo in vitro de inibi¢ao da

ligagio da angiotensina II-["H] com o receptor humano AT1, causado pelas proantocianidinas
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das cascas de Guazuma ulmifolia. Foi observado que ha uma correlacdo entre a atividade e o
decréscimo de polimerizagdao das proantocianidinas. A substitui¢do de ligantes especificos do
receptor AT1 por componentes da casca de mutamba pode explicar o uso tradicional de seu
decocto para o tratamento de hipertensdo, apesar da falta de elucidagdo sobre o metabolismo
pela flora intestinal e a absor¢ao apos o uso oral das proantocianidinas.

Alarcon-Aguilara e colaboradores (1998) estudaram o efeito anti-hiperglicémico de
varias plantas usadas como antidiabéticas, em coelhos machos. Um decocto das folhas de
mutamba foi preparado causando uma diminui¢do significativa no pico hiperglicémico
(22,2%) e na area sob a curva (21,3%) durante o GTT, em relagdo ao controle (p<0,05). Desse
modo a mutamba poderia ser util no tratamento da diabetes mellitus.

Hor e colaboradores (1996) apresentaram uma evidéncia direta da interagdo especifica
de polifendis com a subunidade A da toxina da coélera. Outras toxinas bacterianas tém
estruturas ¢ modo de ag¢do parecida com a toxina colérica e também causam diarréias. Essas
toxinas podem ser inibidas por certos taninos e talvez isso explicaria o uso freqiiente das
cascas de mutamba e outras drogas que contém taninos em sistemas de uso indigena e
medicina popular.

Sousa e Rouquayrol (1974) realizaram um estudo sobre a atividade moluscicida de
plantas do nordeste brasileiro e encontraram, para extratos aquosos e extratos alcodlicos de
caules de Guazuma ulmifolia, fraca atividade moluscicida (apenas nos extratos de alta
concentragdo a 10.000 ou 1.000 ppm).

Navarro e colaboradores (1996) fizeram um extrato metanélico dos frutos de Guazuma
ulmifolia e testaram contra quatro microorganismos. Houve atividade significativa contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, e baixa atividade contra
Candida albicans, de acordo com alguns critérios adotados pelos autores.

Camporese e colaboradores (2003) demonstraram que cascas de mutamba possuem
atividade antibacteriana. O extrato hexanico reduziu o crescimento de Escherichia colli,
enquanto uma inibicdo de Pseudomonas aeruginosa foi obtida com o extrato metanolico. Em
outro estudo antimicrobiano realizado por Céceres e colaboradores (1987), feito com tintura
das folhas de mutamba, a qual mostrou-se efetiva contra Staphylococcus aureus e Escherichia
coli no primeiro teste, € Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus no segundo teste.
Posteriormente o extrato macerado etandlico (50%) das folhas de mutamba demonstrou
inibi¢do intermediaria contra Salmonella typhi e inibi¢do positiva contra Shigella dysenteriae

(CACERES et al., 1990).
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Uma série de estudos foi realizada por Caceres e colaboradores (1993a, 1993b, 1995)
nos quais a Guazuma ulmifolia era uma das muitas plantas estudadas. Os extratos
(metandlico, acetonico e n-hexanico) de folhas de Guazuma ulmifolia tiveram fraca ou baixa
inibi¢do frente a bactérias enteropatogénicas, e contra bactérias Gram-positivas responsaveis
por infec¢des do trato respiratdrio. Uma tintura preparada com as cascas de mutamba teve
atividade inibitoria intermedidria contra Neisseria gonorrhoeae.

Alves e colaboradores (2000) realizaram uma triagem biologica com diversas plantas
medicinais brasileiras, nas quais um extrato metandlico das cascas de Guazuma ulmifolia
inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus € Bacillus cereus.

Galina (2003) realizou testes para atividade antibacteriana de extratos bruto e semi-
pufiricado das cascas de Guazuma ulmifolia Lam, var. tomentella e observou que o extrato
aquoso mostrou a melhor atividade bacteriostatica frente as bactérias Gram-positivas (S.
aureus ¢ B. subtillis) e Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa). Para a atividade bactericida
a mutamba foi eficaz apenas frente as bactérias Gram-positivas, sendo o extrato bruto com
melhor atividade frente a S. aureus.

Em um estudo realizado com as folhas de Guazuma ulmifolia, foi encontrada uma
atividade citotoxica representada por 97,3% de inibi¢do do crescimento em células KB

(NASCIMENTO et al., 1990).

2.2 Antioxidante

2.2.1 Aspectos gerais

Oxidagdo de um substrato organico pode ser definida de trés formas: 1) através da
adi¢dao de um oxigénio, 2) através da remogao de um hidrogénio, 3) ou através da remocao de
elétrons, do substrato (DONOHOE, 2000). Para Pietta (2000), oxidagdo ¢ a transferéncia
(retirada) de elétron(s) de um 4tomo (molécula ou ion) para outro e representa importante
parte do metabolismo aerobico. Resumidamente, agentes oxidantes sdo aqueles que retiram
elétron(s).

O oxigeénio ¢ o ultimo aceptor de elétrons no sistema de fluxo de elétrons na producao
de energia na forma de ATP (STRYER, 1990), mais especificamente na etapa da fosforilagao
oxidativa, que ocorre nas mitocondrias. O metabolismo oxidativo ¢ essencial para a

sobrevivéncia das células, embora exista a continua formagdo de radicais livres e outras
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espécies reativas de oxigénio (ERO) que causam mudangas oxidativas (ANTOLOVICH et al.,
2002).

ERO sao intermediarios da redu¢do parcial do oxigénio, os produtos finais seriam H,O
e CO,. As ERO sio: radical superdxido (0,*), peroxido de hidrogénio (H,0,), o radical
hidroxil (HO®), o radical peroxil (ROO®), ¢ o oxigénio singleto ('O,), os dois ultimos sdo os
responsaveis pela lipoperoxidacdo (WILHELM FILHO et al., 2001). Pietta (2000) cita
também o radical alcoxil (RO®) e o 4cido hipocloroso (HOCI). Wilhelm Filho et al. (2001)
citaram outros autores responsaveis por difundirem o termo: espécies reativas de nitrogénio
(ERN), grupo formado por: monoxido de nitrogénio ou 6xido nitrico (NO), e que quando
combinado com o O,*, forma o peroxinitrito (ONOQO"). Radicais livres sdo aqueles que
possuem elétron(s) desemparelhado(s), ou seja sdo avidos por elétrons; mas nem todas as
ERO sao radicais, portanto o termo ERO ¢ mais abrangente.

As ERO estio envolvidas numa série de eventos in vivo, algumas s3o positivas, como
a producao de energia (mitocondrias), a fagocitose (em processos inflamatérios), a regulagao
do crescimento celular, a sinalizagdo intercelular, e a sintese de compostos biologicos
importantes (HALLIWELL, 1997). O anion superoxido e o peroxido de hidrogénio podem
estimular a formagao de GMPc (uma espécie de segundo mensageiro). O 6xido nitrico (NO),
por sua vez, controla o relaxamento da musculatura lisa vascular e a inibicdo da adesdo
plaquetaria. Outro papel fisiologico dos radicais livres ou seus derivados inclui a percepgdo da
tensdo de oxigénio, e a regulacdo das fungdes que sdo controladas por essa tensdo (ex:
produgdo de eritropoetina) (BELLO-KLEIN, 2002).

Segundo Pietta (2000) as ERO em excesso podem ser muito prejudiciais pois podem
atacar os lipidios das membranas celulares, causando danos a membrana, as proteinas dos
tecidos, as enzimas, os carboidratos (causando danos teciduais); e o DNA alterando-o; todos
através da indugdo de oxidagdes. A ativagdo do metabolismo do éacido araquidonico e a
fagocitose excessiva, que ocorrem em inflamagdes cronicas, também sdo processos geradores
de ERO (fontes endogenas) (SOUSSOLIER; BERTHON, 1988; JAY et al., 1998). Os
mecanismos da oxida¢do em lipidios podem ocorrer de diversas maneiras: foto-oxidacao,
auto-oxidacdo, e oxidacdo enzimatica (SILVA et al., 1999). Fennema (1976), Llesuy (2002) e
Antolovich e colaboradores (2002) sao alguns dos autores que citaram os mecanismos de
auto-oxida¢ao dos lipidios e sdo classicamente divididas em iniciacdo (formacao dos radicais
livres), propagacao (reacdo em cadeia dos radicais livres) e terminacao (formagdo de produtos

ndo radicais ou estaveis).
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Para Bello-Klein (2002) ha trés formas do organismo reagir ao estresse oxidativo: a)
adaptacdo, através do aumento na atividade dos sistemas antioxidantes, que podem proteger a
célula contra danos oxidativos futuros; b) dano tecidual através da agressao feita aos lipidios,
proteinas e carboidratos; ¢) morte celular, através da apoptose ou necrose.

Se o processo de respiragdo produz ERO constantemente, entdo sdo necessarios
mecanismos de protecdo a esse processo. Para Bello-Klein (2002) faz um balanco entre as
ERO e o consumo de defesas antioxidantes ndo enzimadticas e pela atividade das enzimas
antioxidantes. Assim, em condi¢des fisiologicas existe um equilibrio entre agentes pro-
oxidantes e as defesas organicas e seus mecanismos de reparo (ANTOLOVICH et al., 2002).
Quando o balango ERO x defesas/reparo for afetado o organismo reage da forma citada no
paragrafo anterior.

Essas alteracdes tém sido atribuidas como causadoras ou desencadeantes do
envelhecimento e de muitas doengas degenerativas, tais como: doencas do coracao,
aterosclerose, diabetes, cataratas, disfungdes cognitivas, injuria de isquemia-reperfusao,
doenga de Parkinson, artrite reumatoide, enfisema e cancer (PIETTA, 2000; BELLO-KLEIN,
2002).

Fontes exdgenas de radicais livres sdo radiagdo ultravioleta (em especial o UVA), que
reage com fotossensibilizadores € com cromoforos da pele como a melanina; fatores
ambientais (pesticidas, poluicdo, fumaga do cigarro), radia¢do ionizante, medicamentos
antitumorais ¢ estilos de vida ndo saudaveis (SOUSSOLIER; BERTHON, 198S;
HALLIWELL, 1994; JAY et al., 1998).

Dessa forma ¢ necessario conhecer o que se opde aos agentes oxidantes. Os
antioxidantes “ideais” sdo aqueles que: 1) ndo causam efeitos fisioldgicos prejudiciais; 2) ndo
contribuem com o odor, sabor ou cor desagradavel onde forem utilizados; 3) sdo efetivos em
baixas concentracdes; 4) sdo soluveis; 5) permane¢cam no meio para que possam efetivamente
proteger o sistema em que estiverem presentes; 6) sdo prontamente disponiveis e, 7) sdo
econdmicos (FENNEMA, 1976). Os antioxidantes devem inibir ou retardar a oxidacdo do
substrato e sdo classificados em dois tipos: primarios ou antioxidantes que quebram a cadeia
de reacdo (inibem e/ou retardam a oxidagdo) e, os secundarios ou antioxidantes preventivos
sao aqueles que retardam a taxa de oxidacao (FENNEMA, 1976; HASLAM, 1996; JADHAYV,
1996 apud ANTOLOVICH et al., 2002; FUKUMOTO; MAZZA, 2000; LLESUY, 2002).

Os sistemas de prote¢do podem ser endogenos (produzidos pelo organismo) ou
exogenos (obtidos da dieta). Os endogenos incluem dois tipos: a) defesas enzimaticas, como

as Se-glutationa peroxidase, catalase, e superoxido dismutase, as quais metabolizam
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superoxido, peréxido de hidrogénio, e peroxidos lipidicos, prevenindo a formagdo da maioria
dos HO® toxicos e, b) defesas ndo enzimaticas, como as glutationas, peptidios-histidina, as
proteinas ligantes de ferro (transferrina e ferritina), acido dihidrolipdico, CoQ,o reduzida
(ubiquinol 10 ou coenzima Qo), melatonina, urato (acido urico), e tidis proteinas plasmaticas
(albuminas séricas), sendo que as duas ultimas sdo consideradas as maiores responsaveis pela
acdo protetora desempenhada pelo plasma. Essas defesas sdo complementares porque agem
contra diferentes espécies de agentes oxidantes em diversos compartimentos celulares
(PIETTA, 2000; ANTOLOVICH et al., 2002; LLESUY, 2002; HIRATA, 2004)

Como nenhum sistema de defesa é perfeito, o organismo tem um sistema de
antioxidantes de reparo dos danos causados pelas ERO. Esse sistema ¢ composto por:
proteases, lipases, transferases e enzimas de reparo do DNA (PIETTA, 2000; LLESUY, 2002;
HIRATA, 2004).

Fontes de protecao exodgenas, ou seja, antioxidantes advindos da dieta sdo: vitaminas
C, E, A, carotenoides e licopeno (PIETTA, 2000; WILHELM FILHO et al., 2001). Outras
substancias presentes em frutas, verduras, vegetais, sementes, flores e folhas, como p.ex.: cha-
verde, vinho tinto, maga, uva, brocolis, cebola, crategos, cacdo, pé€ssego entre outros, podem
ser consideradas como protetoras, como a classe de polifendis que incluem: fendis, acidos
fendlicos, flavondides, taninos e lignanas. Entre a classe de flavondides, as de maior interesse
sdo: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonois, flavanonois, flavanois, flavan-3-0is e
antocianidinas, biflavonas, chalconas, auronas e cumarinas. Taninos hidrolisaveis,
proantocianidinas ou taninos condensados (oligdmeros de flavan-3-6dis), cafeatos ou acido
caféico, e lignanas sdo classificados separadamente. (PIETTA, 2000; WILHELM FILHO et
al., 2001; HERRMANN, 2002; SALVADOR et al., 2002).

Geralmente as pessoas que praticam uma alimentacdo variada e abundante em frutas e
vegetais tém um estilo de vida mais saudavel, e isto pode ser um fator importante na sua
resisténcia contra doencas cronicas (PIETTA, 2000). Entretanto, diversos estudos
epidemioldgicos tentam provar a relacdo inversa existente entre dieta x aparecimento de
doengas.

O mecanismo de agdo antioxidante dos fendis e polifendis das plantas conhecido ¢é a
sua capacidade de inibir a peroxidacao lipidica e as lipoxigenases in vitro (HASLAM, 1996).
Estudos tém demonstrado sua habilidade em capturar radicais como hidroxil, superoxido e
peroxil, importantes em estados celulares pro-oxidantes.

Tém-se demonstrado que os flavonodides possuem efeitos antimutagénicos e/ou

anticarcinogénicos, porém nao possuem seu mecanismo de efeito protetor bem conhecido.
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Esses estudos contribuiram para um aumento exagerado no consumo de plantas contendo
flavonoides, bem como suplementos alimentares que possuam essas substancias. O consumo
médio de flavonodides, normalmente, e por diversas fontes, situa-se entre 500 — 1000 mg/dia
(SILVA et al., 2002). Pietta (2000) considera o consumo entre 50—-800 mg/dia dependendo do
consumo de vegetais e frutas, e de bebidas especificas como o cha, vinho tinto e cerveja nao
filtrada.

A vitamina C ¢ conhecida por sua ac¢do antioxidante in vivo, ela regenera a vitamina E
das membranas e lipoproteinas. Todavia, paradoxalmente, in vitro, a vitamina C também ¢
capaz de uma atividade pré-oxidante, ou seja, gerar radicais livres. E sabido, por exemplo,
que a combinacao de ascorbato e ions ferro geram radicais hidroxil, os quais podem induzir a
peroxidagdo lipidica (HASLAM, 1996).

Haslam (1996) alerta que assim como a vitamina C em algumas circunstdncias mostra
caracteristicas pro-oxidantes, os polifendis também poderiam ter essa agdo, porque € sabido
que eles sdo capazes de reagir com ions ferro na presenca de peroxido de hidrogénio e formar
ERO, as quais poderiam subseqiientemente danificar outras moléculas biologicas.

Grande numero dos flavondides remove eficientemente tragcos de metais (quelantes),
0s quais tém uma importante fungdo no metabolismo do oxigénio. Ferro livre e cobre sao
potentes intensificadores da formacdo das ERO, entretanto, deve ser lembrado que esses
metais sdo essenciais para muitas das funcdes fisioldgicas. Sdo constituintes das
hemoproteinas e cofatores de diversas enzimas, incluindo aquelas envolvidas na defesa
antioxidante (ferro na catalase, cobre na ceruloplasmina e cobre-zinco-superéxido dismutase)
(PIETTA, 2000).

Se in vivo os lipidios podem ser atacados pelas ERO, eles também sdo vulneraveis ao
seu ataque na natureza, esse fendomeno € espontaneo, e ¢ chamado de (per)oxidagao lipidica.
Tém implicagdo direta no valor comercial dos acidos graxos e de todos os produtos que sdao
formulados a partir deles, tais como: alimentos, cosméticos ¢ medicamentos, através da
reducdo do tempo de prateleira ou vida util (SILVA et al, 1999). Nos alimentos a
peroxidacdo lipidica causa perda de qualidade, especificamente em relacdo as propriedades
organolépticas (sabor, cor, textura), alterando-os quimicamente e resultando em rancidez e/ou
deterioragdo das propriedades nutricionais e perda da préopria seguranca alimentar (SILVA et
al., 1999; FUKUMOTO; MAZZA, 2000; ANTOLOVICH et al., 2002).

Recentemente, houve expansdo do interesse por antioxidantes que fossem

naturalmente encontrados e que pudessem substituir os sintéticos utilizados em alimentos e



38

para provavel uso in vivo. Fontes potenciais desses antioxidantes sao as plantas que possuem

polifendis com acgao primaria (quebra da cadeia) (FUKUMOTO; MAZZA, 2000).

2.2.2 Tipos de ensaio

A atividade antioxidante ndo pode ser medida diretamente, mas mais exatamente pelos
efeitos do antioxidante em controlar a extensdo da oxida¢do. Existe uma grande variedade de
métodos, alguns deles envolvem uma etapa de oxidagdo distinta seguida de medida dos
resultados ou conseqiiéncias (ANTOLOVICH et al., 2002).

Os critérios de uma oxidacgdo sdo o substrato, o oxidante, o iniciador, o intermediario ¢
os produtos finais, ¢ a medida de qualquer um deles pode ser usada para taxar a atividade
antioxidante. Deve-se sempre considerar a fonte de ERO e o substrato alvo, quando se estuda
a atividade antioxidante (ANTOLOVICH et al., 2002).

O uso de uma série de medidas da atividade estd se tornando um padrdo nos estudos
publicados. A maioria dos métodos ¢ baseada em medidas que podem ser diretas ou indiretas
da taxa ou extensdo de: a) diminuicdo do substrato ou da substancia teste ou do consumo de
oxigénio; b) formagdo de produtos da oxidacao; c) formagao ou queda dos radicais livres em
teste. Uma relacdo dos métodos mais comuns utilizados, bem como da substancia teste e
unidades de medida ¢ dada por Antolovich e colaboradores (2002).

1) testes de estabilidade acelerada (utilizados em alimentos);

2) valor de peréxido;

3) conjugacdo de dienos;

4) espécies reativas ao acido tio-barbitirico (TBARS);

5) medidas do hexanal e produtos finais relacionados;

6) medidas dos radicais livres,

6.1) espectrometria de ressonancia do spin do elétron
6.2) ensaio do ABTS®" (acido 2,2’ -azinobis-(3-etilbenztiazolina)-6-sulfonico)
6.3) Ensaio do DPPH® (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)
7) outras medidas
7.1) Teste do poder antioxidante férrico redutor (FRAP)
7.2) teste da ficoeritrina
7.3) ensaios armadilha ou pardmetro antioxidante de remocao total radicalar

(TRAP)
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2.3 Histofisiologia da pele e foliculos pilosos

2.3.1 Caracterizagao histologica

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e representa 16 % do peso corporal. A pele
adulta normal consiste de duas camadas: (1) um epitélio superficial (epiderme), estratificado
queratinizado, avascular, que repousa sobre uma lamina basal, que o separa da derme, e (2) a
derme, que ¢ uma camada de tecido conjuntivo, rica em colageno, e prové suporte e nutri¢ao
ao epitélio, sendo observados apéndices da pele, pelos e glandulas. Eles derivam do epitélio e
se ligam a ele, mas se projetam profundamente na derme. As células mais abundantes do
epitélio sdo os queratindcitos. A epiderme apresenta ainda outros trés tipos de células: os
melandcitos (que produzem melanina), as células de Largerhans (células apresentadoras de
antigeno), e as células de Merkel, que sao mecanoreceptoras (GARTNER; HIATT, 2003;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A hipoderme, constituida por tecido conjuntivo frouxo, contém quantidades variaveis
de gordura, ndo faz parte da pele, servindo de suporte e unido da pele com os o6rgdos
subjacentes. A textura e a espessura da pele variam nas diferentes regides do corpo. Em sua
maior parte, a epiderme varia de 0,07 a 0,12 mm, com espessamentos localizados nas palmas
das maos e na sola dos pés (cuja espessura pode variar entre 0,8 a 1,4 mm) (GARTNER;
HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Um desenho esquematico da pele e de
suas estruturas pode ser visto na Figura 5.

A pele tem importantes funcdes: a) protecao: tecidos moles subjacentes, protege contra
lesdes, invasdo bacteriana, dessecagdo e atrito, contra os raios ultravioletas através da
melanina; b) termorregulagdo e excrecdo: através dos seus vasos, tecido adiposo e glandulas
(sudorese); c¢) recepcao: de sensagdes continuas do meio ambiente (tato, temperatura e dor)
através de suas terminacdes nervosas; d) absorcao de certa quantidade de radiagdo ultravioleta
(UV) solar para a sintese de vitamina D (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004). Além disso, o seu aspecto pode auxiliar no diagnostico de determinadas

patologias.
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Figura 5 — Desenho esquematico da pele fina.
Fonte: Gartner; Hiatt (2003)

2.3.2 Anexos da epiderme — pélos

Os pélos, unhas, glandulas sudoriparas e sebaceas sdo estruturas anexas da pele. Os
pélos sdo estruturas delgadas e queratinizadas, que se desenvolvem a partir de uma
invagina¢do da epiderme (foliculo piloso) (Figura 7). A cor, tamanho e disposi¢do dos pélos
variam de acordo com a raca e a regido do corpo. Eles estdo presentes praticamente em toda
superficie corporal, com exce¢do de algumas regides bem delimitadas (GARTNER; HIATT,
2003). Os pélos desempenham as fungdes de protecdo do meio através da dispersdo dos
produtos das glandulas sudoriparas e sebaceas (PAUS; COTSARELIS, 1999; DE MIGUEL,
2005).

