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Se fordes bicho-da-seda, deveis produzir fios de
seda, incessantemente. Se vos tornardes fios de
seda, deveis vos transformar em tecido de seda. Se
nascerdes pepita ou minério de ouro, ao ser
peneirado, escolhido, aquecido e derretido, nédo
deveis reclamar do calor nem da sujeira. Mesmo que
sejais apartados da areia ou da rocha, deveis
saltitar, abandonando o apego. Nao choreis mesmo
gue sejais apartados da rocha. Se vos lamentardes,
ndo vos transformareis em um cintilante lingote de
ouro.
Revista Sukyo Mahikari - n° 86-abril 2004
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RESUMO

O género Stryphnodendron, Leguminosae, cresce abundantemente no cerrado
brasileiro, e é conhecido popularmente como barbatimdo. As cascas de
Stryphnodendron polyphyllum s&o extensivamente utilizadas popularmente no
tratamento de diarréia e leucorréia, como coagulante sangiineo, como
antiinflamatério e, também, como estimulante no processo de cicatrizacdo. Os
componentes quimicos isolados até o momento sdo saponinas, flavondides e,
principalmente taninos. O objetivo deste trabalho foi o isolamento de substancias
polifendlicas, e avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato bruto e fracbes
semipurificadas das cascas de Stryphnodendron polyphyllum Mart. A fracdo acetato
de etila (FAE) foi submetida a cromatografia em coluna, contendo Sephadex® LH-20,
obtendo-se 20 subfragbes, das quais foram isoladas e identificadas cinco
substancias: acido galico, galocatequina, epigalocatequina, 4’-O-metil-galocatequina
e fisetinidol-(4a->8)-galocatequina, através de espectroscopia de massas, RMN *H,
RMN 13C, COSY 'H/*H e NOE. A avaliacdo da capacidade antioxidante, foi realizada
in vitro, através de dois meétodos espectrofotométricos. O primeiro ensaio foi
realizado empregando-se o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila. O segundo
teste baseou-se na reducdo do moblibénio (VI) para molibdénio (V) com formacéo
de complexo de coloracdo verde fosfato/Mo(V) em pH éacido. O resultado obtido
mostrou que a FAE possui maior capacidade antioxidante com valor de ICso de
7,602 + 0,21 (CV%=2,75) para o radical DPPH e valor de capacidade antioxidante
relativa a vitamina C de 0,8178 + 0,07 (CV%=4,16) para a reducdo do complexo
fosfomolibdénio entre as a mostras analisadas.

Palavras-chave: Stryphnodendron  polyphyllum;  Leguminosae; taninos
condensados; capacidade antioxidante; radical DPPH; complexo fosfomolibdénio.



ABSTRACT

The genus Stryphnodendron, Leguminosae, grows abundantly in the “cerrado”
(central savannahs) of Brazil, where it is populary known as “barbatimdo”. The stem
barks of Stryphnodendron polyphyllum are extensively used by the local population
of treatment of diarrhoea and leukorrhoea, as a blood coagulant, as antiinflamatory
and to stimulate wound healing. The isolated chemical groups at the moment are
saponins, flavonoids and mainly, tannins. This work aimed at the isolation of
polyphenolic compound and the evaluation of the antioxidant capacity from crude
extracts and semipurified fractions of the stem bark of S. polyphyllum The ethyl-
acetate fraction was submitted to column chromatography, containing Sephadex®
LH-20 and was obtained 20 subfractions. From these fractions were isolated and
identified five compunds: gallic acid, gallocatechin, epigallocatechin, 4’-O-
methylgallocatechin, and fisetinidol-(4a—>8)-gallocatechin,  through  mass
spectrometry, *H NMR, C NMR; COSY 'H/H and NOE. The antioxidant capacity
was evaluated in vitro, through two spectrophotometric methods: 2,2-diphenyl-1-
picrylhidrazyl (DPPH ) radical, and the second based on the reduction of Mo(VI) to
Mo(V) with formation of a green phosphate/Mo(V) complex at acidic pH. The result
showed for the sample FAE a value of ICsp of 7.602 £+ 0.21 (RSD%=2.75) for DPPH
radical and the value for relative antioxidant capacity expressed as equivalent of
ascorbic acid standard was 0.8178 = 0.07 (RSD%=4.16) for reduction of
phosphomolybdenum complex, among the sample tested.

Key words: Stryphnodendron polyphyllum; Leguminosae, condensed tannins;
antioxidant capacity; DPPH radical; complex phosphomolybdenum

Fatima Aparecida Vieira Machado



1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para o alivio de diversas doencas, remonta aos
primoérdios da histéria da Humanidade. Manuscritos contendo informagfes sobre o
uso de diversas plantas foram legados por grandes civilizacdes da Antiglidade
(PHILLIPSON, 2001).

Na Idade Média os monastérios tornaram-se verdadeiros centros de
estudos, producdo e utlizacdo de plantas medicinais, fazendo com que muitas
informacdes ndo fossem perdidas durante a censura imposta a €época da inquisicao
(PHILLIPSON, 2001).