Os foliculos pilosos variam consideravelmente no tamanho e forma, dependendo da
sua localizacdo, mas eles apresentam a mesma estrutura basica (PAUS; COTSARELIS,
1999). Na fase de crescimento, um foliculo piloso apresenta-se como uma dilatacdo terminal,
o bulbo piloso, em cujo centro se observa a papila dérmica que é composta de tecido

conjuntivo com fibroblastos especializados, que acredita-se controla o numero de células da
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matriz e desta forma o tamanho do pélo. As células (da matriz) que recobrem a papila dérmica

formam a raiz, de onde emerge o eixo do pélo (Figura 6) (PAUS; COTSARELIS, 1999).

A B
ginduta
sebdcea

|F-'-.'llii| B mrﬂ;au

e rmane me
do foliculo

.-:!_ i piloso

Vgl porcéo mekndcitos
9 ciclica do matriz

= Foliculo papila
pilozo folicular

Fase anagena: figura B detalhe da parte final da figura A.

Figura 6 — Localizagdo de estruturas do foliculo piloso em humanos.
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Figura 7 — Desenho esquematico de um foliculo piloso.
Adaptado de: Junqueira; Carneiro (2004)

Na fase de crescimento, as células da matriz se multiplicam e diferenciam-se

(queratinizagdo) em varios tipos celulares, que dardo origem ao pélo propriamente dito com
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as suas camadas: medula, cortex e cuticula. A medida, em que elas se diferenciam, movem-se
para cima, sdo comprimidas e afuniladas em sua forma final, cujas dimensdes e curvatura
determinam a forma do pélo (JANKOVIC; JANKOVIC, 1998; PAUS; COTSARELIS, 1999).

Finalmente, as células epiteliais mais periféricas do foliculo originam duas bainhas
epiteliais (uma interna e outra externa) que envolvem o eixo do pélo na sua porg¢do inicial. A
bainha externa continua com a epiderme, enquanto a interna desaparece na altura da regiao
onde desembocam as glindulas sebaceas no foliculo. Uma membrana basal bem
desenvolvida, a membrana vitrea, separa o foliculo do tecido conjuntivo envolvente
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). O pigmento da haste do pélo é produzido por
melanocitos localizados entre as células da matriz.

Os foliculos pilosos sofrem transformagdes ciclicas que vao de fases de crescimento
ativo, rapida proliferacdo dos queratindcitos foliculares e alongamento e espessamento da
haste do pelo (fase anagénica), seguida por uma fase de regressdo dirigida via apoptose (fase
catagénica), até relativa quiescéncia ou repouso (fase telogénica) (DRY, 1926; ROH et al.,
2002). Conforme as trés fases do ciclo fisiologico do pélo, 90% destes estdo na fase anagénica
(de crescimento), com um crescimento médio de 0,3 mm/dia. A duragdo dessa fase é diferente
em cada zona da superficie cutanea, e isso ¢ o que determina o tamanho dos pélos. Os
foliculos do couro cabeludo ficam na fase anagénica durante dois até oito anos, com aumento
do comprimento capilar. Nas sobrancelhas, este processo dura de dois a trés meses, resultando
num pélo curto. A fase catagénica (transi¢ao) ¢ uma fase curta (duas a trés semanas), em que
as células da matriz do pélo param de se dividir e eventualmente se queratinizam. Portanto, os
pélos cessam seu crescimento, € supde-se que 1 % dos cabelos esteja nessa fase. A fase
telogénica (queda), dura aproximadamente trés meses, € 9 % dos cabelos estdo nessa fase, o
pélo cai e uma nova matriz ¢ gradualmente formada a partir de células tronco da camada basal
da bainha epitelial externa. O novo pélo comeca a crescer e o foliculo esta de volta na fase
anagénica (Figura 8) (JANKOVIC; JANKOVIC, 1998; DE MIGUEL, 2005).

Em pequenos roedores tais como camundongos e ratos, os ciclos de crescimento de
pelagem ocorrem vérias vezes ao ano, e sao influenciados pelos ciclos sazonais relacionados a
duracdo do dia e a atividade endécrina (HARDY, 1992). Humanos tém um modelo mais
variado, enquanto em muitos animais essa atividade segue um modelo simétrico
(WILKINSON; MOORE, 1990). Nos ratos, a reposi¢do dos pélos comeca no ventre, e as
faixas de atividade e mudanca progridem dos lados para o dorso, para estender-se para as

regides da cabeca e do rabo. Por contraste, em humanos, no couro cabeludo cada um dos
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foliculos parece ser independente de seus vizinhos. O crescimento do pélo em ratos pode ser

de mais de 1 mm em 24 horas.
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Figura 8 — Ciclo de desenvolvimento dos foliculos pilosos.
Fonte: Paus; Cotsarelis (1999)
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2.3.3 Patologias relativas aos foliculos pilosos

Nas ultimas décadas a importancia psicoldgica e social do pélo foi descrita por
diversos autores (WILKINSON; MOORE, 1990; PAUS; COTSARELIS, 1999). Contudo
Wilkinson e Moore (1990) preocuparam-se em relatar a evolu¢do do ser humano ao longo da
historia e as mudangas consideraveis no padrao de pelagem, enquanto Paus e Cotsarelis,
(1999) referem-se ao surgimento de uma industria multibilionaria em fun¢do da demanda por
drogas que estimulem o crescimento capilar.

A queda dos cabelos ¢ um fendmeno fisioldgico e somente ¢ considerado patolégico
(alopécia) quando for excessiva ou quando seguir um padrdo anormal (WILKINSON;
MOORE, 1990).

As alopécias foram classificadas em dois tipos de acordo com o tempo de
aparecimento dos sintomas (WILKINSON; MOORE, 1990) e de acordo com a morfologia
clinica (DE MIGUEL, 2005).

A perda de pélos pode ser rapida ou gradual (WILKINSON; MOORE; 1990). Trocas
subitas de cabelo sdo freqiientes e passageiras, mas a perda gradual, observada pelo efeito a

longo prazo, geralmente € cronica e irreversivel como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificag¢do das alopécias segundo o tempo de aparecimento dos sintomas.

Eflavio telogeno Parto (alopécia pods-parto); Alopécia pds febril;
(cai a haste do pélo) Associado a hipo ou hipertireoidismo; deficiéncia de
ferro; ingestdo de anfetaminas; mais de 50% dos
Perda casos sem causa definida.
rapida
Eflavio anageno Apds uso de farmacos citotoxicos; a alopécia aerata
(um pélo em crescimento mudado  (por regides), parece ocorrer de forma similar.

procedente de um foliculo ativo)

Alopécia masculina ou androgenética
Perda Calvicie segundo um padrao simétrico
gradual Alopécias difusas, maioria em mulheres, equivalente
a do homem, hereditéria (fator androgenético).

Adaptado de: Wilkinson; Moore (1990)

Em relacdo a classificagdo morfoldgica, as alopécias foram divididas em: cicatriciais e
ndo cicatriciais (DE MIGUEL, 2005). Basicamente as alopécias cicatriciais sdo resultado de

mal-formagao, lesdo ou destruicdo dos foliculos pilo-sebaceos, que sdo substituidos por tecido
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cicatricial, sendo um problema irreversivel (Tabela 2). As alopécias ndo cicatriciais formam
um grupo complexo e podem ser causadas por duas situagdes: a) entrada de muitos foliculos

na fase telogénica do ciclo; b) pela transformacgao de pé€lo terminal em pélo velo (Tabela 3).

Tabela 2 — Classificagdo das alopécias cicatriciais segundo morfologia clinica

Primaria Congeénita
(a patologia ¢ centrada no foliculo) Adquirida
Secundaria Infeccoes
(o foliculo ¢ destruido durante Neoplasias
o curso de outra patologia) Fisicas

Adaptado: De Miguel (2005)

Tabela 3 — Classificagdo das alopécias ndo cicatriciais segundo morfologia clinica

Alopécia androgenética
Alopécia aerata
Alopécia ndo cicatricial associada a alteragdes sistémicas

Eflavio telogeno
Estados deficitarios (nutricionais ou metabolicos)
Enfermidades enddcrinas
Medicamentos
e Infeccgoes
Alopécia ndo cicatricial traumatica

e Tricotilomania
e Alopécia por tragdo
Fonte: De Miguel (2005)

2.3.4 Moduladores do crescimento capilar

O ciclo de vida dos foliculos pilosos ¢ profundamente influenciado por inimeros
fatores endogenos e exogenos (JANKOVIC; JANKOVIC, 1998; PAUS; COTSARELIS,
1999). Dentre esses fatores citam-se, citocinas, hormoénios, neuropeptideos e produtos
farmacéuticos, e também fatores psicossomaticos (JANKOVIC; JANKOVIC, 1998; PAUS;
COTSARELIS, 1999; ROH et al, 2002). Apesar dos varios fatores, os hormonios
androgénicos sao a causa mais freqiiente de alopécia.

Durante os estagios anagénico e telogénico, os hormdnios androgénicos ligam-se em

receptores localizados no citoplasma e nucleo de células da papila dermal e de algumas
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células da bainha do foliculo (CHONDRHRY et al., 1992). O complexo receptor-hormonio se
desloca para o ntcleo celular e possibilita a expressao de genes que codificam citocinas que
sdo produzidas e secretadas por células da papila dermal. Estas substancias controlam o
crescimento e diferenciacao das células da matriz do foliculo (RANDALL et al., 1993).

Nos foliculos andrégeno-dependentes, os androgenos t€ém diversos efeitos sobre os
pélos em diferentes regides do corpo, por exemplo, na regido parietal do couro cabeludo, as
citocinas agem como inibidores, e levam o foliculo a atrofia, enquanto no restante do corpo
agem como ativadores do crescimento (JANKOVIC; JANKOVIC, 1998; PRICE, 2003).

Entre todos os androgenos, as células da papila dermal sdo mais afetadas pela 5-a-
diidrotestosterona (DHT), que ¢ sintetizada nestas c€lulas a partir da testosterona numa reagao
catalizada pela enzima 5-a-redutase (tipo I e II), levando a regressao folicular e calvicie em
pessoas geneticamente predispostas (JANKOVIC; JANKOVIC, 1998; ROH et al., 2002). As
Tabelas 4 ¢ 5 apresentam diversos fatores que interferem no crescimento capilar.

A prevaléncia da alopécia androgenética (AA) ¢ de 50 % em homens caucasianos com
idade entre 40 e 50 anos, 30 % dos homens com 30 anos de idade ¢ 50 % das mulheres com
60 anos de idade. Os caucasianos sdo 4 vezes mais propensos a desenvolver alopécia quando
comparados com homens negros. Nos asiaticos, americanos natos e afro-americanos a
prevaléncia de AA ¢ bem menor e ¢ menos severa (SINCLAIR; DAWBER, 2001;
HOFFMANN, 2002).

Na sociedade moderna, a importancia psicoldgica e social do cabelo no homem se
opde a sua caréncia de funcdo vital. No entanto, esta importancia se reflete na pesquisa € no
desenvolvimento de produtos medicamentosos que tenham por objetivo curar, reduzir,
retardar ou contrabalancar um fendmeno ou incapacidade ndo estética resultante de alguma
anormalidade na fisiologia do couro cabeludo (WILKINSON; MOORE, 1990).

A pesquisa de novos produtos é muitas vezes baseada nos conhecimentos
etnobotanicos das plantas. Como exemplo, cita-se que diversas plantas tém sido
tradicionalmente utilizadas contra a queda de cabelos na medicina oriental (ROH et al., 2002)

e popularmente utilizadas no mundo.



Tabela 4 — Moduladores endégenos do ciclo de vida do foliculo piloso em humanos.

Fatores endégenos

Acio

Hormonais

Androégenos

(principalmente a DHT)

Tém agdes diferentes no organismo. A) promove
miniaturiza¢do dos foliculos ¢ encurta a duracio da
fase anagena através da liberag@o de citocinas. B) no
restante do corpo agem como ativadores do

crescimento.

Estrogenos

Prolongam a fase anagena. A redugdo na secregdo de
estrogeno que ocorre no periodo pos-parto causa

eflavio telogeno.

Hormonio do crescimento

Atua sinergicamente com androgenos durante a

virilizag@o na adolescéncia.

Prolactina

Pode induzir o hirsutismo.

Tiroxina

Baixos niveis causam eflivio telégeno, altos niveis

podem ter um efeito similar.

Outros

Fator de crescimento basico do

fibroblasto (bFGF)

Fator de crescimento derivado de

plaqueta (PDGF)

Agem nas células da papila dérmica, aumentando o

crescimento capilar em humanos.

Fator de crescimento transformante

beta (TGF-p)

Age nas células da papila dérmica, diminuindo o

crescimento capilar em humanos

Interleucina 1-alpha (IL-1-a)

Fator de crescimento do fibroblasto

tipo 5 (FGF5) e epidermal (EGF)

Agem nas células da matriz capilar, diminuindo o

crescimento capilar em humanos.

Fator de crescimento I like- insulina

(IGF-I)

Age nas células da matriz capilar, aumentando o

crescimento capilar em humanos

1,25-diidroxivitamina D3

Baixas concentragdes atuam aumentado o
crescimento capilar em humanos; altas concentragdes

tém efeito contrario.

Fator de crescimento

vascular (VEGF)

endotelial

produzido pelas células da papila dermal e por
queratinocitos da bainha externa do foliculo piloso;

estimula a angiogénese na fase anagena;

Adaptado de: Jankovic; Jankovic (1998); Paus; Cotsarelis (1999).
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Tabela 5 — Moduladores exo6genos do ciclo de vida do foliculo piloso em humanos

Fatores exégenos Acio
Medicamentosos

y ) Acdo semelhante aquela dos androgenos, aceleram a alopecia
Esteroides anabolizantes . o
androgenética e agravam o hirsutismo.

Antagonistas § adrenérgicos Podem causar eflivio telogeno.

Ciclosporina Causam hipertricose.

Prolongam a duragdo da fase andgena, neutralizando o eflivio
Estrogenos ) )
telogeno e alopécia androgenética.

Bloqueia a DHT tipo II; inibe a miniaturizagdo; prolonga a fase
Finasteride anagena nos foliculos andrégeno-dependentes do couro

cabeludo; converte pélo velo em terminal.

Inicialmente prescrita para problemas cardiacos (abrem canais
de potassio, diazoxida também); a ativagdo do crescimento
Minoxidil capilar foi observada como efeito adverso do medicamento, tal
efeito fez com que a sua principal indicagdo fosse o

crescimento capilar.

Contraceptivos orais Cessacdo pode causar efluvio telégeno.

Fenitoina e carbamazepina  Causa hipertricose.

o Induz a passagem da fase anagena para uma telofase prematura,
Retinoides ) ) )
cai a haste do pélo; manifestada como eflavio telégeno.

Psicolégicos Geralmente afetam negativamente os fatores endogenos,
expressando-se através da queda de cabelos de modos
diferentes. As mulheres sdo mais afetadas por esses fatores.

Adaptado de: Jankovic; Jankovic (1998) e Paus; Cotsarelis (1999).

Takahashi e colaboradores (1998) analisaram cerca de 1000 tipos de extratos de
plantas com o objetivo de encontrar materiais que promovessem o crescimento de células do
foliculo piloso in vitro e convertessem o ciclo celular do pélo in vivo. A avaliagdo da
epicatequina nao demonstrou ter agdo. Entretanto, as proantocianidinas na concentragdo de 3
% em solugao topica durante 19 dias demonstrou ser ativa (de 80 a 90 %) em camundongos.

Estudos toxicoldgicos mostraram que a PB2, isolada do suco de macga, ndo ¢
mutagénica, causa poliploidia, mas ndo causa aberragdes estruturais. A dose letal (dlsp) ¢é
maior que 2000 mg/kg (inje¢do subcutanea; em ratos) € nao mostrou irritagdo primaria topica
em testes realizados com coelhos, sugerindo que a PB2 ¢ segura. A concentragdo de 1 % nas
solugdes topicas foi aplicada em camundongos na dose de 200 pul durante 19 dias. Foi

demonstrado que os dimeros de proantocianidinas possuem o nivel mais elevado de promog¢ao
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do crescimento. /n vivo, a atividade de crescimento dos pélos na indugdo da fase anagénica
mostrou-se quase equivalente entre dimeros e trimeros (TAKAHASHI et al., 1999a, 1999b).

O primeiro estudo clinico para investigar a aplicagdo topica de PB2 como agente
potencial no crescimento de pélos foi elaborado por Takahashi e colaboradores (2001). A
PB2, extraida de maga, na concentragdo de 1 % na logdo capilar foi aplicada diariamente,
contendo cerca de 30 mg PB2, em um estudo duplo cego realizado com 29 homens durante 4
meses. Nos varios tipos de analises realizadas o grupo PB2 foi o que demonstrou melhores
resultados comparados ao grupo placebo.

Kamimura e Takahashi (2002) realizaram um estudo procurando elucidar o
mecanismo de acdo da PB2 em relagdo ao crescimento capilar. Demonstraram que o dimero
regula uma menor expressdo e a inibicdo da translocacdo das isoenzimas (a, BI, BII e n) da
proteina kinase C (PKC) nas células epiteliais capilares. Provavelmente a PKC seja um

importante fator no ciclo de regulagao capilar.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Diante das caracteristicas apresentadas pela mutamba, a presente dissertacdo tem por
meta realizar o estudo quimico e biolodgico dos extratos das cascas de Guazuma ulmifolia

Lam. var. tomentella, Sterculiaceae.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a analise da qualidade da droga vegetal, coletada no norte do estado
Parana, confirmando suas caracteristicas botanicas, fisicas e fisico-quimicas,
através da comparacao entre duas coletas realizadas em épocas diferentes.

e Isolar compostos fenolicos em um extrato liofilizado semipurificado, preparado a
partir das cascas secas.

e Desenvolver uma locao capilar para ser empregada no tratamento para a avaliagdo
do crescimento de pélos em animais de laboratoério.

e Avaliar morfologicamente, através de analises morfométricas e da andlise da
proliferacdo celular epitelial, a acdo do extrato bruto sobre o desenvolvimento do
foliculo piloso em ratos Wistar; comparando-a com uma solucao indcua.

e Realizar o estudo da permeacdo cutanea das lo¢des (teste e controle negativa)
através de espectroscopia fotoacustica.

e Avaliar a capacidade antioxidante de extrato bruto e semipurificados através de

ensaios in vitro.



51

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

e Agitador magnético com aquecimento — Fisatom 752A

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

e Aparelho de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear — Varian Inova 500
MHz

e Balanga analitica AND HR-200

e Balanga analitica Gehaka 2000

¢ Balanga analitica Ohaus® MB-200 com sistema de secagem por infravermelho

e Balanca semi-analitica Marte AL-500

e Banho-maria — Fanem Mod 120/3

e Banho-maria — Marte MB

e Bomba a vacuo Vaccubrand Labortechnik tipo MZ 2C

e Bomba de vacuo — IBAV BRD4

e (Camara de ultravioleta 365 nm — Germetec

e (Camera fotografica digital Sony-Cybershot modelo DSCW1 5.1 Mega pixels

e C(Coletor de fragoes — ISCO Modelo 328

e Coletor de fragdes — Pharmacia Biotech FRAC-200

e Espectrofotometro UV/VIS Cary 1E Varian

e Espectrometro de massas ESI-MS Quattro LCZ Micromass, Manchester, UK

e Estufa bacteriolégica Mod JP 101, J. Prolab

e Estufa de ar circulante Quimis®

e Estufa de secagem e esterilizacdo — Fanem 315SE

e Evaporadores rotatorios Biichi R-114, R-153 ¢ R-3000

e Liofilizadores Christh Alpha 1-2, Alpha 1-4, Alpha 1-4 LD e Beta 1-16

e Maquina de gelo — Everest refrigeragdo Mod EGC 50

e Microscopio Olympus modelo BX41TF Japan

e Micrétomo rotativo Leitz 1512

e Moinho de facas Tecnal TE-048



Moinho de martelos Tigre mod. ASNS

Turbolisador Skymsen LVS-5

Ultra-turrax® UTCK AS

Ultra-som — Transsonic 460 ELMA®

Ultra-som — Ultra Sonic Cleaner — Unique USC 1450, 25 KHz

4.2 Solucdes, solventes e reagentes
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Todos os solventes e reagentes empregados possuiam grau de pureza pré-analise

(p.a.), das marcas Mallinckrodt®, Merck®, Sigma®, Synth®, exceto quando especificado.

Acetato de etila

Acetato neutro de chumbo

Acetona

Acetona:agua (7:3; v/v)

Acido acético glacial

Acido cloridrico

Acido formico

Anidrido acético

Cloroférmio

Cloroformio deuterado Isotec®

DPPH® (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) Fluka
Eosina

Etanol

Etanol 96 °GL Cocamar® ou da I1ha® 92,8 °GL
Eter etilico

FAA [(alcool 50%:acido acético glacial:formaldeido 90:5;5 v/v/v)]
Ferrocianeto de potassio

Formaldeido

Glicerina

Hematoxilina

Hidroxido de potassio

Logao capilar controle negativo (In6cua)
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e Locao tratamento (contendo extrato bruto)

e Magnésio em pod

e Metanol

e Metanol deuterado Isotec®

e Nitrogénio liquido

e Parafina

e Permount®

e Piridina

e Po de pele levemente cromado Freiberg®

e Reagente de folin-Ciocalteau 2 mol "' Laborclin®
e Salina 0,9%

e Sephadex® LH-20 Fluka

e Solucdo aquosa de carbonato de sodio a 14,06%
e Solucdo aquosa de urotropina a 0,5%

e Solugdo aquosa saturada de acido picrico (Bouin)
e Solu¢ao metandlica de acido acético a 5%

e Solu¢dao metandlica de cloreto de aluminio a 2%
e Solucao etandlica de cloreto férrico a 1%

e Sulfato de vincristina

e Xilol

4.3 Coleta do vegetal

As coletas foram realizadas na regido de Ibipord, norte do estado do Parana (S
23°18'15,2"; W 050°58' 32,7"; 396 m de altitude; Garmin v.2.24). O material vegetal (cascas,
folhas e frutos) foi coletado com auxilio de tesouras de poda manual e foi preparado de
acordo com as técnicas usuais de herborizagdo (RADFORD et al.,, 1979). Os materiais
prensados, foram encaminhados ao herbario HUM (Herbario da Universidade Estadual de

Maringd) para identificacao.
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4.4 Identificacdo do material vegetal

O estudo taxondmico da espécie foi realizado no Laboratério de Sistematica Vegetal
da UEM, pela Profa. Dra. Céassia Monica Sakuragui, com o auxilio de literatura especializada
contendo chave para géneros e espécies, por comparagdo com o tipo nomenclatural. As
exsicatas de mutamba foram depositadas no Herbario da UEM sob os niimeros de registro

HUM 10.242 para a coleta de inverno/2003 e HUM 10.491 para a coleta de verao/2004.

4.5 Secagem, moagem e armazenamento

Apbs a coleta, as cascas de mutamba foram rasuradas com auxilio de tesouras de poda
manual para melhor secagem. A droga inverno (DI) foi seca a sombra em temperatura
ambiente e local arejado. A droga verdo (DV) foi seca em estufa de ar circulante Quimis®,
com temperatura controlada em torno de 30 °C. Apods a secagem a DI e a DV foram
cominuidas (separadamente) em moinho de martelos. O material moido foi acondicionado em
sacos de papel kraft, devidamente etiquetados e guardados dentro de uma barrica de papelao

bem fechada e armazenada a temperatura ambiente.

4.6 Analise fitoquimica preliminar

Foram realizados testes qualitativos de identificagdo de compostos polifenolicos,
taninos e reacdo de Stiasny, glicosideos flavonicos, teste de espuma (saponinas), pesquisa de
nucleo esteroidal, glicosideos de nlicleo cumarina, compostos antracénicos livres e alcaldides,

segundo técnicas descritas em Harborne (1984).

4.7 Analise granulométrica da droga vegetal

Previamente a tamisacdo os tamises € o coletor foram limpos e pesados. A droga
vegetal seca e moida (30 g) foi submetida a analise granulométrica empregando-se um jogo
de tamises de 0,840; 0,710; 0,600; 0,420; 0,300 ¢ 0,250 mm de abertura de malha e coletor. A

amostra foi tamisada durante 25 minutos a 70 vibragdes por min, utilizando -se um tamisador
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vibratério Produtest. Apos a tamisagdo, procedeu-se a pesagem, determinando-se a quantidade
de material retido em cada um dos tamises (VOIGT, 1993).

O resultado foi expresso em relacdo a 100 g da droga, através da média de trés
determinagdes para a DI e para a DV. O método algébrico para determinacdo do diametro
médio das particulas foi calculado segundo Ansel e colaboradores (2000), através da seguinte
férmula:

Z (FRCg% - Abertura Média Tamis)
100

DM =

4.8 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com técnicas especificadas

pela Farmacopéia Brasileira (2000) e a Organizagdao Mundial da Saude (WHO, 1998b).

4.8.1 Perda por secagem

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

percentual, através da média de trés determinagdes.

4.8.2 Determinagao da perda por dessecagdo

Amostras pesando exatamente cerca de 2,0 g de droga vegetal moida foram dispersas
em bandejas de aluminio taradas de uma balanca de infravermelho, e dessecadas por 30 min, a
temperatura de 110 °C. Os resultados foram expressos em perda de massa percentual, através

da média de cinco determinacdes.

4.8.3 Determinagdo do teor de extrativos

Cerca de 1,0 g da droga vegetal moida, exatamente pesada, foi submetida a decoccao

com 100,0 ml de 4gua, durante 10 min. Apos resfriamento o volume foi completado a 100,0
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ml. A solugdo restante foi filtrada em papel de filtro e, os primeiros 20,0 ml foram
desprezados. Do restante do filtrado foi pesada uma aliquota equivalente a 20,0 g, em pesa-
filtro previamente tarado, e evaporado até secura em banho de agua, sob agitacdo ocasional. O
residuo foi colocado em balanga de infravermelho, a temperatura de 110 °C por 30 min. O
teor de extrativos foi calculado em massa percentual, pela média de cinco determinagdes

segundo a equacao:

2. FD100

m

TE=

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

m = massa da amostra (g)

FD = fator de diluigao (5)

4.8.4 Determinagao do teor de residuo seco

Uma amostra de 20,0 g da solugdo extrativa foi exatamente pesada em pesa-filtro
previamente tarado, e evaporada até secura em banho-maria, sob agitagdo ocasional. O
residuo foi colocado em balanga de infravermelho, a temperatura de 110 °C por 30 min. O

resultado foi expresso em relagdo a 100,0 g do extrato, pela média de cinco determinagdes.

4.9 Analise quantitativa

4.9.1 Determinagao do teor de flavonoides totais

Em balao de fundo redondo de 100 ml foram colocados cerca de 0,400 g de droga
vegetal moida (com granulometria 1,000-0,800 mm), exatamente pesada, foi acrescido de 1
ml de uma solucdo de urotropina (hexametilenotetramina) a 0,5 % (p/v), 20,0 ml de acetona R
e 2 ml de acido cloridrico R e aqueceu-se sobre manta de aquecimento, mantendo-se sob
refluxo, por 30 min. Filtrou-se através de pequena quantidade de algoddo para um baldao

volumétrico (BV) de 100 ml. Lavou-se o residuo da droga e o algoddo, em baldo de fundo
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redondo, com duas porgdes de 20 ml de acetona, sob refluxo, por 10 min. Apds resfriamento a
temperatura ambiente, as solucdes foram filtradas, através de algodao, para BV de 100 ml,
completando-se o volume com acetona. Em funil de separa¢do, foram adicionados, 20 ml da
solugdo acetonica, 20 ml de 4gua destilada e extraidos com 15 ml de acetato de etila R,
repetindo-se por trés vezes, com porgdes de 10 ml.

As fracoes de acetato de etila foram reunidas e lavadas em funil de separacdo com
duas porc¢des de 50 ml de dgua destilada e colocadas em BV de 50 ml, completou-se o volume
com acetato de etila (solu¢cdo-mae — SM).

Adicionou-se 1 ml do reagente de cloreto de aluminio' a 10 ml da SM, diluido a 25 ml
com solugio metandlica de 4cido acético R (solugdo-amostra — SA). Ao mesmo tempo, 10 ml
da SM foram diluidas a 25 ml com solugdo metanolica de acido acético R (solugdo-
comparativa — SC). Ap6s 30 min mediu-se a absorvancia da SA a 425 nm, em cubeta com
1,000 cm de espessura contra SC. O célculo do teor baseou-se na absorvancia especifica da

quercetina, E,* = 500, segundo a formula: 0= Abs. 62500 (%;m /m)
500 ¢ (100—7)

onde: Abs. = absorvancia medida;
e = massa da droga em g;
t = perda por dessecac¢do (%; m/m).
O resultado foi expresso em percentual (m/m) de flavonoides calculados como

quercetina (C;sH;0O7).

4.9.2 Determinagao do teor de taninos totais

Foram transferidos para um erlenmeyer com 150 ml de é4gua, 0,750 g de droga
pulverizada, exatamente pesada, e deixado durante 30 min em banho-maria a uma
temperatura de 80-90 °C. Ap0s, resfriou-se o erlenmeyer em dgua corrente, seu conteudo foi
transferido para um baldo volumétrico de 250 ml, lavou-se e completou o volume com agua.
Cerca de 80 ml do extrato foram filtrados através de papel filtro, e os primeiros 50 ml foram

desprezados. O filtrado foi denominado Solu¢cdo-Mae (SM).

! Reagente de cloreto de aluminio: dissolver 1 g de cloreto de aluminio com solugio metandlica de 4cido acético
R a 5% (V/V) em baldo volumétrico de 50 ml. Complete o volume.

? Solugdo metanolica de acido acético R a 5% (V/V): Em baldo volumétrico de 100 ml, colocar 5 ml de 4cido
acético R e completar o volume com metanol.
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Para a determinagao de polifenois totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com agua
em baldo volumétrico de 25 ml. Dois mililitros desta solu¢ao foram transferidos com 1 ml de
solucdo de acido fosfotungstico R (Reagente Fenolico de Folin-Ciocalteau) e 10 ml de agua
para um baldo volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com solu¢do de carbonato de
sodio 14,06 %. Apos 15 min da adigdo da ultima solu¢ao mediu-se a absorvancia a 691 nm,
empregando-se a 4gua como branco. Para determinagdo de polifendis nao 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. Ap0s, a solucdo foi filtrada. Cinco mililitros do filtrado foram diluidos com
agua para 25 ml em baldo volumétrico. Dois mililitros dessa solu¢do foram transferidos com 1
ml de solucao de acido fosfotungstico R (Reagente Fendlico de Folin-Ciocalteau) e 10 ml de
dgua para um baldo volumétrico de 25 ml completando-se o volume com solucdo de
carbonato de sodio a 14,06 %. Apods 15 min da adicdo da primeira solugdo mediu-se a
absorvancia a 691 nm, empregando-se a dgua como branco. O conjunto de operagdes
(extragdo e dilui¢des) foram realizados sob protec¢ao da acao da luz direta (Glasl, 1983).

A porcentagem de taninos totais foi calculada segundo as formulas:

T 15625 Abs PNA:15625-Abs
1000 - m 1000 - m
TT = PT — PNA
onde:

PT = Polifenois Totais (%)

PNA = Polifenois ndo Adsorventes (%)

Abs = Absorvancia medida

m =  Massadadrogaemg

TT = Teor de Taninos Totais (%).

4.10 Extrato bruto de mutamba (EBM)

O material vegetal cominuido (empregado sem separagdo granulométrica) foi
macerado por 25 min sob agitagdo. O extrato bruto foi preparado por turbolise em Ultra-
turrax®, durante 15 min, com intervalos de 15 min, para que a temperatura ndo excedesse
40°C. A propor¢ao de droga utilizada foi de 10% (m/v) com: 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
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um e papel de filtro, com auxilio de uma bomba a vacuo. Apds, foi concentrado em
evaporador rotatorio sob pressao reduzida, com temperatura abaixo de 40 °C, até completa
eliminacdo do solvente organico. O extrato foi congelado em nitrogénio liquido e liofilizado,

obtendo-se o extrato bruto de mutamba (EBM).

4.11 Isolamento de compostos fendlicos

Para a obtencdo das fragdes semipurificadas e purificadas, foram empregados diversos

métodos cromatograficos, que possibilitaram o isolamento de substancias fenolicas.

4.11.1 Preparacao da fase acetato de etila (FAE)

Cinqiienta gramas de extrato bruto de mutamba foram re-suspensos em 500 ml de
agua e particionado com 500 ml de acetato de etila (5 vezes). A fase aquosa (FAQ) e a acetato
de etila (FAE) foram separadas, concentradas em evaporador rotatorio, sob pressdo reduzida,
até eliminagdo completa do solvente organico, congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas.
No processo de particao, houve a formacao de uma terceira fase que se precipita, denominada

de residuo (RES).

4.11.2 Cromatografia em coluna (CC) da FAE

A cromatografia em coluna (CC) foi utilizada na separagao de fragdes da fase acetato
de etila. Empregou-se uma coluna de vidro (h: 750 mm, @: 55 mm) contendo Sephadex® LH-
20 como fase estacionaria. A coluna, apds limpeza apropriada com acetona:agua (7:3 v/v)
para eliminagdo de provaveis residuos anteriores e estabilizagdo em acido acético a 2 %, foi
novamente estabilizada com o primeiro solvente da fase mével a ser utilizado, alcool 20 %.
Aplicou-se 19,03 g da FAE, que foram previamente re-suspensos em etanol 20%, no topo da
coluna com auxilio de pipeta Pasteur. Todos os solventes foram eluidos de forma ininterrupta

em proporcao volumétrica (Tabela 6).
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Tabela 6 — Gradiente da fase movel utilizada para CC da FAE.

Fase movel Volume (ml)
Etanol 20% 3220
Etanol 30% 1800
Etanol 40% 4830
Etanol 50% 3950

Etanol 100% (92,8°) 1570
Metanol:agua (1:1) 2240
Acetona:agua (7:3) 6000

Foram recolhidos 10 ml em cada tubo de ensaio com fluxo de 1 mlmin'. O
monitoramento das fragdes foi realizado através de cromatografia em camada delgada (CCD)
a cada 10 tubos. Obtiveram-se 29 fragdes (F1 a F29), que foram reunidas por semelhanca
conforme perfil da CCD. Cada fracdo foi concentrada em evaporador rotatdrio sob pressao
reduzida até total elimina¢do do solvente organico, congelada em nitrogénio liquido e

liofilizada.

4.12 Outros métodos cromatograficos

Para o isolamento das substancias empregou-se cromatografia em contra corrente de
alta velocidade (CCCAYV) a partir das fracdes obtidas da CC (FR 4 a 14). Foi empregado
cromatografia em coluna das sub-fragdes para purificagdo das substancias, quando necessario.
Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foi utilizada quando n3o houve
possibilidade de purificagdao pelos métodos anteriores e somente apos a derivatizagao quimica

por acetilacdo. Esses métodos auxiliaram o isolamento e/ou a purificacdo das substincias.

4.12.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O acompanhamento das cromatografias em coluna (CC) e da cromatografia em contra
corrente de alta velocidade (CCCAYV) foi feito através da cromatografia em camada delgada
(CCD). Para isso foram utilizadas cromatofolhas de aluminio contendo gel de silica 60 F;s4
(Merck®), com 0,200 mm de espessura. Utilizou-se como fase movel acetato de etila: acido

formico: 4dgua (90:5:5; v/v). Apds a eluicdo e secagem em capela da placa, observou-se em
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lampada de ultra-violeta a 254 nm e, em seguida, utilizou-se como revelador solugdo de

cloreto férrico a 1% em etanol.

4.12.2 Cromatografia em contra corrente de alta velocidade (CCCAV)

Utilizou-se cromatografo de contra corrente de alta velocidade, com rotagdo média de
800 rpm e fluxo continuo de 1,0 ml.min™". O sistema eluente empregado foi preparado com
acetato de etila: n-propanol:agua (140:8:80; v/v/v). a fase superior foi empregada como fase
movel e a fase inferior como fase fixa. Em cada tubo de ensaio foram coletados 3 ml e as
fragdes foram reunidas através do perfil em CCD. Foi realizada a CCCAV com as seguintes

fra¢des: 4,6, 7,9, 10, 11, 12, 13, 14.

4.12.3 Cromatografia em coluna das fragdes FR 12.4 ¢ FR 13.2

A CC foi utililizada para obter subfracdes a partir das fragcdes provenientes da
CCCAV. As sub-fracoes (12.4 e 13.2) foram novamente cromatografadas em coluna, visando
a separacao de duas substancias presentes em cada fragdo.

Empregou-se uma coluna de vidro (h: 280 mm, @: 10 mm) contendo Sephadex® LH-
20 como fase estacionaria. A coluna, ap6s limpeza apropriada com acetona:agua (7:3; v/v)
para eliminac¢do de provaveis residuos anteriores e estabilizagdo em acido acético a 2 %, foi
preparada para uso com o primeiro solvente da fase movel a ser utilizado (alcool 25% para a
FR 12.4 e 4lcool 5% para a FR 13.2).

Aplicaram-se 13,0 mg da FR 12.4, que foram previamente re-suspensos em pequena
quantidade de etanol 5% (1,2 ml), no topo da coluna com auxilio de pipeta Pasteur. Todos os

solventes foram eluidos de forma ininterrupta em propor¢ao volumétrica (Tabela 7).

Tabela 7 — Gradiente da fase mével utilizada para CC da FR 12.4.

Fase movel Volume (ml)
Etanol 25% 190
Etanol 29% 224
Etanol 33% 65
Acetona:agua (7:3) ~ 200
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Em cada tubo de ensaio foram recolhidos 3 ml com fluxo de 1,0 ml/min para obtencao
das diferentes sub-fragdes. O monitoramento foi efetuado através de CCD. Cada fragao foi
concentrada em evaporador rotatério sob pressdo reduzida até completa eliminagdo do
solvente organico, congelada, liofilizada, pesada e armazenada em freezer.

Aplicaram-se 62,0 mg da FR 13.2, que foram previamente re-suspensos em etanol 5%,
no topo da coluna com auxilio de pipeta Pasteur. Todos os solventes foram eluidos de forma

ininterrupta em propor¢ao volumétrica (Tabela 8).

Tabela 8 — Gradiente da fase mével utilizada para CC da FR 13.2

Fase movel Volume (ml)
Etanol 5% ~ 320
Etanol 10% 280
Etanol 20% 110
Acetona:agua (7:3) 260

Em cada tubo de ensaio foram recolhidos 4 ml com fluxo de 1,0 ml.min"' para
obten¢do das diferentes sub-fracdes. O monitoramento foi efetuado através de CCD. Cada
fracdo foi concentrada em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida até completa eliminagao

do solvente organico, congelada, liofilizada, pesada e armazenada em freezer.

4.12.4 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As substancias isoladas passaram por um processo de derivatizagdo quimica por
acetilagdo. As amostras acetiladas foram aplicadas, em placas de CCDP (no méaximo 30 mg
substancia/placa), na forma de linha com auxilio de uma pipeta Pasteur e algodao.

As placas para CCDP constituem-se de placas de vidro de 20x20 cm que foram
preparadas no laboratorio. As placas foram limpas com acetona e recobertas com uma
suspensao de gel de silica PF,s4 contendo gesso (Merck®) na propor¢do de 72 g silica para
240 ml de agua, com espessura de 0,75 mm. A fase méovel empregada foi tolueno: acetona
(7:3; v/v). Antes do uso, as placas foram ativadas, colocando-as durante 10 min em estufa a
100 °C.

As bandas correspondentes as substancias foram demarcadas sob luz UV a 254 nm,

medindo-se o valor do Rf para cada substancia. A numeragdo das substancias segue a partir
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do menor valor de Rf para a de maior valor de Rf. Em seguida raspou-se a area e filtrou-se a
vacuo com acetona e com auxilio de um funil de vidro sinterizado direto para um frasco
previamente pesado. Apds a filtragdo, o solvente organico foi concentrado em evaporador
rotatorio sob pressao reduzida, e os frascos liofilizados e pesados novamente.

Passaram por esse procedimento as seguintes fracdes acetiladas: 4.4, 4.5, 6.2, 7.2, 8,

9.2,10.1,10.5, 11.1, 12.1, 12.3, 12.4, 13.1, 13.2, 14.1, 14.4.

4.13 Derivatizacao

Em baldo de fundo redondo, de 100 ml, para at¢ 100 mg da fracdo desejada,
adicionaram-se 1 ml de anidrido acético e 1 ml de piridina, seguindo esta ordem de adicao.
Agitou-se levemente, fechou-se com tampa e cobriu-se o baldo com papel aluminio,
deixando-se em repouso, a temperatura ambiente, por 24 h. Apos esse periodo foi colocado
dentro do baldo gelo de 4gua destilada picado e o baldo foi imerso em gelo para auxiliar no
resfriamento, por um periodo de 2 h. Apds esse tempo, filtrou-se a vacuo em filtro sinterizado
G4, lavando-se com agua (destilada) fria em abundancia para eliminagdo da piridina. O
precipitado obtido no filtro sinterizado G4 foi solubilizado em acetona, € o solvente organico
eliminado por concentracdo em evaporador rotatério sob pressdo reduzida. A substincia

acetilada foi congelada e liofilizada (MELLO et al.; 1996a).

4.14 Elucidacio estrutural

A andlise estrutural das substancias puras foi realizada através de métodos
espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear (Varian Mercury 300 BB, Departamento
de Quimica da UEM e Varian Inova 500 MHz, Organisch-Chemisches Institut da
Universidade de Miinster, Alemanha) (RMN) 'D (1H, 13C) ¢ 2D (IH/1H COSY, HSQC,
HMBC), opticos (CD,[a]f)Oo), espectrometria de massas (EM). Os espectros das substancias
foram analisados por comparacao com dados constantes em literatura. Tais espectros foram
obtidos no Institut fiir Pharmazeutische Chemie e Organisch-Chemisches Institut da

Universidade de Miinster, Alemanha, e Departamento de Quimica da UEM, Maringa.



4.15 Capacidade antioxidante

4.15.1 Método do fosfomolibdénio

Uma aliquota (0,3 ml) da solugao amostra (200 pg/ml) foi colocada em tubo de ensaio
com 3,0 ml da solucdo reagente [acido sulfurico (0,6 mol 1), fosfato de sodio (28 mmol 1) e
molibdato de aménio (4 mmol 1) em 4gua destilada] Os tubos foram incubados em banho-
maria a 95 °C por 90 min. Apds seu retorno a temperatura ambiente, a absorvancia foi lida a
695 nm contra o branco (3 ml de solucao reagente ¢ 0,3 ml do mesmo solvente utilizado na
amostra). A capacidade antioxidante dos extratos foi expressa em relacdo ao acido ascorbico
(0,3 ml de solugdo a 2 mmol I'"), utilizado como padrio, cuja atividade antioxidante de

referéncia foi considerada 1 (100%) (PRIETO et al., 1999; HIRATA, 2004). Um desenho

esquematico pode ser visto na Figura 9.

E 10,3 ml sol. amostra [sol teste 200 pg/ml]
+-3,0 ml sol. reagente .

gt

Incubados em banho-maria a 95 °C/20 min

gt

Deixar voltar 4 temperatura ambiente

I

Zerar com agua destilada

Ler branco amostra {
Ler amostras

em 695 nm

{zol. 4c. sulfdrico 0,6 mol. Ll
sol. fosfato sddio 28 mmnl 11

sol mnlihdato amdnio 4 mmnl 11
etn dgua destilada)

3 ml sol. reagente + ‘
10,3 ml do solvente da amostra

Figura 9 — Esquema da técnica do fosfomolibdénio para avaliagdo da capacidade antioxidante

Fonte desenhos: NVTech, 2005.
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4.15.2 Método do radical DPPH*®

A atividade antioxidante do EB, FAE ¢ FAQ foi realizada através do método de
seqiiestro de radical DPPH®. Foi realizada uma triagem nas seguintes concentra¢des: 0,0064;
0,16; 0,8; 4; 20; 100; e 500 pg/ml.

Foram realizadas baterias com cinco tubos para o EB, FAE, FAQ, RES e VIT C, nas
concentragdes de 1,25; 2,5; 5; 10; e 20 pg/ml em metanol. Apoés, foi acrescentado, em todos
os tubos, 0,5 ml de uma solu¢do de DPPH® a 1 mmol I"". Os tubos foram agitados em vortex
por 15 s, mantidos em temperatura ambiente por 30 min e em seguida, fez-se a leitura da
absorvancia em 517 nm. O branco foi preparado com 4 ml de metanol, adicionado de 0,5 ml
de solugdo de DPPH® a 1 mmol 1", a qual foi reduzida com 2 mg de butil-hidroxi-tolueno
(BHT) (AMAROWICZ et al., 2004).