No Renascimento, com a liberdade de pensamento, a curiosidade e novos
horizontes que se descortinavam, varias ciéncias tiveram seu desenvolvimento como

a matematica, a quimica e a botéanica, entre outras (BRAGANCA,1996).

Mas, foi somente no século XIX que se iniciou o isolamento de principios
ativos de plantas medicinais, sendo a descoberta da substancia quinina e, da
quinidina, da Cinchona spp., por cientistas franceses, um marco para novas
pesquisas. A partir dai, expedicdes as florestas eram comuns, com o intuito de
coletar cascas de arvores, folhas, para que fossem levadas até os laboratorios, onde

um trabalho arduo se iniciava, buscando o isolamento de substancias quimicas.

Algumas substancias quimicas, isoladas de plantas superiores, antes da
Segunda Guerra Mundial, sdo utilizadas até os dias de hoje: a morfina e a codeina,
do latex da Papaver somniferum L.; a digoxina das folhas de Digitalis sp.; a atropina
e a hioscina de Atropa belladona L. Estas substancias entre outras possuem
importancia histérica como protétipo no desenvolvimento de farmacos,
respectivamente hipno-analgésico, cardiotdnico e anticolinérgico (SCHENKEL et al.,
2003).

A era do antibidtico surgiu durante e ap6s a Segunda Guerra Mundial devido
a uma série de compostos isolados de determinados fungos: Penicillium,

Cephalosporium e Streptomyces.

A descoberta da reserpina, da Rauvolfia spp., utilizada como anti-
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hipertensiva e das vincristina e vimblastina, obtidas de Cantharanthus roseus (L.) G.
Don, quimioterapicos bastante eficientes, sdo exemplos de farmacos desenvolvidos
apo6s a Segunda Guerra Mundial, com grande importancia para a terapéutica
(SCHENKEL et al., 2003).

Apesar do impacto destas descobertas, a farmacoterapia comeca a tomar
novos rumos com a sintese do &cido acetilsalicilico, em 1897, inspirado na
substancia natural salicilina, extraida de Salix alba L., sendo a deflagracéo para o
desenvolvimento da industria de sintese organica (YUNES et al., 2001).

Nos ultimos anos a industria farmacéutica comeca a se voltar mais uma vez
para a pesquisa das plantas medicinais, devido ao grande interesse da populacao
pelas terapias alternativas e por aquelas, as quais utilizam produtos naturais,
principalmente as derivadas de plantas. Outras razbes podem estar envolvidas
nesse contexto, as quais incluem: ineficiéncia dos farmacos sintéticos, abuso ou uso
incorreto, resultando em efeitos colaterais e outros problemas, além da dificuldade

de acesso a alguns tipos de tratamentos (RATES, 2001).

As pesquisas na busca de novos farmacos a partir de vegetais estdo cada
vez mais avancadas devido ao desenvolvimento tecnologico. Recentemente,
pesquisas levaram a descoberta do taxol, um diterpendide, isolado de Taxus
brevifolia Nutt., possuidor de comprovada eficacia contra o cancer de mama e de
ovario, da artemisina, um potente antimalarico, obtido da Artemisia annua L.
(PHILLIPSON, 2001) e o safrol que ocorre no 6leo de sassafras (Ocotea sp.), como

molécula base para a sintese de novos antiinflamatorios (BARREIRO, 2001) (Fig.1).
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Figura 1 - Estrutura quimica do taxol (1), artemisina (2) e safrol (3), isolado de Taxus brevifolia Nutt.,
Artemisia annua L. e Ocotea sp. respectivamente.

)

Dos 252 farmacos considerados basicos e essenciais pela Organizacao
Mundial de Saude, 11% sao exclusivamente originarios de plantas e um nuamero

significativo sdo farmacos sintéticos obtidos de precursores naturais (RATES, 2001).

Deve-se levar em consideracao, também, que € necessario um programa de
cada pais com relacdo a exploracdo de plantas medicinais, de forma racional,
respeitando a biodiversidade, em particular na América do Sul e Asia, os quais
possuem uma rica flora. O objetivo seria estuda-las, com o intuito de evitar a

extincdo de varias espécies (RATES, 2001).

Rates (2001), em seu trabalho de reviséo, afirma ainda que, varios autores
consideram que os resultados com as pesquisas, nesta area, produzem efeitos
através da interdisciplinaridade entre as ciéncias (a quimica, a farmacologia, a
botanica, a toxicologia, a antropologia, a agronomia, a biotecnologia e a tecnologia

z

farmacéutica). Desse modo, a fitoquimica é uma area de conhecimento cientifico
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gue se concretiza aliada as ciéncias citadas.

Com relacdo ao Brasil, apesar da rica flora que corresponde a quase 20%
das espécies de plantas conhecidas no mundo, as pesquisas ainda sdo poucas se
comparadas a sua exuberante flora nativa, reserva vasta e cobicada biodiversidade
(PETROVICK et al., 1999).