A atividade anti-radicalar (RSA — radical scavenging activity) foi calculada como a

percentagem de descoloragdo do radical DPPH®, usando a seguinte equagio:

% RSA=(1-Aa/ Ac)x 100
onde:
Aa = absorvancia da solucdo quando um extrato foi adicionado em
determinada concentragao,

Ac = absorvancia da solu¢do do radical DPPH®.

Os resultados foram reportados como ICsy, que representa a quantidade de
antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial de DDPH®. Esses célculos
foram realizados através da regressao linear (HARRIS, 2005; MILONE, 2004), e representam
a média de trés determinagdes para cada bateria (EB, FAE, FAQ, RE, e VIT C). Um exemplo
de célculo do ICsy pode ser observado no Anexo A. Um desenho esquematico pode ser visto

na Figura 10.
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Extrato bruto ou Completar com

5 mg] fase acetato etila 10 ml MeOQH

ou fase aquosa

mvtech.com

E

[zol teste 0,5 mg amostra mil!]

o o oV VN

E E Desprezar

0,1 0,02 0,004 00008 000016 0000032 0,0000064 g iml!

retach 2eim

Cada tubo contém 4 ml MeOH
Adicionar 500 pl de sol. DPPH" (1 nunol.l'l) em cada tubo

Esperar 30 min e ler em 517 nm

Branco ou Zerar com: 8 mlsol. BHT (0 5mg.ml! MeQH) + 1,0 ml sol. DPPH" (1 mmalll)
Controle Negativo: 500 pl de Sol. DPPH (1 mmolI)+ 4 ml MeQH

Obs: o C- é o primeiro tubo a ser lido da baterial

Figura 10 — Esquema do método de DPPH® para avaliagdo da capacidade antioxidante
Fonte desenhos: NVTech, 2005.

4.16 Desenvolvimento de forma farmacéutica

Foram feitas adaptacdes das formulacdes publicadas por Takahashi (1998, 1999a,
1999b, 2001). Pesquisaram-se os excipientes que melhor se adaptassem as condi¢des do
preparo da formulacao de uma logcao capilar que contivesse a substancia marcadora (taninos)
em concentracdo conhecida pelo teor de taninos totais (logdo teste) (KIBBE; 2000); ou ndo
tivesse o principio ativo (logdo controle negativa). Nao foi necessario adi¢cdo de corretor de

pH e ndo foi adicionado perfume.

4.17 Estudo do crescimento de pélos

Para a avaliacdao da agdo da locao teste contendo extrato bruto de Guazuma ulmifolia
sobre o crescimento de pélos, foram utilizados 30 ratos Wistar adultos, machos, com 74 dias
de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. Todos os
procedimentos envolvendo o uso de animais foram aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual de Maringa.(Anexo B).
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Vinte e quatro horas antes do inicio dos experimentos, os animais foram depilados,
manualmente, no dorso, proximo a regido cervical. Sobre a superficie depilada foram
realizadas aplicagdes diarias da logdo teste nos animais do grupo experimental (n=15) e da
lo¢do controle negativa (solu¢do indcua) nos animais do grupo controle (n=15). Os animais
foram mortos ap6s um periodo de tratamento de 7, 10 e 13 dias, sendo que para cada tempo
de tratamento foram mortos cinco animais do grupo controle e cinco do grupo experimental.

Duas horas antes da morte de cada animal, foi injetado via endovenosa (veia peniana)
sulfato de vincristina (1mg/kg de peso corporal), um bloqueador de mitoses. Os animais
foram mortos por overdose de anestésico e a pele foi removida.

A pele retirada foi fixada com solugdo fixadora de Bouin (solugdo saturada de &cido
picrico, formaldeido, 4cido acético glacial; 75:25:5; v/v/v) por um periodo de 24 h. Apos, o
material foi processado rotineiramente para inclusdo em parafina. Foram feitos cortes semi-

seriados de Spm de espessura que foram corados com hematoxilina e eosina

4.17.1 Estudo da proliferacao celular epitelial nos foliculos pilosos

Nos cortes histologicos foram selecionados foliculos pilosos tomando-se como padrao
aqueles seccionados ao nivel do maior didmetro e que apresentavam bulbo contendo papila
dérmica visivel e continua com o tecido conjuntivo dermal. Foram contadas as metafases
bloqueadas pelo sulfato de vincristina em 15 foliculos pilosos/animal para cada tempo de

tratamento, nos grupos dos animais tratados e controles.

4.17.2 Medidas da espessura e do tamanho dos foliculos pilosos

Os foliculos selecionados obedeceram aos mesmos critérios da avaliacao anterior. A
espessura dos foliculos foi medida em nivel do maior didmetro do bulbo (linha de Auber), em
foliculos com papila dermal claramente visivel. Foram medidos 15 foliculos pilosos para cada
tempo de tratamento, para cada extrato estudado, em tratados e controles. Os dados obtidos a

partir das analises foram submetidos ao teste ¢ de Student (YANO et al., 2001).
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4.18 Analises Estatisticas

As analises estatisticas empregadas neste trabalho foram:

1) Capacidade antioxidante: Regressao linear, andlise de variancia (Anova de uma via)
e teste de comparagdo multipla de Tukey.

2) Estudo de crescimento de pélos: Teste ¢ de Student. O nivel de significancia

adotado foi P<0,05.

4.19 Estudo de permeacio cutinea

As andlises de permeacdo cutdnea foram realizadas no laboratério do Grupo de
Estudos de Fendmenos Fototérmicos (GEFF). O arranjo experimental para as medidas de
espectroscopia fotoacustica em amostras ex vivo estd esquematizado na Figura 11 e ¢
explicado em detalhes em Pedrochi (2004).

O tratamento dos animais com as logdes teste e controle seguiu-se como descrito
anteriormente, em material e métodos. Ap6s um periodo de 7, 10 e 13 dias de tratamento (dois
animais/grupo), os animais foram mortos por overdose de anestésico tiopental (40mg/kg de
peso corporal). A pele foi removida e encaminhada imediatamente ao laboratorio de
fotoacustica para analise da permeagdo cutanea.

As amostras de pele tiveram seu tamanho reduzido e sua espessura mensurada com um
micrometro digital, permanecendo entre 1,19 e 1,74 mm. As medidas foram tomadas pela
parte interna (dermal) da pele.

Foram realizadas medidas com a espectroscopia fotoacustica para verificar a regido
espectral de absor¢ao de um de seus componentes, assim como das logdes, entre 200 ¢ 800
nm. Para as medidas, o extrato bruto de mutamba (em pd) foi depositado na cavidade do
porta-amostra, dentro da cadmara fotoactstica para medida de absor¢do. Enquanto que o
diluente (solugdo controle) foi depositado em uma cubeta de quartzo que foi alojada no
caminho do feixe de luz, préximo ao foco, mas fora da camara fotoacustica. Deste modo,
pode-se detectar a absor¢do da substancia por meio de uma medida de transmissdo da luz, j&
que a luz que passa através da amostra ¢ absorvida por um p6 (padrio) que se encontra, dentro

da célula fotoacustica.
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Mlcrocomputador Lock-in Célula Fotoacustica

Figura 11 — Arranjo experimental da Espectroscopia Fotoacustica para medidas in vitro.

Fonte: Pedrochi (2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Material vegetal

As coletas foram realizadas em duas épocas diferentes do ano, para que fosse realizado
o estudo comparativo de controle de qualidade da droga vegetal. A coleta de maio/2003 foi
denominada de coleta de “inverno” e a dezembro/2003 foi denominada de “verdo”.

A correta identificacdo do vegetal ¢ fator importante em qualquer area, cujo resultado
reflita na satide da populagdo, seja na certificagdo dos estudos e trabalhos realizados com
plantas, seja previamente ao desenvolvimento de um produto fitoterdpico, para o cultivo ou
coleta sustentavel e para os fornecedores de matéria-prima das farmacias de manipulacdo e/ou
industrias. A identificacdo botanica ¢ a primeira etapa na certificagdo da matéria-prima, fator

importante para evitarem equivocos e adulteracdes.

5.2 Analise fitoquimica preliminar

Os dados da analise fitoquimica preliminar realizada com as cascas de mutamba,
apresentados na Tabela 9, conforme demonstrado previamente por Galina e colaboradores
(2005), mostraram que os taninos sdo um grupo de substincias quimicas que podem ser
empregados para a caracterizagdo da matéria-prima. Flavonoides e saponinas também sao
classes de substancias presentes na mutamba.

Os ensaios de qualidade de matérias-primas vegetais sdo preconizados nas
Farmacopéias e em monografias elaboradas pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS); que
além de objetivarem a verificagao da identidade botanica do material, também preocupam-se
com a pureza e caracteriza¢cdo dos constituintes quimicos da espécie, principalmente aqueles
envolvidos na atividade terapéutica e seus doseamentos. Nas andlises de matérias-primas ¢
recomendada a realizagdo em triplicata, calculando-se a média e o coeficiente de variacao

(FARIAS, 2003).
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Tabela 9 — Analise fitoquimica preliminar.

Analise DI DV
Compostos fenolicos +++ +++
Taninos +++ ot
Reacao de Stiasny
Taninos condensados +++ +++
Taninos hidrolisaveis - -
Glicosideos flavonicos ++ ++
Saponinas ++ +++

Compostos antracénicos - -
Glicosideos de nicleo cumarina - -
Glicosideos cardiotonicos - -
Pesquisa de anel esteroidal + +
Alcaloides — —

+ = fraca positividade; ++= moderada positividade; +++= forte

positividade; — = auséncia do grupo quimico; DI= droga inverno;

DV=droga verdo.

Com esse objetivo foi realizada a analise fitoquimica preliminar, que € um conjunto de
reacOes consideradas qualitativas, e que foram realizadas segundo Harborne (1984). Farias
(2003) considera que sdo métodos simples, de rapida execugdo e baixo custo. Estas reagdes
sdo geralmente inespecificas, ocorrendo através de grupos funcionais ou estruturas comuns a
varias substancias. Classicamente, segundo Falkenberg e colaboradores (2003), essas reagdes
sdo aquelas em que ha o aparecimento de coloragdo e/ou precipitado caracteristico.

A positividade para taninos na mutamba pode explicar seu uso popular como
antimicrobiano, antiinflamatorio, problemas gastrointestinais e relacionados com queda de
cabelos (DOMfNGUEZ; ALCORN, 1985; HEINRICH et al., 1992; NAVARRO et al., 1996;
FREI et al., 1998; CAMPORESE et al., 2003).

Além da andlise fitoquimica preliminar, outras técnicas (quimicas, fisicas e fisico-
quimicas) de controle de qualidade farmacopéicas foram realizadas com o objetivo de
caracterizar a droga vegetal em estudo de acordo com parametros estabelecidos pela
Resolugdo RDC n° 48, de 16 de marco de 2004 — ANVISA. As técnicas foram: perda por
secagem, perda por dessecagdo, teor de extrativos, residuo seco, determinagdo do teor de

flavonoides totais e determinacao do teor de taninos totais.
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5.3 Analises fisico-quimicas — analise da qualidade

Com relagao a perda por secagem (PPS), a droga inverno (DI) foi seca a sombra em
temperatura ambiente e local arejado. A observacao foi realizada durante 14 dias, no nono dia
choveu e a estabilizacdo somente ocorreu apos o décimo dia. A droga verdo (DV) foi seca em
estufa de ar circulante, com temperatura controlada em torno de 30 °C. Caracteriza-se como
método de escolha, haja vista que ¢ melhor que a secagem ao ar livre e porque diminui o
tempo necessario para estabilizacdo da droga. A técnica de PPS serve para acompanhar o
material vegetal durante seu processo de secagem, principalmente quando for realizado ao ar
livre. A PPS para a DI foi de 56,59 % =+ 15,64 (CV%=27,63 %) e ndo foi realizado para a DV.
Apbés a secagem a DI e a DV foram cominuidas em moinho de martelos, ¢ foram
convenientemente armazenadas em sacos de papel dentro de uma barrica de papelao.

A secagem tem por finalidade a retirada de dgua, de forma a impedir as reacdes de
hidrolise e de crescimento microbiano (bactérias e fungos). Além disso, o excesso de umidade
em matérias-primas vegetais permite a acdo de enzimas, que podem levar a degradagdo dos
constituintes quimicos (EVANS, 1996; WHO, 1998b; FALKENBERG et al., 2003).

Para determinacdo do teor de umidade, diversos métodos podem ser empregados,
dentre eles, o método gravimétrico também denominado de perda por dessecacdo (PPD). A
técnica ¢ de simples execucdo, e consiste na determinacdo do percentual de material
volatilizado (adgua e/ou substancias volateis) apos a dessecagdo. Recomenda-se para a analise
entre 2 e 5 g de material rasurado, e alternativamente podem ser empregadas balancas
acopladas a sistema de secagem por irradiagdo infra-vermelha (CARDOSO, 2002; FARIAS,
2003).

Os métodos de avaliagdo da droga vegetal foram desenvolvidos segundo normas
farmacopéicas existentes na Farmacopéia Brasileira (2000), em outras Farmacopéias, € em
diretrizes publicadas pela OMS. Segundo a Resolu¢gdo RDC n° 48, de 16 de marco de 2004—
ANVISA, que estabeleceu normas para o registro de medicamentos fitoterapicos, esta dispde
que a partir da droga vegetal até o medicamento fitoterapico, sdo necessarias as aquisi¢des de
informacdes em todas as suas fases de producao (controle de processos), para garantir os trés

principios essenciais de um medicamento — seguranga, qualidade e eficcia terapéutica.
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Tabela 10 — Determinagdo da perda por dessecacao (PPD)

Datas Droga *PPD (%) + dp (CV%)
Inverno 12,50 £0,5944 (4,75)
Verdo 11,92 +£0,4438 (3,72)
Inverno 11,75 £0,0548 (0,49)
Verdo 13,54 £0,1949 (1,44)
12 meses apos a Inverno 13,28 +0,3834 (2,89)
coleta Verao 12,38 £0,3114 (2,51)

2 meses apos a coleta

5 meses ap0s a coleta

*n=23

Com o objetivo de acompanhar a umidade da droga armazenada, as analises foram
realizadas ao longo de um ano para cada lote (DI e DV) (Tabela 10). O teor maximo de
umidade estabelecido nas diferentes farmacopéias, com poucas exce¢des especificadas nas
monografias, varia entre 8 ¢ 14 % (FARIAS, 2003). Assim, a droga em estudo ficou de
acordo com essa determinagao.

Sob o aspecto tecnoldgico, a PPS e a PPD podem indicar a eficiéncia no processo de
secagem. Audi e colaboradores (2001) encontraram para a Petiveria alliacea, valores de PPS
= 65,88 %, ¢ a PPD = 65,21 % da planta fresca; da planta moida a PPD = 91,47 %. Pode-se
notar que sdo valores caracteristicos para cada planta, pois os valores da mutamba situam-se
bem abaixo desses.

A determinacdo do teor de extrativos ¢ realizada para se conhecer a quantidade de
substancias extraiveis em um determinado solvente a partir de uma determinada quantidade
do material vegetal (WHO, 1998b; CARDOSO, 2002). E empregado para materiais para os
quais ainda ndao se tém ensaios biologicos ou quimicos satisfatorios. Para Audi e
colaboradores (2001) esse método ¢ utilizado para conhecer as propriedades da droga apos a
secagem, ¢ quando ainda ndo se conhecem os constituintes ativos da droga.

A técnica do teor de extrativos, preconizada pela OMS (WHO, 1998b), emprega agua
como liquido extrator. No entanto, no intuito de estabelecer parametros de avaliagdo, fez-se a
técnica com diferentes liquidos extratores. A andlise foi determinada com as cascas de

mutamba, utilizando-se o refluxo como processo extrativo.



Tabela 11 — Teor de extrativos para DI e DV, empregando-se solventes em propor¢ao

volumétrica
DI * DV *
Solvente
g % = dp (CV%) g % = dp (CV%)
Acetona:Agua (7:3) 12,54 +£0,4765 (3,80) 10,97 + 0,2287 (2,08)
Acetona:Agua (1:1) 16,56 + 0,4386 (2,65) 7,06 +0,1664 (2,36)
Metanol:Agua (1:1) 11,02 + 0,5393 (4,89) 10,90 + 0,4579 (4,20)

Etanol:Agua (1:1)
Agua

11,42 + 0,4050 (3,55)
9,88 + 1,3012 (13,17)

6,27 + 0,3761 (5,99)
5,06 = 0,1992 (3,94)

* representa a média de trés determinagdes.
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Como pode ser observado na Tabela 11, o solvente responsavel pelo maior rendimento

de substancias, para DI ¢ acetona:agua (1:1) e para a DV ¢ acetona:dgua (7:3). Foi realizada

uma adaptacdo da técnica original com objetivo de comparagdo. Esse procedimento ¢

adequado em casos de auséncia de estudos e, auxiliado pela andlise fitoquimica preliminar.

Sabe-se que nas cascas de mutamba possuem taninos, € que este grupo € sensivel a

altas temperaturas e luminosidade. Portanto, para a escolha do melhor liquido extrator, foi

determinado o teor de residuo seco (RS), servindo de parametro na avaliacao da qualidade da

matéria-prima vegetal.

Tabela 12 — Teor de residuo seco para DI e DV, empregando-se solventes em propor¢ao

volumétrica

Solvente DL DI DV'* DV

g+ dp (CV%) Rend % g +dp (CV%) Rend %
Acetona:Agua (7:3) 0,1683 +£0,0049 (2,91) 8,41 0,1425 £ 0,0049 (3,44) 7,21
Acetona:Agua (1:1) 0,1526 £ 0,0048 (3,14) 7,63 0,1120 £ 0,0055 (4,91) 5,60
Metanol:Agua (1:1) 0,1475+0,0061 (4,14) 7,37 0,1123 +£0,0054 (4,81) 5,61
Etanol:Agua (1:1)  0,1457 £0,0034 (2,33) 7,28 0,1131 +£0,0042 (3,71) 5,65
Agua 0,0979 +0,0033 (3,37) 4,89 0,0774 £ 0,0011 (1,42) 3,87

* representa a média de cinco determinacdes.

A acetona:agua (7:3) foi o solvente que produziu a melhor extragdo, tanto para DI,

quanto para DV (Tabela 12). A pequena diferenca que ocorreu em relacdo ao teor de

extrativos entre as DI e DV deve-se a época de coleta do material. A técnica de residuo seco

permite que o seu desenvolvimento seja testado de forma aleatoria ou que seja realizado igual

ao procedimento de preparo do extrato bruto.
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Para os taninos, o processo extrativo deve ser a frio, e assim, deve-se avaliar o método
extrativo para estabelecer o melhor liquido extrator. Entretanto, esta técnica deve ser
acompanhada de uma técnica de doseamento do principio ativo ou de um grupo quimico
presente na droga vegetal. Sem este procedimento de doseamento, essa relagdo ¢ somente
proporcional. A escolha do solvente e do método extrativo esta diretamente relacionada ao
tipo de substancias que se pretende extrair e conseqiientemente da agao terapéutica desejada
(CARDOSO, 2002). A mistura acetona:adgua (7:3), utilizada como liquido extrator esta de
acordo com os resultados do RS e com a literatura (HAGERMAN, 1988; MELLO, 1995;
RAWAT et al., 1999).

A avaliagdo da qualidade da mutamba foi complementada com analises quantitativas
de alguns constituintes detectados na andlise fitoquimica. Para isso foram realizadas as
determinagoes do teor de flavondides totais e a do teor de taninos totais, sem no entanto levar

em consideracdo a umidade residual da matéria-prima vegetal (Tabelas 13 ¢ 14).

Tabela 13 — Teor de flavondides das cascas de mutamba nos periodos de inverno e verao.
Droga g (%) £ dp (CV%)
Inverno  0,00445 £0,0002 (4,49)

Verdo  0,00900 + 0,0018 (20,00)

As quantidades detectadas dos flavonoides totais sao muito baixas, ¢ a droga verdo foi
a que apresentou maior quantidade desse analito. Segundo a literatura consultada, a classe de
substancias responsaveis pela agdo terapéutica, em estudo, diz respeito aos taninos. Isso, no
entanto, ndo implica que os flavonodides ndo possam contribuir para a agdo farmacoldgica. As
baixas concentragdes encontradas dificultaram a obtengdo de um valor com maior precisao.

Em virtude da grande positividade apresentada na andlise fitoquimica preliminar,
optou-se por fazer o teor de taninos totais (Tabela 14). O melhor resultado para o teor de
taninos foi encontrado na droga inverno. Entretanto, quando se comparam esses dados com
aqueles obtidos por Galina e colaboradores (2005), os valores encontram-se invertidos, nao
significando que haja discrepancia nos valores absolutos de forma a prejudicar as analises,
mas sim, que os valores obtidos estdo parcialmente alterados. Essa diferenga nos achados
pode ser explicada pelas interferéncias dos fatores edafo-climaticos, anteriormente

mencionados, os quais causam alteragdes na fisiologia vegetal.
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Tabela 14 — Teor de taninos nas cascas de mutamba.

Droga g (%) = dp (CV%) Literatura*
Inverno 4,24 £0,2478 (5,84) 4,95

Verdo 3,79 % 0,3245 (8,56) 5,24

* Galina et al. (2005)

Segundo a Resolugdo RDC n° 48, de 16 de margo de 2004 — ANVISA, marcador ¢ o
componente ou classe de substancias presente na matéria-prima vegetal, idealmente o proprio
principio ativo, e preferencialmente aquela que tenha correlacdo com o efeito terapéutico; que
¢ utilizado como referéncia no controle de qualidade da matéria-prima vegetal e/ou dos
medicamentos fitoterapicos. Considerando isso, o marcador de escolha para a mutamba ¢ o
grupo de taninos, e dessa forma, o doseamento do teor de taninos totais foi repetido

posteriormente.

5.4 Analise granulométrica da droga vegetal

A Figura 12 representa as curvas de retencdo e passagem através da andlise
granulométrica por tamisac¢ao da droga inverno rasurada, empregando-se os dados fornecidos
pela Tabela 15. A maior percentagem de particulas encontra-se entre os tamises com abertura
de malha entre 0,400 mm e o coletor. O didmetro médio das particulas da droga inverno,

calculado através do método algébrico, ¢ de 0,373 mm.

Tabela 15 — Analise granulométrica da droga inverno.

ABERTURA CLASSE ABERTURA  FRACAO FRACAO FRACAO DE
DE MALHA GRANULOMETRICA MEDIA RETIDA RETIDA PASSAGEM
M) DO M min — M max M CORRIGIDA ACUMULADA FP
TAMIS (mm) (mm) FRC FRA (%)
(mm) (g %) (%)
0,840 0,840 — 1,00 0,920 16,42 16,42 83,57
0,710 0,710 - 0,840 0,775 5,86 22,28 77,72
0,600 0,600 - 0,710 0,655 4,34 26,62 73,38
0,420 0,420 — 0,600 0,510 15,63 42,25 57,74
0,300 0,300 — 0,420 0,360 10,72 52,97 47,03
0,250 0,250 - 0,300 0,275 10,07 63,05 36,95

coletor 0,00 — 0,250 0,125 36,95 100,00 0,00
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Figura 12 — Curvas de retencdo e passagem da droga inverno apos tamisagao

A Figura 13 representa as curvas de retencdo e passagem através da andlise
granulométrica por tamisagcdo da droga verdo rasurada; empregando-se os dados fornecidos
pela Tabela 16. As maiores percentagens de particulas encontram-se também entre os tamises
com abertura de malha entre 0,400 mm e o coletor. O didmetro médio das particulas da droga

verdo, calculado através do método algébrico, ¢ de 0,377 mm.

Tabela 16 — Analise granulométrica da droga verao.

ABERTURA CLASSE ABERTURA FRACAO FRACAO FRACAO
DE MALHA GRANULOMETRICA MEDIA REETIDA RETIDA DE
M) DO M min — M méx M CORRIGIDA ACUMULADA PASSAGEM
TAMIS (mm) (mm) FRC FRA FP
(mm) (g %) (%) (%)
0,840 0,840 — 1,00 0,920 18,94 18,94 81,06
0,710 0,710 — 0,840 0,775 6,27 25,21 74,79
0,600 0,600 — 0,710 0,655 4,26 29,47 70,53
0,420 0,420 — 0,600 0,510 13,32 42,79 57,21
0,300 0,300 — 0,420 0,360 9,24 52,03 47,97
0,250 0,250 - 0,300 0,275 9,08 61,12 38,88

coletor 0,00 — 0,250 0,125 38,89 100,00 0,00
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Figura 13 — Curvas de retencdo e passagem da droga verdo apos tamisacao

A OMS (WHO, 1998b) classificou os pds em espesso (grosso), moderadamente
espesso, moderadamente fino, fino e muito fino. No entanto, a Farmacopéia Brasileira (1988)
classifica os poés de forma semelhante com algumas alteragdes, tais como: grosso,
moderadamente grosso, semi-fino, fino e finissimo. De acordo com essa classificagdo tanto a
droga rasurada inverno quanto a droga verdo se enquadram na categoria de moderadamente
fino, considerado um nivel intermediario de granulometria.

A analise granulométrica trata-se de um método fisico de andlise. Previamente a
extracdo deve-se considerar uma série de fatores que podem interferir no processo extrativo,
tais como a parte do material vegetal a ser utilizada, o seu grau de divisdo, o meio extrator
(solvente) e a método de extracdo (FALKENBERG et al., 2003).

Dentre esses fatores, segundo Falkenberg e colaboradores (2003), o grau de divisdo do
material tem influéncia direta na eficiéncia da extragdo. Para que o solvente consiga alcangar
eficientemente os tecidos do material a ser extraido, considera-se que quanto mais rigido for o
material (p. ex. cascas, xilema) menor deve ser sua granulometria.

Importante citar que a granulometria tem certo limite de aceitagdo. Materiais
extremamente finos ndo sao corretamente extraidos devido a sua incapacidade de se misturar
convenientemente com os solventes. Isso estd relacionado as pequenas dimensdes das

particulas em contato com o liquido extrator.
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5.5 Produtos intermediarios — EB, FAE, FAQ e RES

A extragdo, para a obten¢do de solugdo extrativa, bem como a obtencdo dos extratos
secos (produtos intermediarios: EB, FAE, FAQ e RES), foi realizada com os lotes inverno e
verao.

Foram coletados 7,8 kg para DI e 6,3 kg para DV. A DI foi submetida a secagem ao ar
livre e a DV em estufa de ar circulante. As cascas secas foram moidas e forneceram 3,2 kg
para DI (41,03 %) e 2,9 kg DV (46,03 %).

A escolha do liquido extrator baseou-se nas informacdes obtidas no controle de
qualidade de acordo com a Tabela 12 e empregou-se o mesmo método de extragdo utilizado
por Hor e colaboradores (1995). A turboextragdo ¢ um método de extragdo a frio, simples,
rapido, e pode ser usado em pequena e média escala. Elevadas forcas de cisalhamento geradas
através de um rotor em altas velocidades (5000 a 20000 rpm) promovem uma eficiente
extragdo concomitantemente com a diminui¢do dréastica no tamanho das particulas, portanto,
favorecendo uma rapida dissolu¢ao das substancias. Geragdo de calor somada a uma dificil
separagdo da solucdo extrativa sdo os inconvenientes da técnica, contudo podem ser
controladas. Os tempos de extracdo sdo da ordem de minutos e hd quase o esgotamento da
droga (VOIGT, 1993; SONAGLIO et al., 2003).

O p6 moderadamente fino ndo comprometeu a extragdo e a analise granulométrica
confirmou o fato da filtragdo demorar. Por esse motivo, foi empregado um pano filtro de
nylon® com porosidade inferior a 10 um de didmetro logo abaixo do papel de filtro, para
tornar o processo mais rapido. Para a producdo em escala industrial ¢ conveniente o emprego
de filtros-prensa para melhorar o rendimento, e conseqiientemente, reduzir custos
(CARDOSO, 2002).

Apos a filtracdo da solugdo extrativa, de sua concentracao e liofilizagdo, obteve-se o
EBM, que de forma resumida, as etapas realizadas e seus rendimentos podem ser visualizados
no Fluxograma 2.

Apesar de todo cuidado, perdas inevitaveis ocorrem durante o processo de produgio,
aliado a formac¢ao de um residuo entre as fases no processo de particionamento em quantidade
consideravel (52,25%). O rendimento do EBM esta préximo do valor obtido nos ensaios de
teor de residuo seco (Tabelas 14) com perda de cerca de 4,7%. Para se conseguir perdas

inferiores a essa ¢ necessario a realizagao de processos de extragao/filtragao em linha.
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DROGA VEGETAL VERAO
2000 g

Maceragdo sob agitagdo 25 min
Turboextra¢do 15 min
Acetona:agua (7:3)

EXTRATO BRUTO MUTAMBA (EBM)
296¢g
(11,48 %)

Particdo liquido-liquido
200 g EBM
solubilizado agua (1:10), acetato etila 5 vezes

FASE AQUOSA FASE ACETATO DE ETILA RESIDUO
71,4912 ¢ 24,0088 g 104,50 g
(35,75 %) (12,00 %) (52,25 %)

CC Sephadex® LH-20
(h: 750 mm; @: 55 mm)
19,03 ¢ FAE

FR 1A FR29

Fluxograma 2 — Preparagdo de extratos a partir das cascas de Guazuma ulmifolia e

fracionamento da fragdo acetato de etila por cromatografia em coluna

5.6 Isolamento quimico

Uma das caracteristicas da mutamba ¢ a presenga marcante de substancias fenolicas,
principalmente as derivadas de catequina ou flavan-3-6is, ou seja, taninos condensados, tais
como citado por Hor e colaboradores (1995) ou mais recentemente por Galina (2003). Deste
modo, direcionou-se a pesquisa ao isolamento e elucidagdo estrutural de compostos fendlicos
(taninos).

No isolamento quimico foi utilizado o lote correspondente ao da coleta de verdo. A
cromatografia em coluna (CC) contendo Sephadex® LH-20 realizada com a fase acetato de
etila (19,03 g), conforme o Fluxograma 2, produziu 29 fra¢des (Figura 14) apresentadas na
Tabela 17 com seus respectivos rendimentos.

Para a separacao das 29 fracdes foi utilizada a CCD, pelo acompanhamento dos tubos

de ensaio por semelhanca cromatografica apds revelagao com FeCl; a 1% em etanol.



Tabela 17 — Apresentacdo das 29 fragdes obtidas por CC.

81

FRACAO  ELUENTE (v/v)  Volume (ml) inizing_OﬁSnal m (g) Re“‘(lj/'(ge““’

1 Etanol:Agua (2:8) 1290 585ml—1-99 2,0147 11,1594
2 Etanol:Agua (2:8) 390 100—139 0,0904 0,5007
3 Etanol:Agua (2:8) 490 140 — 189 0,3367 1,8649
4e5 Etanol:Agua (2:8) 1050 190-249 — 296 0,3996 2,2134
6 Etanol:Agua (3:7) 420 297-339 0,1118 0,6193
7 Etanol:Agua (3:7) 390 340-379 0,3335 1,8473
8 Etanol:Agua (3:7) 990 380—479 0,0927 0,5135
9 Etanol:Agua (4:6) 690 480 — 549 0,2117 1,1726
10 Etanol:Agua (4:6) 290 550-579 0,1796 0,9948
11 Etanol:Agua (4:6) 350 580—615 0,5230 2,8969
12 Etanol:Agua (4:6) 490 616 — 665 0,7089 3,9266
13 Etanol:Agua (4:6 550 670 — 725 0,3758 2,0816
14 Etanol:Agua (4:6) 1480 726 — 874 1,8011 9,9763
15 Etanol:Agua (4:6) 490 875924 0,2626 1,4545
16 Etanol:Agua (4:6) 490 925-974 0,1728 0,9571
17 Etanol:Agua (1:1) 490 975-1024 0,1374 0,7611
18 Etanol:Agua (1:1) 500 1025 - 1075 0,1372 0,7599
19 Etanol:Agua (1:1) 590 1076 — 1135 0,1701 0,9422
20 Etanol:Agua (1:1) 1030 1136 — 1239 1,0621 5,8830
21 Etanol:Agua (1:1) 940 1240 - 1334 0,7534 4,1731
22 Etanol:Agua (1:1) 400 1335 -1375 0,2793 1,5470
23 Etanol 600 1376 — 1436 0,5241 2,9030
24 Etanol 570 1437 — 1494 1,1348 6,2857
25 Etanol 400 1495 — 1535 0,2762 1,5299
26 Metanol:Agua (1:1) 490 1536 — 1585 0,2291 1,2690
27 Metanol:Agua (1:1) 490 1586 — 1635 0,1884 1,0435
28 Metanol:Agua (1:1) 1260 1636 — 1762 0,3606 1,9974

29 Acetona:Agua (7:3) 6000 Recolhido em baldo 5,1862 28,7264

TOTAL — 23610 — 18,0538 100,0001
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Apesar da quantidade, as fragdes 1, 2 e 3 ndo apresentaram o perfil cromatografico
desejado em CCD e portanto nao foram utilizadas na seqiiéncia do trabalho.

A cromatografia em contra-corrente de alta velocidade (CCCAV) ¢ uma técnica muito
utilizada na area de produtos naturais para o isolamento de substincias de extratos brutos,
fragdes semipuras, em quantidades que variam de miligramas a gramas e também para separar
substancias isoméricas, como os monomeros catequina e epicatequina (TOLEDO, 2002).
Dentre as vantagens dessa técnica citam-se: a recupera¢do quantitativa da amostra, ndo existe
adsorc¢do irreversivel da amostra, riscos reduzidos de degradagdo da amostra e baixo consumo
de solventes (HOSTETTMANN et al., 1998, 2003). Esse sistema ¢é util em separagdo de
substancias polares e com similaridade quimica. Assim, a CCCAV foi fundamental no
isolamento das substincias, principalmente pelo fato de que os flavan-3-6is possuem varias
caracteristicas estruturais semelhantes, o que pode ser comprovado analisando os
cromatogramas em camada delgada como a reatividade frente ao revelador cromogénico.

As fragdes 4 a 9, apesar de terem sido utilizadas nos processos de separacao por
cromatografia em CCCAV, CCD e CCDP, nenhuma das substancias obtidas apresentaram
condi¢des de interpretacdo, pela andlise dos espectros de ressondncia magnética nuclear
(RMN). Assim, somente a partir da fracdo 10 e até a 14 foi possivel obter resultados capazes

de serem analisados e interpretados, que podem ser observados nos Fluxogramas 3 a 5.

5.6.1 Substancia I - catequina

A fracdo 13 ap6s separagdo por CCCAV forneceu cinco subfragdes, das quais a 13.2
(123,1 mg) apresentou-se como uma mancha de coloracdo azul intenso apos revelagdo com
FeCl;, com Rf =0,87. Isso forneceu indicios caracteristicos de taninos condensados. Apos
28,2 mg foi derivatizada por acetilagdo. Assim, a subfracao 13.2.3 (14,2 mg) com Rf =0,59
apresentou quantidade suficiente para analises espectroscopicas, resultando no isolamento da
substancia I (Fluxograma 3).

A andlise do espectro de massas da subfragdo 13.2.3, denominada substancia I,
forneceu o ion pseudo-molecular [M+Na'] m/z 313 encontrando-se em concorddncia com
substancia tipo catequina/epicatequina (m/z= 290) ndo derivatizada.

O espectro de RMN 'H em CDCl; relativo para TMS (Figura 15) da substincia I
apresenta para os hidrogénios alifaticos H-3(C) (6 5,25 ppm) e H-2(C) (3 5,15 ppm) uma

constante de acoplamento Jy.2 .3 de 8,9 Hz. Este valor comprova uma configuracdo relativa
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2,3-trans de acordo com Weinges et al. (1969). O hidrogénio alifatico H-3(C) apresenta uma
constante de acoplamento com o hidrogénio H-4,(C) no valor de 6,6 Hz, enquanto que com o
H-4.((C) possui uma constante de acoplamento de 5,1 Hz. Portanto, pode-se afirmar que
existe uma configuragdo relativa para a substancia I do tipo 2,3-trans, 3,4.-trans € 3,4qq-cis.
Entre § 7,17 e 7,28 ppm aparecem sinais caracteristicos de um sistema AMX correspondendo
aos hidrogénios H-2’, H-5" ¢ H-6’, comprovando, assim, a di-hidroxilagdo do anel B. No
espectro de RMN 'H em acetona-d; relativo para TMS (Figura 16) o sistema AMX pode ser
observado entre o 7,26 ¢ 7,38 ppm, correspondendo aos mesmos hidrogénios H-2’, H-5 ¢ H-
6’. Na Figura 15 (CDCls) observa-se, ainda, os hidrogénios H-6 (A) e H-8 (A) na regido

aromatica em 9, 6,59 e o 6,66 ppm. Os dados de deslocamento podem ser visualizados na

Tabela 18.

CCCAV
5 Sub-fragGes
l

F13.1 F132 | F133 || F13.4 |
| | | |

ACETILACAO cC ACETILACAO RMN RMN
CCDP 7 Sub-fragGes CCDP
4 Sub-fragdes 3 Sub-fragdes
| | | |
[ [ | [ [ |
F13.1.1 F13.1.3 F13.14 F13.22 F13.24 F13.2.1 F13.22 F13.23 Subs. 8 Subs. 7
e (Subs. 1)
F13.23
(Subs. 2)
RMN RMN RMN RMN RMN RMN

Fluxograma 3 — Fracionamento quimico a partir da FR 13.

O espectro de RMN 2D (‘H/'H COSY) em CDCl; relativo para TMS (Figura 17)
mostra as correlacdes dos hidrogénios aromaticos e alifaticos facilitando a interpretacao e
elucidacgao estrutural da substancia I.

Assim, de acordo com as interpretagdes anteriores € de acordo com a literatura

analisada (USHIROBIRA, 2003), a substéncia I trata-se, seguramente, de catequina.
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Tabela 18 — Dados de RMN 'H da substancia I (catequina) em CDCl; e acetona-ds (300

MHz).
. A . ¥ 0 Literatura o (ppm)em o (ppm)em o e J (Hz)
Hidrogeénio (ppm) CDCl; acetona-d; Multiplicidade (CDCls/acetona —d6)
JH4ax—H4eq = 1638/1698
H4ax (C) 2,54 2,66 2,73 dd J tsrss = 6.6/6.3
JH4eq»H4ax = 16:8/1698
H4eq (C) 2,92 2,87 2,86 dd J teq 13 = 5,1/4.8
H2 (C) 4,57 5,15 5,28 d J mpus = 8,9/6,3
J w3 = 8,9/6,3
H3 (C) 3,99 — 4,06 5,25 532 ddd J H3-Haeq = 5,1/5,1
’ J H3-Haax = 0,6/6,6
H6 (A) 5,88 6,59 6,61 d J nens =2,1/2,1
HS (A) 6,03 6,66 6,68 d J ugne =2,1/2,1
H5’ (B) 7,17 7,28 d JHS’-H6’ = 8,1/8,7
> JH6’-HS’ = 8,1/8,7
H6’ (B) 6,77 - 6,91 7,28 7,36 dd J o = 2.1/1.8
H2’ (B) 7,28 7,30 d J e = 2,1/1,8

* (Kombal, 1993)
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F1 (ppm)

Figura 17 — Espectro de COSY 'H/'H da substancia I (CDCls, 300 MHz)
5.6.2 Substancia II - epicatequina

A substancia II foi isolada em diversas fra¢des: 10.2, 11.2, 12.2, 13.2.2; como pode
ser observado no Fluxograma 3, porém, optou-se por mostrar os dados da subfracao 13.2.2.

A fracdo 13 ap6s separagdo por CCCAV forneceu cinco subfragdes, das quais a 13.2
(123,1 mg) apresentou-se como uma mancha de colora¢do azul intenso apds revelagdo com
FeCl;, com Rf=0,87. Isso forneceu indicios caracteristicos de taninos condensados. Apos 28,2

mg foi derivatizada por acetilagdo. Assim, a subfracdo 13.2.2 (13,1 mg) com Rf= 0,54
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apresentou quantidade suficiente para anélises espectroscopicas, resultando no isolamento da
substancia II (Fluxograma 3).

O espectro de massas da substancia II, forneceu o ion pseudo-molecular [M+Na'] m/z
313 encontrando-se em concordancia com substancia tipo catequina/epicatequina (m/z= 290)
ndo derivatizada, esta de acordo com a literatura (PALLENBACH, 1992; MELLO, 1995).

O espectro de RMN 'H em CDCl; (Figura 18), da substincia II mostra para os
hidrogénios alifaticos H-3(C) (6 5,39 ppm) e H-2(C) (6 5,11 ppm) uma constante de
acoplamento Jy.2 1.3 menor que 1 Hz comprovando uma configuragado relativa do tipo 2,3-cis
(WEINGES et al., 1969). O hidrogénio alifitico H-3(C) apresenta uma constante de
acoplamento pequena com o hidrogénio H-4,(C) com valor de 2,1 Hz, enquanto que o
mesmo hidrogénio possui uma constante de acoplamento com H-4.4(C) de 4,2 Hz. Portanto,
observa-se uma configuracgdo relativa para a substincia II do tipo 2,3-cis, 3,4.c-cis € 3,4¢q-
trans. Para Weinges e colaboradores (1968, 1969) a constante de acoplamento dos
hidrogénios H-2(C) e H-3(C), com aproximadamente 6 a 8§ Hz demonstram uma configuragao
relativa 2,3-frans, € uma constante de acoplamento igual ou inferior a 1 Hz a ordem 2,3-cis.
Entre § 7,20 e 7,36 ppm aparecem sinais caracteristicos de um sistema AMX correspondendo
aos hidrogénios H-2’, H-5 ¢ H-6 referentes ao anel B. Pela dificuldade em visualizar os
sinais do sistema AMX, optou-se por realizar uma analise d¢ RMN 'H em acetona-ds. Dessa
maneira € possivel verificar o sistema AMX (Figura 19), com os sinais em 6 7,43 ppm para
H-2°, 8 7,26 ppm para H-5" e & 7,42 ppm para o H-6’, comprovando assim, a di-hidroxilagdo
no anel B, como pode ser observado na Tabela 19. No espectro (Figura 18) observam-se,
ainda, os hidrogénios H-6(A) e H-8(A) na regido aromatica em 6 6,57 ¢ 0 6,67 ppm. Esses
hidrogénios, quando em solu¢do, permanecem sem posi¢do definida, estando em constante
intercdmbio um com o outro, desde que a substancia se encontre com as hidroxilas livres, ndao
sendo o caso da substancia II (PETEREIT, 1992). Os dados de deslocamento estdo
demonstrados na Tabela 19.

O espectro de RMN 2D (‘H/'H COSY) em acetona-ds (Figura 20) mostra as
correlagdes dos hidrogénios aromaticos e alifaticos facilitando a interpretagdo e elucidagao
estrutural da substancia II.

Na Figura 21 observam-se os espectros de RMN "*C em acetona-ds das substancias I
e II. Pode ser observado que a diferenga entre ambas relaciona-se ao sinal em d 78,8 ppm para

catequina e & 79,3 ppm para epicatequina, correspondendo ao carbono 2. De acordo com
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Czochanska et al (1979) e Cai et al. (1991), os epimeros, catequina e epicatequina, podem ser

seguramente diferenciados por esta analise.
Assim, de acordo com as interpretagdes realizadas e de acordo com a literatura

analisada (USHIROBIRA, 2003), a substéncia II trata-se, seguramente, de epicatequina.

Tabela 19 — Dados de RMN 'H da substancia II (epicatequina) em CDCl; e acetona-ds (300

MHz).
P
Hidrogénio d Literatura 5 (ppm) em & (ppm) em Multiplicidade J (Hz) (CDCly/acetona —d6)
(ppm) CDCl, acetona-d6
Hdax (C)  2,7-286 2,87 2,84 dd J Hactideq - 127’17/%’7
H4ax-H3 — 4, 5
JH4eq»H4ax: 17,7/1797
Hdeq (C) 2,98 3,09 dd J o 113 = 4.2/4.5
H2 (C) 485 511 5,39 s Jupm=<1/<1
H3 (C) 4,21 5,39 5,52 m JH3-H2 =<1/<1
H6 (A) 5,94 6,57 6,60 d J neng = 2,1/2,1
H8 (A) 6,02 6,67 6,68 d J ugne = 2,1/2,1
H5 (B) 7.20 7.26 d J s = 8,4/9,0
H6'(B)  6,81—7.04 7,27 7,42 dd j Ho s = %‘;//91%
H6’-H2" — 1, 5
H2'(B) 7.36 743 d J e = 1L,8/1,8

*Foo et al. (2000)
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5.6.3 Substancia III - galocatequina

A fragdo 12 apds separacdo por CCCAV forneceu cinco subfracdes, das quais a fracao
12.4 (31,0 mg), na CCD apresentou-se como uma mancha de coloracdo azul intenso apos
revelacio com FeCl;, com Rf=0,82. Isso forneceu indicios caracteristicos de taninos
condensados. A fragao 12.4 foi derivatizada por acetilacdo, e apds cromatografada em CCDP,
obteve-se a subfracdo 12.4.3 com Rf=0,48 que apresentou quantidade suficiente para analises
espectroscopicas, resultando no isolamento da substancia III (Fluxograma 4).

No espectro de massas foi possivel observar o pico do ion pseudo-molecular
[M+Na']" em m/z 329 (100%) ¢ em [M+H']" o ion molecular em m/z 307,1 (51%). Esses
dados estdo de acordo com a literatura (MELLO, 1995; TOLEDO, 2002).

Na Tabela 20 encontram-se os deslocamentos (8 em ppm) de RMN 'H em CDCl;
(Figura 22) obtidos para a substancia III acetilada comparados com aqueles encontrados na
literatura (MELLO, 1995), sendo caracteristico de monémero de flavan-3-ol peracetilado. E
possivel observar os hidrogénios alifaticos H-4 (axial e equatorial) como 2 duplos dubletos
em d 2, 66 e 8 2,92 ppm respectivamente. A constante de acoplamento entre os hidrogénios
H-2 (C) e H-3 (C) Jy2-n3= 6,3 Hz caracterizou o mondmero como tendo uma configuracao
relativa do tipo 2,3-trans (WEINGES et al., 1969). Pode-se comprovar a triidroxila¢ao do anel
B em C-3’, C-4’ e C-5’ pela presenga de um singleto referente aos deslocamentos de H-2’ e
H-6’, pelo fato de serem quimicamente equivalentes. Tornou-se possivel, pelo espectro COSY
'H/'"H em CDCl; (Figura 23), verificar o acoplamento entre H-3 e H-4, (J= 6,6 Hz),
comprovando a identidade desses hidrogénios. Os sinais em 6 6,60 e 6,66 ppm correspondem
aos hidrogénios H-6(A) e H-8(A), como demonstrado anteriormente nas substancias I e II.
Assim identificou-se a substancia III como sendo galocatequina, de acordo com essa

interpretagdo e os dados da literatura (MELLO, 1995; TOLEDO, 2002).
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FR12
CCCAV
5 Sub-fracdes
I
I I I |
F121 F122 F123 F124
| | | '
I I
ACETILACAO RMN ACETILACAO (C ACETILACAO
CCDp CCDp 7 Sub-fracdes CCDp
4 Sub-fracdes 3 Sub-fragdes
—— | | | |
F12.13 Fl12.14 Substancia 2 F1231aF1232] | F1243daCC F1241 F1242 F1243
ndo separou
Subs. 3 da subs. 4
RMN RMN RMN RMN RMN
Substancia 3 Sush.4 Subs. 3

Fluxograma 4 — Fracionamento quimico a partir da FR 12.

Tabela 20 — Dados de RMN 'H da substancia III (galocatequina) em CDCl; (300 MHz)

Hidrogénio * o Literatura (ppm) o (ppm)  Multiplicidade J (Hz)
JH4ax— Hdeq — 1698
H4ax (C 2,66 2,66 dd d
a ( ) JH4ax- H3 = 696
H4eq (C) 2,92 2,91 dd S ttteq- o = 168
JH4eq-H3 - 571
H2 (C) 5,12 5,12 d JH2_H3:6,3
Jmm =63
H3 (C) 5,19 5,21 ddd J 13- Haeq = 5,1
J 13- Haax = 6,0
H6 (A) 6,60 6,60 d J yens = 2,1
H8 (A) 6,66 6,66 d J usne = 2,1
H2'/H6'(B) 7,12 7,12 s

*Mello (1995)
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Figura 23 — Espectro de COSY 'H/'H da substancia III (CDCls, 300 MHz)

5.6.4 Substancia IV — epigalocatequina

A substancia IV foi isolada em diversas fragdes: 10.4, 11.4, 12.4.2; como pode ser
observado no Fluxograma 4, porém, optou-se por mostrar os dados da subfragao 12.4.2.
A fragdo 12 apos separagdo por CCCAV forneceu cinco subfragdes, das quais a fracao

12.4 (31,0 mg), na CCD apresentou-se como uma mancha de coloracdo azul intenso apds
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revelacio com FeCl;, com Rf=0,82. Isso forneceu indicios caracteristicos de taninos
condensados. Apds, a quantidade de 11,6 mg foi derivatizada por acetilagdo. Assim, a
subfracdo 12.4.2 (1,4 mg) com Rf=0,43 apresentou quantidade minima para andlises
espectroscopicas, resultando no isolamento da substancia IV (Fluxograma 4).

A substincia IV forneceu dados semelhantes aos da substancia III, para valores
proximos de Rf e coloragio em CCD e para o pico do ion pseudo-molecular [M+Na']" (m/z=
305,1 (100%) e em [M+H']" o ions molecular em m/z= 289,1 (62%). Assim foi possivel
confirmar uma substancia de estrutura semelhante a galocatequina (substancia III) ou do tipo
Ci5H1407.

Os deslocamentos referentes a substancia IV encontram-se na Tabela 21 e, na Figura
24, o espectro de RMN 'H em CDCl;. Nao foi possivel visualizar a diferenca entre H-4,4 e H-
4.4, apresentando-se com um multipleto entre 6 2,82 e 3,04 ppm. A constante de acoplamento
H-2(C) e H-3(C) foi muito pequena, inferior a 1 Hz, ndo sendo possivel determina-la. O pico
referente a H-2 apresenta-se como um pseudo singleto ¢ H-3 como um multipleto resultante
do acoplamento com H-4 (equatorial e axial). Segundo Weinges et al. (1969), a pequena
constante de acoplamento entre H-2 e H-3 caracteriza a substdncia com uma configuracao
relativa do tipo 2,3-cis. Os demais deslocamentos se assemelham aqueles obtidos para
substincia III. No espectro COSY 'H-'H (Figura 25) foi possivel verificar o acoplamento
entre H-3 e H-4 (equatorial e axial) que, ap6s comparagdao com dados da literatura (MELLO,
1995; TOLEDO, 2002), confirma a substancia I'V como sendo epigalocatequina.

Outra possibilidade de identificagdo ocorre pela da analise do espectro de RMN °C,
através do deslocamento do sinal correspondente ao C-2 dos epimeros. Na Figura 26,
observam-se os espectros de RMN BC em CDCl; das substancias III e IV. Pode ser
observado que a diferenca entre ambas relaciona-se ao sinal entre & 75,0 e 78,0 ppm para
galocatequina e entre & 77,0 e 79,0 ppm para epigalocatequina, correspondendo ao carbono 2.
De acordo com Czochanska et al (1979) e Cai et al. (1991), os epimeros, galocatequina e

epigalocatequina, podem ser seguramente diferenciados por esta analise.



100

Tabela 21 — Dados de RMN 'H da substancia IV — epigalocatequina em CDCl; (300 MHz).

* 9 Literatura

Hidrogénio (ppm) o0 (ppm) Multiplicidade J (Hz)

Hdax/ 2,82-3,04 2,89 3,04 m

H4eq

H2 (C) 4,75 5,09 S

H3 (C) 4,16 5,38 m

H6 (A) 5,90 6,57 d JH6-H8 = 2,1
HS (A) 5,93 6,67 d J ug-ne = 2,1
H2'/H6’

6,51 7,23 S
B)

*Mello (1995)
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5.6.5 Substancia V - 4’-O-metil-epiafzelequina

A substancia V foi isolada de duas fragdes: 12.1.4, 13.1.4; como pode ser observado
nos Fluxogramas 4 e 3 respectivamente, porém, optou-se por mostrar os dados da fracao
13.1.4.

A fracdo 13 apos separagdo por CCCAV forneceu cinco subfragdes, das quais a 13.1
(47,8 mg), na CCD apresentou-se como uma mancha de coloragdo azul escuro intenso apos
revelacdo com FeCls;, com Rf=0,92 e também mostrando caracteristicas de polifendis. Apos,
cerca de 45 mg foram derivatizados por acetilagdo e limpa por CCDP, fornecendo 4
subfracdes. A fracdo 13.1.4 (2,2 mg) com Rf=0,54 apresentou quantidade suficiente para
analises espectroscopicas, resultando na substancia V (Fluxograma 3).

O espectro de RMN 'H em CDCl; (Figura 27) apresentou similaridades com a
galocatequina (substancia III) (Tabela 22) com duas exce¢des, sendo uma para um sigleto na
regido de 6 3,89 ppm atribuido a trés hidrogénios equivalentes do grupamento metoxila e a
outra relacionada com dois dubletos, sendo um na regido de & 7,12 ppm, atribuido a dois
hidrogénios aromaticos equivalentes nas posi¢des 3’ ¢ 5° e um dubleto na regido de o 7,45
ppm, atribuidos a dois hidrogénios aromaticos também com deslocamentos quimicos
equivalentes nas posi¢des 2’ € 6’, ambos os sinais relacionam-se ao anel B (SILVERSTEIN et
al., 1994). No acido p-hidréxibenzoico os hidrogénios em posi¢do orto ao grupo carboxilico
(Ha/Ha’) tem deslocamento quimico (6) equivalente, da mesma forma que os hidrogénios orto
ao grupo hidroxi (Hb/Hb”). Em anéis benzénicos para-dissubistituidos, Jab e Ja’b’ sdo iguais,
com valor entre 7-10 Hz, aproximadamente, enquanto Ja’b e Jab’ sdo iguais, porém com valor
menor entre 0 ¢ 1 Hz. Como Ha e Ha’ se acoplam de maneira diferente com um outro
hidrogénio especifico, eles ndo sdo magneticamente equivalentes. Conforme os substituintes
para tornam-se mais parecidos um com outro (nas suas propriedades de blindagem) o sistema
tende ao padrdo dubleto tipo AA’ BB’ ou A;B, (SILVERSTEIN et al., 1994). No espectro de
COSY '"H/'H (Figura 28), observam-se as correlagdes entre Ha e Hb. Além disso, observa-se
a correlagdo entre o dubleto em 6 7,45 ppm, referente aos hidrogénios H-2’ ¢ H-6’ ¢ o singleto
em 0 5,12 ppm referente ao H-2 (C), confirmando o estabelecido por Silverstein e
colaboradores (1994), definindo assim, a posi¢ao do sinal referente aos hidrogénios do anel B.

Os hidrogénios heterociclicos exibiram um sistema ABMX caracteristico para o spin

padrao de 2,3-cis flavan-3-ol (J>3< 1,0 Hz) (MELLO et al., 1996a). Pelo espectro COSY
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'H/'H (Figura 28) pode-se verificar o acoplamento entre H-3 ¢ H-4, e H-4.4. A posigdo do
grupamento metoxila no C-4’ foi determinada com base nos resultados de experimentos
HETCOR (HMQC) e HETCOR-LR (HMBC) (espectros ndo inclusos) os quais mostraram
correlagdes entre o C-4’ e os hidrogénios H-2/6’ e os hidrogénios da metoxila (3 3,89 ppm).
Assim, essa substancia foi identificada como sendo 4’-O-metil-epiafzelequina, a qual até o
momento nao foi isolada de nenhuma outra fonte, sendo, portanto, a primeira vez que se

descreve esta substancia.

Tabela 22 — Dados de RMN 'H da substancia V - 4’-O-metil-epiafzelequina, em CDCI3 (300

MHz).
” :
Hidrogénio 0 I(Jll)tlf:;?)tura 0 (ppm) Multiplicidade J (Hz)
OCH3 ou H4 (B) 3,77 3,89 S
H4ax (C) 2,78 2,87 d J oo™ 18
J Héax13= 2,1
JH4eq-H4ax =
H4eq (C) 2,90 3,00 d 17,7
JH4eq—H3: 4:5
H3 (C) 5,15 5,39 m Jmm <1
H2 (C) 5,56 5,12 d Jm-m <1
H6 (A) 5,99 6,57 d J He-us = 2,1
HS (A) 6,19 6,68 d J ug-ne = 2,1
H3’/H5" (B) 7,09 7,12 d Jwzms =9
H2 /H6,(B) 7,43 7,45 d JH2'/H6' =9

*Mello et al., 1999; Ueffing, 1988; Drewes et al., 1992.
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Figura 28 — Espectro de COSY 'H/'H da substéncia V (CDCls, 300 MHz)
5.6.6 Proantocianidinas diméricas

Fletcher e colaboradores (1977) mostraram através de estudos de RMN de
procianidinas peracetiladas que as ligagdes 4—6 ¢ 4—8 encontram-se em duas conformagdes
energéticas protegidas. Como critério de diferenciacdo para o tipo de ligagdo, os autores

utilizaram a relacdo dos sinais dos rotameros. A ordem de grandeza das substincias com
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ligagdes tipo 4—6 ¢ na proporgao de 1:1, enquanto que das substancias com ligacdes do tipo
4—8 existe uma conformacao de rotdmeros dominante. A duplicidade dos sinais depende da
rigorosidade da temperatura de medida e do tipo de solvente empregado (OUTTRUP;
SCHAUMBURG, 1981).

Outra forma de avaliar o tipo de ligacdo entre as unidades superior e inferior, foi
relacionada por Hemingway e colaboradores (1982). Os autores correlacionaram os pares de
procianidinas peracetiladas (B;/B7 e B,/Bs) do sistema de spins AB dos hidrogénios do anel A
das substancias com ligagdes (4—6) como estando em campos mais baixos (desprotegido)
(0 6,7 ppm), enquanto os sinais da liga¢do analoga (4—8) em campos mais altos (6 6,1 ppm).
Entretanto esse critério de diferenciacdo, somente ¢ valido para substdncias com uma
configuracao 4R (Kolodziej, 1992). Adicionalmente, o hidrogénio H-2 de substincias com
ligacdo 4—8 apresentam-se com deslocamentos entre & 4,37 e¢ 5,01 ppm, enquanto
substancias ligadas 4—6, entre § 5,04 e 5,35 ppm (HOR et al., 1995).

Apesar de todos os indicios fornecidos pela interpretagio do espectro de RMN 'H, até
a configuragdo absoluta deixa-se “transparecer” através do C-4 (C) da ligagdo entre as
unidades de interflavanois, quando a unidade superior for do tipo catequina (2R, 2S5). Isso ¢
devido a essa substancia ter uma constante de acoplamento grande, pois fornece uma ordem
pseudoequatorial. No entanto, quando a unidade superior for epicatequina, o C-4 (C)
apresentara sempre uma constante de acoplamento pequena e ndo podera, nesse caso, se
afirmar a configuracdo absoluta, pois esse composto possibilita tanto uma configuracdo 4R
(posi¢ao diequatorial do hidrogénio) como 4S (acoplamento axial-equatorial) (PETEREIT,
1992). O método apropriado para determinar a configuragdo absoluta de C-4 ¢ através do
dicroismo circular (CD). Thompson e colaboradores (1972) indicaram a medida em CD de
procianidinas diméricas significativamente pelo efeito “cotton” em 275 nm. Procianidinas
diméricas com configuragdo 45, mostram-se através de um efeito negativo, enquanto que
substincias 4R, uma curva espelhada (efeito positivo). E possivel, ainda, utilizar outro
comprimento de onda para fazer a diferenciacdo, como na regido entre 220-240 nm (MELLO

et al., 1996a, 1996b).
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5.6.6.1 Substancia VI - epiafzelequina-(4f—8)-epicatequina

Com a fragdo 14 (1156,5 mg) empregou-se a CCCAV fornecendo cinco subfragdes
(Fuxograma 5). A subfracdo 14.2 (198,1 mg) mostrou-se visivelmente pura em CCD com
valor de Rf=0,87 e com coloracao azul escura intensa com solugao etanolica a 1 % de FeCls.

O espectro de RMN 'H em CDCl; (Figura 29) da substincia VI acetilada, apos
purificagdo em CCDP, e através da analise das correlagdes obtidas no espectro de COSY
'H/'H da substancia VI (Figura 30), forneceu os dados que se encontram na Tabela 23.

O espectro de RMN 'H da substancia VI mostra um sistema AMX e dois sistemas
ABMX na regido heterociclica atribuidos aos anéis C e F, respectivamente. Um sistema
ABMX mostrou sinais em 6 5,60, 5,19 e 4,44 ppm com constante de acoplamento inferior a
1,0 Hz para os trés sinais, referentes aos hidrogénios H-2, H-3 e H-4, respectivamente,
sugerindo uma configuracao relativa do tipo 2,3-cis-3,4-cis para o anel C. O outro sistema
ABMX do anel F compreende um singleto largo em 6 4,57 ppm para H-2 e um multipleto em
0 5,17 ppm para H-3. A configura¢do 2,3-cis ¢ confirmada pela constante de acoplamento
entre estes dois hidrogénios com valor inferior a 1,0 Hz. Dois duplos dubletos distintos podem
ser verificados em & 2,87 e 2,91 ppm com constante de acoplamento de 18 Hz, tipico para H-
4ax e H-4eq, respectivamente, justificando o resto do sistema do anel heterociclico F. Assim,
pode-se determinar a configuracao relativa do tipo 3,4-cis, para a unidade inferior. O espectro
de RMN 'H mostra, ainda, na regido aromatica dois dubletos caracteristicos de um sistema do
tipo A,B, referentes a quatro hidrogénios correspondendo ao anel B, em 6 7,14 ppm [H-3" ¢
H-5’]1 e & 7,42 ppm [H-2’ e H-6’], com constante de acoplamento de 8,7 Hz para ambos. O
sistema AMX, referente aos hidrogénios do anel E, podem ser visualizados entre 6 6,90 e 7,40
ppm. A posicdo dos hidrogénios H-6 (A) e H-8 (A) em & 6,00 ppm e o 6,22 ppm,
respectivamente, indica, provavelmente, uma ligacdo (4f—8) conforme as observagdes de
Hemingway e colaboradores (1982), Kolodziej (1986), Danne (1994) e Mello (1995). De
outra forma, a posicdo de ressonancia do hidrogénio H-2 (F) em & 4,57 ppm sugere uma
ligacdo (4p—8) (Kolodziej, 1992). Além destes dados, observa-se em todo o espectro de
RMN 'H uma dominancia de rotAmeros, notadamente em & 5,23, 5,34 e 5,39 ppm, entre
outros, caracteristico de ligacao do tipo (4—8) (OUTTRUP; SCHAUMBURG, 1981). Esses
dados sdo parcialmente confirmados pelos valores encontrados por Balde e colaborades

(1995) e Malan e colaboradores (1996).
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O espectro de massas forneceu dois picos. O pico do ion pseudo-molecular [M+Na']"
em m/z 601 assemelha-se ao da procianidina B2. No entanto, verifica-se outro pico molecular
[M+Na']'= 585 que pode corresponder ao pico molecular da substincia VI. Em comparagio
com a literatura (Galina, 2003), confirma-se a substancia VI como sendo epiafzelequina-

(4p—8)-epicatequina.

| FR 14

CCCAV
Secao n?
5 Sub-fragdes

| F 14.1 | | F14.2 | | F 14.3 | | F 14.4 |

ACETILACAO RMN RMN ACETILACAO
Secao n? Secao n?

CCDP Secao n? CCDP Secao n?

3 Sub-fragdes 3 Sub-fragdes
F 14.1.1 | Subs. 8 | |F 14.4.1 | |F 14.4.2|
RMN RMN RMN
Subs. 9 Subs. 7

Fluxograma 5 — Fracionamento quimico a partir da FR 14

Tabela 23 — Dados de RMN 'H da substancia VI (epiafzelequina-(4f—8)—epicatequina) em
CDCl; (500 MHz).

* o Literatura

Hidrogénio (ppm) o (ppm) Multiplicidade J (Hz)
H4 (F) 2X280-3,05 2X2,.87-291 m
H4 (O) 4,44 4,4 d
H2 (F) 4,54 4,57 s
H3 (F) 5,11 5,17 m
H3 (C) 5,15 5,19 m
H2 (O) 5,59 5,60 s
H6 (A) 5,99 6,00 d J ne-ng = 2,1
H8 (A) 6,23 6,22 d J ng-ne = 2,1
Hé6 (D) 6,66 6,62 s
H2'/HS5'/H6'(E) 6,76 — 7,50 6,90 — 7,40 m
H2’/H6’(B) 7,46 7,42 d JH2’/H6’ = 8,7
H3 ’/HS' (B) 7,09 7,14 d JH3'/H5' = 8,7

*Drewes et al. (1992.); Galina (2003)
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Figura 30 — Espectro de COSY 'H/'H da substéncia VI (CDCls, 500 MHz)
5.6.6.2 Substancia VII - epicatequina-(4p—8)-catequina ou PB1

A substancia VII foi isolada de duas fragdes: 13.4, 14.4.2; como pode ser observado
nos Fluxogramas 3 e 5, porém, optou-se por mostrar os dados da subfragdo 14.4.2.

Com a fragdo 14 (1156,5 mg) empregou-se a CCCAV fornecendo cinco subfragdes
(Fluxograma 5). A subfracdo 14.4 (41,0 mg) mostrou-se em CCD com valor de Rf=0,72 ¢
com coloragdo azul intensa com FeCls, foi acetilada e obteve-se a subfracdo 14.4.2 (4,8 mg)
que mostrou-se pura em CCDP com valor de Rf=0,32 e com coloragdo azul escura intensa
com solugdo de FeCl; a 1 % em etanol.

O espectro de RMN 'H em CDCl; (Figura 31) da substancia VII acetilada, apds

purificagdo em CCDP, forneceu os dados que se encontram na Tabela 24.
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O espectro de RMN 'H da substincia VII (Figura 31) mostra dois sistemas AMX
(anéis B e E) e ABMX na regido heterociclica atribuidos aos anéis C e F, respectivamente. Os
dois sistemas AMX mostraram sinais entre 6 6,87 ¢ 7,30 ppm com diferentes constante de
acoplamento e os sinais referem-se aos hidrogénios dos anéis B e E. O sistema ABMX do
anel F compreende um duplo duplo dubleto em 6 5,05 ppm para H-3 e um dubleto em & 4,33
ppm para H-2. A configuragdo 2,3-trans ¢ confirmada pela constante de acoplamento entre
estes dois hidrogénios com valor de 9,9 Hz. Dois duplos dubletos distintos podem ser
verificados em 9 2,56 e 3,21 ppm com constante de acoplamento de 16,8 Hz tipico para H-4ax
e H-4eq, respectivamente, justificando o restante do sistema do anel heterociclico F. Assim,
pode-se determinar a configuragdo relativa do tipo 3,4-trans para a unidade inferior. O outro
sistema ABMX, relativo ao anel C (unidade superior), demonstrou dois sinais em & 5,45 ¢
5,15 ppm referentes aos hidrogénios H-2 e H-3 como singletos largos. O sinal referente ao H-
4 (C) apresenta-se como um singleto largo em & 4,42 ppm. O espectro de RMN 'H mostra na
regido aromatica a posi¢ao dos hidrogénios H-6 (A), H-8 (A) e H-6 (D) em & 5,99, 6 6,29 ¢
6,68 ppm, respectivamente, indicando, provavelmente, uma ligacdo (43—8) conforme as
observagdes de Hemingway e colaboradores (1982), Kolodziej (1986), Danne (1994) e Mello
(1995). De outra forma, a posicdo de ressondncia do hidrogénio H-2 (F) em 6 4,33 ppm
sugere uma ligacao (4B—8) (Kolodziej, 1992). Além destes dados, observa-se em todo o
espectro de RMN 'H uma dominancia de rotdmeros, notadamente em & 5,21 e 5,35 ppm
referente aos sinais dos hidrogénios dos anéis heterociclicos, entre outros, caracteristico de
ligacdo do tipo (4—8) (OUTTRUP; SCHAUMBURG, 1981). As correlagdes dos hidrogénios
foram observadas no espectro de '"H/'H COSY em CDClI; (Figura 32).

Foram realizadas para a substincia VII, as andlises de *C RMN em CDCI; (1D),
HSQC e HMBC (espectros nao mostrados).

Esses dados sdo confirmados pelos valores encontrados por Fletcher e colaboradores
(1977), Ueffing (1988), Kolodziej (1986) e Petereit e colaboradores (1991). Em comparagao
com a literatura, confirma-se a substiancia VII como sendo epicatequina-(4—8)-catequina,
ou também denominada de procianidina B1 (PB1). Esta substancia ja foi isolada de diversas

fontes naturais, entretanto esta € a primeira vez que € descrita para o género Guazuma.
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Tabela 24 — Dados de RMN 1H da substancia VII, epicatequina-(4p—8)-catequina (CDCls;

500 MHz).
* o Literatura
Hidrogénio 0 m) Multiplicidade J (Hz
g (ppm) (ppm) p (Hz)
H4ax (F) 2’55 2,56 dd JH4ax—H4eq f 16,8
JH4aX-H3 — 9;3
H4eq (F) J Haeq-Haax = 16,8
3,17 3,21 dd 4 ’
’ ’ J Haeq 13 = 6,6
H4 (C) 4,43 4,42 S
H2 (F) 4,33 4,33 d JHz_ H3 = 9,9
Jm3m2=9,9
H3 (F) 5,04 5,05 ddd JH3—H4aX =9,3
JH3-H4eq = 676
H3 (C) 5,12 5,15 m
H2 (C) 5,46 5,45 S
H6 (A) 5,99 5,99 d J He-ns = 2,1
HS (A) 6,27 6,29 d J ugne = 2,1
H6 (D) 6,68 6,68 S
H5’ (B) 6,80 — 7,30 7,16 d J us-He = 8,4
H6’ (B)  680-730  7.25 dd S5 = 8.4
J ne-m= 1,8
H2’ (B) 6,80 — 7,30 6,88 d Jne = 1,8
H5’ (E) 6,80 — 7,30 6,95 d J 1s5°-16=8,4
H6’ (E) 6,80 — 7,30 7,09 dd J He™Hs™ 84
Jue-n2=1,8
H2’ (E) 6,80 — 7,30 6,92 d J e = 1,8

*Ueffing (2000)
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Figura 32 — Espectro de COSY 'H/'H da substancia VII (CDCls, 300 MHz)
5.6.6.3 Substancia VIII - epicatequina-(4—8)-epicatequina ou PB2

A susbtancia VIII foi isolada de duas fragdes: 13.3 e 14.3; como pode ser observado
nos Fluxogramas 3 e 5, porém, optou-se por mostrar os dados da fragao 14.3.
Com a fragdo 14 (1156,5 mg) empregou-se a CCCAV fornecendo cinco fragdes

(Fluxograma 5). A subfragcdo 14.3 (711,2 mg) mostrou-se visivelmente pura em CCD com
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valor de Rf=0,75 ¢ com coloragdo azul escura intensa em revelacdo com solu¢ao de FeCl; a
1% em etanol.

O espectro de RMN 'H em CDCl; (Figura 33) da substincia VIII acetilada, apos
purificagdo em CCDP, forneceu os dados que se encontram na Tabela 25.

O espectro de RMN "H em CDCI; da substancia VIII mostra dois sistemas AMX
(anéis B e E) e ABMX na regido heterociclica atribuidos aos anéis C e F, respectivamente. Os
dois sistemas AMX mostraram sinais entre 0 6,87 ¢ 7,37 ppm com diferentes constantes de
acoplamento e os sinais referem-se aos hidrogénios dos anéis B e E (H-2’, H-5’e H-6"). O
sistema ABMX do anel F compreende um multipleto em o 5,10 ppm para H-3 e um singleto
largo em 6 4,54 ppm para H-2. A configuracdo 2,3-cis ¢ confirmada pela constante de
acoplamento entre estes dois hidrogénios com valor inferior a 1,0 Hz. Nao foi possivel a
diferenciacdo entre H-4,, e H-4.,, apresentando-se com um multipleto entre 6 2,85 — 2,93
ppm. Assim, pode-se determinar a configuracao relativa do tipo 3,4-cis para a unidade
inferior. O outro sistema ABMX, relativo ao anel C (unidade superior), demonstrou dois
sinais em & 5,58 e 5,17 ppm referentes aos hidrogénios H-2 ¢ H-3 como singletos largos. O
sinal referente ao H-4 (C) apresenta-se como um singleto largo em o 4,46 ppm. Desta forma ¢
possivel estabelecer a configuracao relativa do anel heterociclio C como sendo do tipo 2,3-
cis-3,4-cis. O espectro de RMN 'H mostra na regido aromatica a posigdo dos hidrogénios H-6
(A), H-8 (A) e H-6 (D) em 6 5,99, 6,23e & 6,65 ppm, respectivamente, indicando,
provavelmente, uma ligacdo (4f—8) conforme as observagdes de Hemingway e
colaboradores (1982), Kolodziej (1986), Danne (1994) e Mello (1995). Somando-se a isto, a
posicdo de ressonancia do hidrogénio H-2 (F) em 6 4,54 ppm sugere uma ligagdo (4p—8)
(Kolodziej, 1992). Além destes dados, observa-se em todo o espectro de RMN 'H uma
dominancia de rotdmeros, notadamente em 6 5,23 e 5,38 ppm referente aos sinais dos
hidrogénios dos anéis heterociclicos, entre outros, caracteristico de ligacdo do tipo (4—8)
(OUTTRUP; SCHAUMBURG, 1981).

Esses dados sdo confirmados pelos valores encontrados por Fletcher e colaboradores
(1977), Kolodziej (1986), Ueffing (1988) e Galina (2003). As correlagdes dos hidrogénios
foram observadas no espectro de 'H/'H COSY em CDCI; (Figura 34). Foi realizada, ainda,
para a substancia VIII, a analise de HSQC (espectro nao mostrado).

O espectro de massas forneceu o ion pseudo-molecular [M+H']" em m/z 601 concorda

com substancia dimérica do tipo catequina/epicatequina. Em comparacdo com a literatura,
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confirma-se a substancia VIII como sendo epicatequina-(4—8)-epicatequina, ou também

denominada de procianidina B2 (PB2).

Tabela 25 — Dados de RMN 'H da substéncia VIII, epicatequina-(4p—8)-epicatequina ou
PB2, em CDCl; (500 MHz)

* o Literatura

Hidrogénio (ppm) o (ppm) Multiplicidade J (Hz)

H4 (F) 2X290-295 2X2,79-2097 m

H4 (C) 4,47 4,42 S

H2 (F) 4,54 4,51 S

H3 (F) 5,09 5,07 m

H3 (C) 5,15 5,13 m

H2 (C) 5,56 5,54 S

H6 (A) 5,99 5,95 d Jne-ns= 1,5

H8 (A) 6,19 6,19 d J usne= 1,5

H6 (D) 6,63 6,62 S

H6’ (E) 6X6,90—7,41 6,85 dd J He™-H2™ 2,0
J ne'ns= 8,5

H2’(E) 6X6,90-741 6,98 d J w2ne= 2,0

H5’(E) 6X6,90-741 6,99 d J usne= 8,5

H5’ (B) 6 X 6,90 — 7,41 7,14 d JHS’-H6’= 8,5

H6' (B)  6X 6,90 7,41 724 dd 2= 2,0
J ne-ns= 8,5

H2’(B) 6X6,90-741 7,32 d J w2ne= 2,0

*Ueffing (1988)
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Figura 34 — Espectro de COSY 'H/'H da substancia VIII (CDCls;, 500 MHz)

5.6.6.4 Substancia IX - epicatequina-(4/—8)-epigalocatequina

Com a fra¢do 14 (1156,5 mg) empregou-se a CCCAV fornecendo cinco subfragdes
(Fluxograma 5). A subfracdo 14.4 (41,0 mg) mostrou-se em CCD com valor de Rf=0,72 e
com coloragdo azul intensa com solugdo a 1 % de FeCl; em ctanol. Esta foi acetilada e
obteve-se a subfracao 14.4.1 (4,9 mg) que mostrou-se pura em CCDP com valor de Rf=0,22 e
com colora¢do azul escura intensa com solu¢ao a 1 % de FeCl; em etanol.

O espectro de RMN '"Hem CDCl; e em acetona-ds (Figuras 35 e 36, respectivamente)
da substancia IX acetilada, ap6s purificagdo em CCDP, forneceu os dados que se encontram

na Tabela 26.
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O espectro de RMN 'H em CDCl; (Figura 35) da substincia IX mostra com alguma
interferéncia do solvente no sistema AMX na regido aromadtica que foi solucionado com a
troca de solvente para acetona-ds (Figura 36). A regido heterociclica apresenta dois sistemas
ABMX atribuidos aos anéis C e F, respectivamente nos dois solventes. Na Figura 35 (CDCl;)
o sistema AMX mostrou sinais entre & 7,15 e 7,37 ppm. Os sinais referentes aos hidrogénios
do anel B (H-2’, & 7,36 ppm, d, J=1,8 Hz; H-5", & 7,17 ppm, d, J=8,4 Hz; H-6’, 7,26 ppm,
dd, parcialmente coberto pelo solvente, 6 J=2,1 e 13,5 Hz) confirmam a diidroxilacao do anel
B. Ja o singleto em 6 6,89 ppm, corresponde aos hidrogénios H-2’ e H-6" do anel E,
confirmando a triidroxilagdo deste anel. A outra forma de confirma¢do da hidroxilagdo dos
anéis pode ser observado pelo espectro de COSY 'H/'H em CDCl; (Figura 37) e acetona
(Figura 38), pela correlacao entre o sinal em 6 6,89 ppm (H-2’e H-6") e o sinal de H-2 (F) em
0 4,51 ppm e, a correlacdo dos sinais em 6 7,36 € 7,26 [H-2’ ¢ H-6’ (B)] e o sinal em & 5,57
ppm [H-2 (C)]. O sistema ABMX do anel F compreende um multipleto em & 5,10 ppm para
H-3 e um singleto em 6 4,51 ppm para H-2. A configuragdo 2,3-cis ¢ confirmada pela
constante de acoplamento entre estes dois hidrogénios com valor inferior a 1,0 Hz. Um sinal
em 6 2,90 ppm como um dubleto (pseudo-dubleto, ja que deveria ser um duplo duplo dubleto)
corresponde aos dois hidrogénios H-4, justificando o restante do sistema do anel heterociclico
F. Assim, pode-se determinar a configuragao relativa do tipo 3,4-cis para a unidade inferior. O
outro sistema ABMX, relativo ao anel C (unidade superior), demonstrou dois sinais em o 5,57
e 5,14 ppm referentes aos hidrogénios H-2 e H-3 como singleto e multipleto, respectivamente.
O sinal referente ao H-4 (C) apresenta-se como um dubleto em 6 4,47 ppm. Desta forma ¢
possivel estabelecer a configuracdo relativa do anel heterociclio C como sendo do tipo 2,3-
cis-3,4-cis. O espectro de RMN 'H em acetona-ds (Figura 36) mostra na regido aromatica a
posi¢ao dos hidrogénios H-6 (A), H-8 (A) e H-6 (D) em o 6,06, 6,25 ¢ 6,65 ppm,
respectivamente, indicando, provavelmente, uma ligacao (43—8) conforme as observagdes de
Hemingway e colaboradores (1982), Kolodziej (1986), Danne (1994) e Mello (1995). A
posi¢do de ressonancia do hidrogénio H-2 (F) em 6 4,51 ppm sugere, ainda, uma ligagao
(4p—8) (Kolodziej, 1992). Além destes dados, observa-se em todo o espectro de RMN 'H
uma dominancia de rotdmeros, notadamente em o 2,95 e 5,50 ppm referente aos sinais dos
hidrogénios dos anéis heterociclicos, entre outros, caracteristico de ligacdo do tipo (4—8)
(OUTTRUP; SCHAUMBURG, 1981).

Esses dados sdo confirmados pelos valores encontrados por Fletcher e colaboradores

(1977) e Kolodziej (1986). Em comparagdo com a literatura, confirma-se a substancia IX
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como sendo epicatequina-(4f—8)-epigalocatequina. Esta substincia ja foi isolada de
diversas fontes naturais; entretanto esta ¢ a primeira vez que ¢ descrita para o género

Guazuma.

Tabela 26 — Dados de RMN 'H da substancia IX, epicatequina—(4p—8)-epigalocatequina,
em CDCl; (300 MHz).

* 9 Literatura

Hidrogénio (ppm) o0 (ppm) Multiplicidade J (Hz)
H4(F) 2X290-295 290 m
H4 (C) 447 447 m
H2 (F) 4,54 451 S
H3 (F) 5,09 5,10 m
H3 (C) 5,15 5,14 m
H2 (C) 5,56 5,57 s
H6 (A) 5,99 6,06 d J nens = 2,4
HS (A) 6,19 6,25 d J s ue = 2,4
H6 (D) 6,63 6,65 S
H2’ (B) 6,77 — 7,41 7,36 d Jizne = 1,8
H5’ (B) 6,77 - 7,41 7,17 d Jus-ne = 8,4
H6' (B)  677-741 1725 dd Jigs = 8,4
Juemp= 1,8
H2’/H6' (E)  6,77-7/41 6,89 S

* Foo et al. (2000); Mello (1995).
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Figura 37 — Espectro de COSY "H/'H da substancia IX (CDCls, 300 MHz)
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Figura 38 — Espectro de COSY 'H/'H da substancia IX (acetona-ds, 300 MHz)
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5.7 Ensaios antioxidantes

Flavonoides e outros polifenodis encontrados em plantas, como os acidos fenolicos,
taninos, lignanas e ligninas, sdo comuns em folhas, tecidos florais, e partes lenhosas tais como
caules, cascas, e raizes de plantas. Esses polifendis tém atividade antioxidante principalmente

devido as suas propriedades redox, permitindo-os atuarem como agentes redutores ou
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doadores de atomos de hidrogénio. Consequentemente funcionam como sequestradores de

radicais livres e interrompedores de cadeia (AMAROWICZ et al.; 2004).

5.7.1 Método do fosfomolibdénio

O método do fosfomolibdénio ¢ utilizado para avaliar a capacidade antioxidante. Esse
método baseia-se na redu¢do do Mo(IV) ao Mo(V) pelo agente antioxidante pesquisado ¢ a
subsequente formagao de um complexo verde fosfato/Mo(V) em pH &cido.

Com este método ¢ possivel utilizar padrdes lipossoluveis (a-tocoferol) e
hidrossoltveis (acido ascorbico). Quanto mais redutor for o agente antioxidante testado, maior
a absorvancia da amostra e mais evidente ¢ a coloracdo verde do complexo que ¢ lido no
espectrofotometro em A especifico (PRIETO et al., 1999).

A avaliagdo da reducdo do complexo fosfomolibdénio ¢ considerada simples, de baixo
custo e ¢ utilizada para comparar a capacidade antioxidante de uma série de extratos
(HIRATA; 2004).

Foram realizadas baterias de analise, como as da Figura 39, para os lotes de inverno e
de verdo com: extrato bruto de mutamba, fase acetato de etila, fase aquosa, na concentragao

de 200 pg/ml em metanol, sempre em triplicata.

Figura 39 — Capacidade antioxidante realizada pelo método do fosfomolibdénio.
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Valores de CAR realizados pelo método do fosfomolibdénio EBMI (0,4890),
FAEI (0,6292), FAQI (0,4539), EBMV (0,4434), FAEV (0,5089), FAQV
(0,4026). Os valores representam a média de 3 determinacdes e os valores de

dp e CV% foram omitidos; porque esses dados serdo repetidos.

Figura 40 — Comparacao entre valores de CAR realizados pelo método do fosfomolibdénio.

A Figura 40 mostra os valores encontrados para a capacidade antioxidante de diversas
amostras em relacdo a vitamina C (200 pg/ml), susbtancia reconhecida pelo seu poder
antioxidante e que assume o valor da unidade (100% de atividade) nesse tipo de ensaio
(HIRATA, 2004). Observou-se nas amostras que seus valores foram menores e que todos
apresentaram diferengas significativas em relagdo ao padrao, com p < 0,001. Porém, esses
valores foram maiores que os encontrados por Hirata (2004) para a rutina (CAR=O0,3),
flavondide abundante em frutas e vegetais. Dentre as amostras avaliadas, a que apresentou
maior potencial para reduzir o complexo fosfomolibdénio foi a fase acetato de etila inverno

com CAR 0,6292.

5.7.2 Método do radical DPPH*®

O DPPH® ¢ um radical organico relativamente estavel e que tem sido muito utilizado
na determinagdo da atividade antioxidante de compostos especificos bem como de diversos

extratos de plantas (BRAND-WILLLIAMS et al., 1995; KULISIC et al., 2004).
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O método ¢é baseado na reducio de solugdes alcoodlicas de DPPH® na presenca de um
antioxidante doador de hidrogénio. Solu¢des de DPPH® mostram forte absorvancia em 517
nm, com coloracdo violeta (roxa). A aborvancia desaparece e a descoloracdo resultante ¢
estequiométrica (proporcional) em relagdo ao grau de reducdo. O restante de DPPH® (que nédo
foi reduzido; ¢ que foi medido apds determinado tempo) corresponde inversamente a
atividade sequestrante do radical exercida pelo antioxidante testado (KULISIC et al., 2004).

Por ser um método realizado a temperatura ambiente, elimina-se o risco de degradagao
térmica das moléculas testadas (BONDET et al., 1997). Os resultados foram expressos como
valores de IC50, e que representam a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir em
50% a concentragdo inicial d¢ DPPH® (ANTOLOVICH et al.; 2002).

Foram realizadas baterias de andlise como as da Figura 41 para os lotes de inverno e
de verdo com: extrato bruto de mutamba, fase acetato de etila, fase aquosa; nas concentragdes

de 1,25; 2,5; 5; 10; e 20 pg/ml em metanol.

Figura 41 — Capacidade antioxidante da vitamina C pelo método do DPPH*

Paralelamente a realizagdo da capacidade antioxidante (Figuras 40 e 42) da mutamba,
fez-se o teor de taninos totais (Tabela 27), com o intento de verificar se existe uma relagao

direta entre ambos.
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ICso (1g/ml)
[$)]

4r o
o

EBMI FAEI FAQI EBMV FAEV FAQV Vit. C

Valores de ICs realizados pelo método do DPPH® apresentados pela vitamina
C (7,18 pg/ml £+ 0,26; cv%= 3,56), EBMI (8,043 pg/ml + 0,218; cv%=2,71),
FAEI (3,409 pg/ml £+ 0,165; cv%= 4,84), FAQI (7,087 pg/ml £+ 0,000118;
cv%=1,58), EBMV (8,94 ug/ml + 0,129; cv%= 1,45), FAEV (3,227 pg/ml +
0,180; cv%= 3,23), FAQV (7,589 pg/ml + 0,105; cv%= 1,38). * auséncia de
diferenca significativa entre FAQV e Vit C; ** auséncia de diferenca

significativa entre FAEI e FAEV.

Figura 42 — Comparacao entre valores de ICsy (ug/ml) realizados pelo método do DPPH".

Tabela 27 — Teor de taninos totais %

Analise g (%) £ dp (CV%)
DI 4,9823 £0,1586 (3,18)
EBMI 45,4436 +0,7123 (1,57)
FAEI 40,2433 +0,5787 (1,44)
FAQI 48,0489 +0,9677 (2,01)
DV 4,8057 £0,1029 (2,14)
EBMV 44,598 +2,1192 (4,75)
FAEV 37,3079 £ 1,3263 (3,56)
FAQV 48,8641 = 1,1771 (2,40)

DI= droga inverno; EBMI= extrato bruto inverno;
FAEI= fase acetato de etila inverno; FAQI= fase
aquosa inverno; DV= droga verdo; EBMV= extrato
bruto verdo; FAEV fase acetato de etila verdo;

FAQV= fase aquosa verao.

O baixo teor de taninos apresentado pelo extrato bruto (inverno e verdo) refletiu-se na

avaliagdo antioxidante com um alto valor de ICsy. Isso representa uma capacidade
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antioxidante inferior quando comparada aos valores apresentados para a fase acetato de etila
(inverno e verdo), cujos valores de ICsy foram os menores encontrados. Somado a isso,
observou-se que a fase acetato de etila tanto do lote inverno como do lote verdo apresentaram
valores de ICsy inferiores aos da vitamina C (padrdo). No entanto, a tabela 27 apresenta os
valores de taninos totais e pode-se observar que este teor na fase acetato de etila é superior ao
extrato bruto e fragdo aquosa. Nesta relagdo deve-se levar em conta o percentual destas
fragdes, como pode se observar no Fluxograma 2 (p. 80). Em apenas 12% da frac¢do acetato de
etila tem-se 37,31% em taninos totais, enquanto que tanto para a fragdo aquosa como para o
extrato bruto, apesar de nominalmente apresentar um teor superior em taninos totais, a relagao
no entanto € inferior em cerca de 3 vezes.

De modo geral, com relagdo a técnica de DPPH®, todos os resultados obtidos para
Guazuma ulmifolia, apresentaram alta capacidade antioxidante quando comparados com
valores obtidos de outras espécies, como é o caso da Bauhinia microstachya (escada de
macaco) (ICso = 5,50 pg/ml), Jacaranda micrantha (caroba) (ICso = 46,29 png/ml), Picrasma
crenata (pau-tenente) (ICso = 136,70 pg/ml), dentre outras (MENEZES et al., 2004).
Entretanto deve-se ressaltar que nesse estudo os autores utilizaram extratos aquosos a 5 %
para a realizagdo da técnica de DPPH®, portanto a comparagio realizada teve por objetivo a
comparacao de valores e ndo de efetividade das plantas mencionadas.

Mediante a avaliacdo das duas técnicas realizadas, pode-se observar que ha uma
variagdo no potencial antioxidante entre as amostras obtidas através dos dois processos. Por
essa razdo ¢ que a literatura recomenda a realizacdo de vdrias técnicas com principios
diferentes para que se possa também tentar descobrir em qual classe de antioxidante se

enquadra a amostra a ser testada (FRANKEL et al., 2000).

5.8 Desenvolvimento de forma farmacéutica

Para o desenvolvimento de extratos que serviram de base para a obtengdo de extratos
secos ¢ posteriormente da logdo; foi escolhido o lote da coleta de inverno, devido ao maior
conteudo de taninos apresentado (Tabela 27). As formulas adaptadas da literatura

(TAKAHASHI et al., 1998, 1999a, 1999b, 2001) aparecem a seguir.



FORMULAS:

LOCAO EBM:

EBM (ativo)

PROPILENOGLICOL (umectante*)

ETANOL 70% (solvente, antimicrobiano, boa absor¢do na pele*)
METABISSULFITO DE SODIO (antioxidante*)

EDTA (quelante*)

METILPARABENO (NIPAGIN M) (antifungico*)

CITRATO DE SODIO (corretor de pH*)

AGUA PURIFICADA

LOCAO CONTROLE:

PROPILENOGLICOL (umectante*)

ETANOL 70% (solvente, antimicrobiano, boa absor¢do na pele*)
METABISSULFITO DE SODIO (antioxidante*)

EDTA (quelante*)

METILPARABENO (NIPAGIN M) (antifungico*)

CITRATO DE SODIO (corretor de pH*)

AGUA PURIFICADA

*Segundo (KIBBE; 2000).

5.9 Estudo do crescimento de pélos
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3% plp

18 % p/v

70 % p/v
0,3 % p/p
0,1 % p/p
0,2 % p/p
0,1 % p/p
g.s.p.100 ml

18 % p/v
70 % p/v
0,3 % p/p
0,1 % p/p
0,2 % p/p
0,1 % p/p
g.s.p.100 ml

A procianidina B2 (PB2) foi extraida das cascas de mutamba utilizando-se 3% na

logdo capilar, foi aplicado aproximadamente 0,0812 mg PB2/dia, considerando-se a aplicagdo

de cerca de 350 pL de log¢ao/dia em cada rato. O estudo duplo cego foi realizado com cinco

animais para cada grupo de tratamento (7, 10, 13 dias).

Os resultados demonstraram que a aplicacdo de uma log¢do capilar contendo 3% de

extrato bruto de Guazuma ulmifolia, ndo estimulou a atividade proliferativa dos queratindcitos

de foliculos pilosos de ratos apos 7, 10 e 13 dias de aplicagdo (Figura 43). Observou-se

também, através da analise morfométrica, que apds 13 dias de tratamento a largura dos

foliculos dos animais tratados com mutamba foi significativamente menor do que nos

controles (Figura 44).
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Figura 43 — Proliferacdo celular em foliculos pilosos
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Figura 44 — Analise morfométrica dos foliculos pilosos

Takahashi e colaboradores (1998) isolaram e identificaram as proantocianidinas a
partir de sementes de uva, e pela primeira vez atribuiram a estas moléculas a atividade
proliferativa nos foliculos pilosos.

Posteriormente Takahashi e colaboradores (1999b) compararam procianidinas de

diferentes graus de polimerizagdo (mondmenos, dimeros e trimeros) (epicatequinas, PB2 e
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PC1) quanto a atividade promotora de crescimento sobre os queratindcitos dos foliculos
pilosos. Observaram que os dimeros (PB2) apresentaram maior eficacia em comparacao com
os trimeros (PC1). Porém ao testarem a concentracdo Otima para a obtencdo de atividade
estimulatoria maxima obtiveram a seguinte ordem: trimeros<dimeros<mondmeros.

Nos estudos in vivo, com camundongos, apds aplicacdo topica de procianidinas, a
menor area de cobertura de pelos ocorreu nos animais tratados com PB2 (69,6%), enquanto
naqueles tratados com PC1 foi 78,3 % e PB3 foi 80,9 %. (TAKAHASHI et al., 1999b). Os
autores concluiram que a atividade de crescimento de pélo induzida por flavan-3-6is deve
estar associada com a estrutura das moléculas.

Tendo como referencial os estudos de Takahashi e colaboradores (1998, 1999a, 19990,
2001), atribuimos algumas possibilidades a falta de atividade proliferativa do extrato
estudado: 1) a menor concentracdo de PB2 na logdo teste, em comparagdo com os estudos ja
realizados; 2) considerando a fungdo de barreira da pele, esta poderia ter dificultado a
disponibilidade dos ativos em quantidade suficiente para desempenharem seu efeito
bioldgico; 3) devemos considerar a presenga de outros taninos, em maior concentracao,
presentes no extrato bruto, e sua capacidade de complexacdo com as proteinas (HASLAM,
1996), inviabilizando a a¢dao das moléculas com potencial para promover o crescimento do
foliculo piloso. Foram isoladas e identificadas neste trabalho, a partir do EBM, nove
substancias sendo cinco mondmeros: catequina, epicatequina, galocatequina,
epigalocatequina, 4"-O-metil-epiafzelequina e quatro dimeros: procianidina B1, procianidina
B2, epiafzelequina 4p—8 epicatequina, epicatequina 4f—8 epigalocatequina. Com relagdo a
este aspecto, e considerando ainda a efetiva presenca dos taninos na parte mais profunda da
pele, como comprovado através dos experimentos de fotoacustica, ¢ possivel que estes
taninos, ao longo do tempo de tratamento tenham exercido um pequeno efeito de constri¢do,
que tenha se refletido na menor largura mensurada, nos foliculos da pele tratada com a logao

capilar (Figura 44).

5.10 Estudo de permeacao cutinea

A espectroscopia fotoacustica tem sido amplamente utilizada na fisica, como também
na quimica, biologia, medicina e engenharia. Esta técnica possui algumas vantagens, sobre a
espectroscopia convencional (de transmissdo, reflexdo e espalhamento). Uma destas

diferengas (ou vantagens) ¢ que a espectroscopia fotoactstica ¢ uma medida direta da
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absorcao (mede apenas a radiacdo absorvida que relaxa na forma de calor), de forma que a luz
transmitida, refletida ou espalhada ndo interfere nas medidas. Deste modo, a técnica
fotoacustica pode ser aplicada no estudo de uma ampla gama de materiais, assim como
materiais opacos, pouco absorvedores, géis, na forma de p6 ou amorfos, que sdo materiais nos
quais a espectroscopia Optica convencional ndo ¢ adequada (PEDROCHI, 2004).

Outra diferenca € que o detector de radiacdo na espectroscopia fotoacustica € a propria
amostra, o que significa que a técnica pode ser usada em qualquer intervalo do espectro
eletromagnético. Além disso, permite estudar ndo s6 propriedades Opticas do material como
também as propriedades térmicas, € mais que isso, ela tem a capacidade Unica de permitir a
analise do perfil de profundidade dos componentes absorvedores da amostra. Isto porque a
espessura atingida na amostra depende da difusividade térmica da mesma e da freqiiéncia de
modulacdo da luz empregada na gerag@o do sinal fotoactstico (SEHN et al., 2003; SEHN et
al., 2005).

Outra importante vantagem da espectroscopia fotoacustica consiste no fato de que esta
¢ uma técnica ndo destrutiva e que, sobretudo, permite a realizacdo de estudos em sistemas
biologicos in vivo e ex vivo de forma ndo invasiva, como por exemplo estudos da propagagao
de substancias através da pele humana ou de animais (PEDROCHI, 2004).

Pode-se observar no espectro (Figura 45) uma regiao de absor¢do entre 200 e 300 nm.
Para o extrato bruto de mutamba tém-se ainda mais trés bandas, centradas em,
aproximadamente, 465 nm, 565 nm e 650 nm. No espectro da logdo teste existe trés bandas
embora a terceira seja muito sutil em relagdo a logao controle. No espectro da logao controle,
por sua vez nao ha mais bandas de absor¢ao.

Uma analise de varredura no espectro de ultravioleta das substancias isoladas neste
trabalho (substancias 6 e¢ 8) mostrou bandas de absor¢do em torno de 450 ¢ 470 nm,
respectivamente. Ja as substancias epicatequina e epigalocatequina (substancias 2 e 4) ndo
mostraram bandas de absor¢do no espectro de varredura em regides acima de 300 nm. Sugere-
se, assim, que substancias diméricas possuem bandas de absorc¢do na regido de 460 nm e que
provavelmente, substincias triméricas ou mesmo tetraméricas, como as ja isoladas por Hor et
al. (1995), podem ser as responsaveis pelas absor¢des nas regides de 565 e 650 nm,
respectivamente. Outra andlise feita com as fragdes acetato de etila e aquosa demonstraram
bandas de absorcdo nas regides apontadas para o extrato bruto ou extrato de tanino p6 (Figura
45), comprovando a hipétese anterior (resultados ndo mostrados). Isto pode ser inferido pois a
fracdo acetato de ctila deve conter substancias com nivel de condensagdo variavel entre duas a

seis unidades, como ja demonstrado por Fletcher et al. (1977) e Holetz et al. (2005).
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Figura 45 — Espectros de absor¢ao realizados pelo método de espectroscopia fotoacustica.

Na Figura 46 estdo representados os espectros de absor¢do das duas amostras de pele
(rato teste e controle) para o grupo de ratos tratados por 13 dias. A freqiiéncia de modulagao
da luz utilizada foi de 15 Hz e a poténcia da lampada regulada em 800 W. A regido espectral
at¢ 300 nm foi evitada uma vez que, a radiacdo ultra-violeta ¢ absorvida tanto pelo

medicamento quanto pela pele podendo até mesmo danifica-la.
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Figura 46 — Espectros de absorcao para pele tratada e controle de 13 dias

O pico com centro proximo a 410 nm se refere a absor¢do gerada pela presenca de
sangue na amostra, como pode-se verificar hd a presenca da banda tanto no rato teste, quanto
no controle. A varia¢do da intensidade da banda pode ser devido as variagcdes da quantidade

de sangue, da espessura, assim como da quantidade de gordura na amostra. Ja as bandas com
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centros em aproximadamente 465 ¢ 650 nm se apresentam apenas nas medidas realizadas com

0s ratos testes, como se pode observar com maior detalhe nas Figuras 47 a 49.
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Figura 47 — Espectros de absor¢ao para amostra tratada e controle de 7 dias
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Figura 48 — Espectros de absor¢do para amostra tratada e controle de 10 dias
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Figura 49 — Espectros de absor¢ao para amostra tratada e controle de 13 dias

As Figuras 47, 48 e 49 apresentam bandas absorvedoras da logao nas trés amostras de
pele dos ratos tratados. Ocorreram apenas pequenos deslocamentos dos centros das bandas.

Para avaliar a evolu¢ao da absorcao das lo¢oes foi realizado um calculo da area sob os
espectros de absorc¢do tanto das amostras teste como controle, restringindo o intervalo do
espectro entre 430 a 700 nm. Os valores obtidos para as amostras teste foram devidamente
normalizados pelos valores obtidos para as amostras controle. Assim como estes também
foram normalizados para uma melhor visualiza¢do da evolugdo da absorcdo das logdes, ou
seja, deste modo pode-se observar apenas a razdo de absor¢do (Figura 50). Conforme houve
aumento no tempo de tratamento, ocorreu um aumento na propor¢ao de logao teste absorvida

quando comparado com a logdo controle negativa.

® area sob o espectro de absorgéo das
amostras tratadas com o medicamento

4| * area sob o espectro de absorgao das

amostras controle

ajuste exponencial

Area (u.a.)

7 8 9 10 1 12 13
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Figura 50 — Valores de area sob o espectro de absor¢ao das amostras tratadas normalizados
pelos valores de area das amostras controles
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6 CONCLUSOES

O controle de qualidade fisico-quimico permitiu estabelecer dados comparativos entre as
coletas de verdo e inverno. Os taninos podem ser utilizados como marcadores na avaliagao
da qualidade para a droga vegetal e seus extrativos.

O estudo quimico de extratos semipurificados das cascas de mutamba demonstrou que as
formas de extracao e fracionamento utilizadas foram adequadas ao isolamento de taninos
condensados. Foram isoladas e identificadas nove substancias: catequina, epicatequina,
galocatequina, epigalocatequina, 4’'-O-metil-epiafzelequina, epiafzelequina-(4p—38)-
epicatequina, epicatequina-(4p—8)-catequina (PB1), epicatequina-(4p—8)-epicatequina
(PB2) e epicatequina-(4p—8)-epigalocatequina. Das substancias citadas, foi identificada a
substancia inédita, 4" -O-metil-epiafzelequina.

O estudo da capacidade antioxidante dos EBM, FAE e FAQ revelou o potencial da
mutamba como agente redutor (doador de hidrogénio), especialmente a FAE, de acordo
com os métodos utilizados.

As analises morfométrica e de proliferagdo celular epitelial ndo evidenciaram o
desenvolvimento do foliculo piloso atribuido a mutamba nas condigdes utilizadas.

A avaliagdo da permeacdo cutdnea através da espectroscopia fotoacustica detectou a
presenca da logcdo teste nas amostras tratadas comprovando sua eficacia em estudos de

materiais biologicos in vitro.
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ANEXO A

Exemplo de célculo do ICs através da regressao linear.
A primeira bateria de tubos corresponde a uma tabela abaixo (primeira determinagao-

d=1). Para a segunda e a terceira determinagdes sdo feitas mais duas tabelas.

Exemplo de Abs cor % RSA
concentracio (mg/ml) observada calculada
0,02

0,01

0,005

0,0025

0,00125

Tubos

DN AW N =

A atividade anti-radicalar (RSA — radical scavenging activity) foi calculada como a
percentagem de descoloragdo do radical DPPH®, usando a seguinte equagdo:
% RSA=(1-Aa/ Ac)x 100
onde:
Aa = absorvancia da solucdo quando um extrato foi adicionado em
determinada concentragao,

Ac = absorvancia da solu¢do do radical DPPH®.

Para cada bateria de 5 tubos (determinac¢do) faz-se o calculo e obtém-se 3 equagdes da

reta (d= 1, d=2 e d=3). O célculo da equag¢ao da reta ¢é realizado a partir da tabela a seguir:

Tubos X Y (%RSA X Y* XY
(concentracio calculada) (utilizado para
em mg/ml) o calculo do r)

1

2

3

4

5
>X Y X YY? YXY

X - X-Y) QN (a)X)
a= b=
nY XH - Xx)* n
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o ny XY= X->Y
Y X - Y Y - (3 )]

onde:

a = coeficiente angular da reta

b = coeficiente linear da reta (intercepto no eixo Y)

n = numero de concentragdes (ou tubos) que foram escolhidos como pontos para
confecdo da reta. Neste exemplo igual a 5.

r = coeficiente de correlagdo (pode variar de —1 a + 1), quanto mais proximo de 1
melhor, porque quando r = 1 diz-se que ha uma correlagdo perfeita positiva entre as duas
variaveis (VIEIRA, 1981; MILONE, 2004).

A equacao da reta ¢ dada por: Y=a-X+b

Onde:

Y =% RSA
X = Concentracao

a e b = foram calculados

desse modo, tem-se: %RSA = a - Concentragdo + b

para saber em qual concentragdo terd 50% de inibigdo (IC50), tem-se:

50-b
a

50 =a - concentragdo + b ou seja, ICy, =

Observagdo: neste exemplo o ICsy foi obtido em mg/ml, os valores foram

transformados para pg/ml.
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ANEXO B

Folha de aprovagdo do comité de ética na experimentagdo animal da Universidade

Estadual de Maringa.

1 Universidade Estadual de Maringa
#\ Ppré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo

COMITE DE ETICA NA EXPERIMENT. ANIMAL

REGISTRO N" 022/2004 PARECER N" 014/2004

Responsivel pelo Experimento: JOAQ CARLOS PALAZZO DE MELLO
Centro/Departamento: CCS/Departamento de Farmacia e Farmacologia

Titule do projeto: Avaliagio quimica, analitica e atividade sobre o crescimento capilar de
xtratos liofilizados de cascas de Guazuma ulmifolia Lam. var. Tomentella, Sterculiaceae

Data da Reunifio: 13 de julho de 2004 | Situacho: APROVADO

Relatério Anual/Final para Comité: { ) MNiio () Sim ata:

Considerages:
Somos de parecer favorivel a aprovagiio da pesquisa que tem como objetivos;

I. Realizar o controle de qualidade da droga vegetal, coletada no norte do estado do

Parana, confirmando suas caracteristicas botfinicas, fisicas ¢ fisico-quimicas,

Il. Isolar compostos fendlicos no extrato liofilizado semipurificado, preparado a partir das
cascas secas coletadas na regifo norte do estado do Parana

. Desenvolver um tinico capilar para ser empregado no tratamento para o crescimento
capilar.

IV, Realizar controle analitico do extrato semipurificado e total, se possivel, através do uso
da cromatografia liquida de alta eficiéneia

V. Avaliar morfologicamente, através de analises morfométricas ¢ da analise da
proliferagio celular epiteliar, a agio dos extratos brutos, semipurificade e substincia
pura, obtidos das cascas de Guazmma wimifolic Lam. var. fomentella sobre o
crescimento capilar, em ratos Winstar,

Prof® )@Ms Benediro Cecilio

Presidente
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M '\ Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio
Comisséo de Etica na Experimentagdo Animal - CEEA
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DE: CEEA CI N° 022/04
PARA: PROF. JOAO CARLOS PALAZZO DE MELLO - DFF DATA: 15/07/04

Senhor Professor:

Informamos que o projeto registrado nesta Comissdo sob protocolo n®
022/2004-CEEA - “Avaliagiio quimica, analitica e atividade sobre o crescimento capilar de
extratos liofilizados de cascas de Guanuma wimifolia Lam. var. Tomontella,

Sterculiaceae”, foi analisado e obteve o parecer anexo.

Atenciosamente,

RECEBI

[

."#M Fvanilde Benedito Cecilio DATA ASSINATURA
Presidente do CEEA
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Contribuigdo ao Estudo Farmacogndstico da mutamba
(Guazuma ulmifolia - Sterculiaceae)

Karen Janaina GALINA 1; Cassia Minica SAKURAGUIT #; Juliana Cristina BORGUEZAM ROCHA 3;
Emi Rainildes LORENZETTI 2; Jodo Carlos PALAZZO DE MELLO* 12
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RESUMO. Guaruma ulmifolia Lam., Stercaliaceae, conhecida popularmenie como mutamba, possui am-
pla distribuigio geogrifica, existindo desde o México até o sul do Brasil. O interesse pelas snas proprieda-
des quimicas deven-se principalmente pela sua aplicaciio no tratamento capilar, Esta propriedade pode ser
atribuida aos tanines, os quais apresentam atividade farmacolégica, antiinflamatiria, antiulcerogénica,
antimicrobiana, agie de protegiio capilar ¢ prevengiio na formagiio de radicals livres. Na andlise microsed-
pica das cascas e das folhas foram detectados: grandes canais secretores entre as células do parénguima e
tricomas tectores estrelados sobre a epiderme, respectivamente. Um dos objetives do estudo anatdmico das
cascas de . wimifolia foi detectar tecidos em que havia acimulo de polifendis, Como resaltade, dois teci-
dos mostraram-se ricos em idioblastos contendn esta substincia: a regifio floemsitica e a periderme. A ani-
lise quimica preliminar realizada com as cascas da mutamba mostrou positividade para os grupos quimi-
cos flavondides, taninos, saponinas ¢ mucilagens.

SUMMARY. “Contribuition to the pharmacognostic study of mutamba (Guazuma wimifolia - Sterculiacene)”.
Guazuma wimifolia Lam., Sterculiacese, popularly known as mutamba, has a wide geographical distribution,
ranging from Mexico to Southern Brazil. The interest in its chemical properties is due to its popular use for hair
loss treatment. This activity can be attributed to tannins that have many pharmacalogical activities such anti-in-
flammatory, anti-ulcerogenic, anti-microbial, anti-viral, capillary protective action and radical scavenging prop-
erties. In the microscopic analysis of barks and leaves, large secretor ducts could be detected among the
parenchyma cells, as well as star shaped trichoms on the epidermis. One of the aims of the anatomical stedy was
to detect tissues with polyphenolic compounds. The results indicated two tissues rich in these compounds: the
phloematic region and the periderm. Chemical analyses were carried out on the bark and showed the presence of
the following chemical groups: flavonoids, fannins, saponins and mocilages,

INTRODUCAO

Guazuma ulmifolia, conhecida vulgarmente
como mutamba, vem sendo utilizada pela popu-
lagdo como medicamento natural em pratica-
mente todos os locais onde ocorre. As partes
geralmente empregadas sao cascas e folhas, po-
rém, hd relatos de que os frutos também sao
aproveitados 1. O cha das cascas ¢ utilizado no
Brasil como sudorifern, sendo também empre-
gado em casos de febre, tosse, bronquite, asma,
pneumenia e problemas de figade 2 Popular-
mente, a mutamba (cascas e folhas) é emprega-
da em diversos paises da América do 5ul e Cen-
tral em casos de problemas gastrintestinais, dis-

tirbios renais, alopécia, losse, febre e proble-
mas de pele +7,

Diversos autores demonstraram algumas ati-
vidades de extratos de mutamba, entre elas des-
tacam-se: atividade anti-hiperglicemiante 8, anti-
bacteriana e antifingica 8911 citotdxica 12, anti-
secretora 1% A DL50 ndo foi definida entretanto,
confirmou-se que as folhas da mutamba nio
possuem toxicidade 1.

Diante das caracteristicas apresentadas pela
. ulmifolia Lam., o presente trabalho objetivou
caracterizar as folhas e cascas da espécie vegetal
morfologica e anatomicamente e, delimitar taxo-
nomicamente a espécie, além de estabelecer al-
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