O género Stryphnodendron, familia Leguminosae, € tipicamente brasileiro,
possuindo como metabdlito secundario principal taninos. A importancia dos taninos,
originariamente descrita, esta ligada as suas propriedades de transformar a pele
animal em couro. Além disso, a planta possui diferentes usos na medicina popular,
incluindo acdo cicatrizante; tratamento da leucorréia; adstringéncia; antidiarréica e
anti-séptica (P10 CORREA, 1946; SANTOS et al., 1987).

Estudos tém mostrado que as principais atividades bioldgicas e
farmacologicas dos taninos incluem propriedades bactericidas, fungicidas, antivirais,
moluscicidas, de inibicdo enzimatica, de inibicdo da peroxidacdo de lipidios e,

sequestrador de radicais livres e acao antitumoral (SANTOS; MELLO, 2003).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Introducé&o ao género Stryphnodendron

O género Stryphnodendron, conhecido popularmente por barbatimdo, é uma
planta medicinal que se distribui no Brasil a partir da regido Amazonica (OCCHIONI
MARTINS, 1980) e cresce abundantemente na regido de savanas do centro do
Brasil, atingindo o Estado do Parana, com o registro de duas espécies: S.
adstringens e S. obovatum. Mas, a planta, também cresce em outros paises da
América do Sul e Central, chegando até a Costa Rica, onde foi encontrada uma
unica espécie (OCCHIONI, 1990).

O nome Stryphnodendron, origina da palavra grega stryphnos, que significa
duro e déndron, arvore. Os termos referem-se a idéia de lenho duro, tipico da planta
(PENNA, 1946). Ja, a palavra barbatimdo tem origem indigena, ybatimé ou
uabatimd, que significa arvore que aperta (BRAGA, 1953), termo que remete para a
palavra adstringente em portugués. A adstringéncia € devida a riqueza em
compostos fendlicos do tipo taninos. Além de barbatimdo, a planta recebe outros
nomes populares como: barba-de-timéo, ibatimo, uabatimo, chordozinho-roxo, casca
da virgindade ou da mocidade (PIO CORREA, 1946; COIMBRA, 1942; PENNA,
1946).

Este género pertence a familia Leguminosae, sub-familia Mimosoidae e esta
incluido na Farmacopéia Brasileira de 1929, como Stryphnodendron barbadetiman
Martius, nomenclatura que, mais tarde, foi modificada por Coville, para
Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville. Occhioni Martins e Martins Junior
(1972), fazendo nova revisdo nomenclatural dessa espécie, estabeleceram o
binbmio Stryphnodendron barbadetiman (Velloso) Martius e passaram os demais
para a sinonimia. Entretanto, Forero (1972), restabelece o termo S. adstringens
(Mart.) Coville.

Segundo Occhioni (1990), 32 taxas sao conhecidas, sendo 29 espécies, 1
subespécie e 2 variedades, com distribuicAo geografica e habitos bastante
caracteristicos, As espécies S. coriaceum Benth., S. barbadetiman (Vell.) Mart., S.

polyphyllum Mart., S. rotudifolium Mart. e, S. obovatum Benth., foram estudadas por
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Occhioni Martins (1974) nas regides Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil.

O critério para a identificacdo das espécies é baseado principalmente na
morfologia da folha e nos habitos da planta (MARTIUS, 1840; PIO CORREA, 1946).

2.2 Distribuicdo geogréfica do género Stryphnodendron

A éarea de maior dispersdo deste género encontra-se na América do Sul,
sendo que a maior concentracdo das espécies encontra-se na Amazénia. O género
compreende distribuicdo geografica e habitos bastante caracteristicos, o que permite
separa-los em grupos (Grupo |: 14 taxa que ocorrem na Floresta Amazonica, todas,
arvores de grande porte, atingindo em média 35 m de altura. Grupo Il: 1 taxon
arboreo, cerca de 20 m de altura, em floresta semidecidua seca, regido de transicédo
para o cerrado, Mato Grosso. Grupo lll: 1 taxon arboreo, cerca de 10 m de altura, de
ocorréncia caracteristica em mata pluvial, Pernambuco. Gupo IV: 4 taxa arbustivos,
com altura entre 4-7 m, dos campos e cerrados do Brasil central, Minas Gerais e Séo
Paulo. Grupo V: 2 taxa arbustivos, de ocorréncia tipica nas caatingas do nordeste
brasileiro. Grupo VI: 2 taxas arbdéreos de ocorréncia tipica nas matas da Serra da
Mantiqueira, Estado do Rio de Janeiro e Grupo VII: 8 taxa subarbustivos,
denominados “plantas anas”, com, no maximo, 0,50 cm de altura, caracteristicos dos
cerrados de Goias e Minas Gerais (OCCHIONI, 1990).

Dos 32 taxa do género, 30 ocorrem em territorio brasileiro. Na Venezuela
ocorrem apenas 6; nas Guianas, 5; na Bolivia, 4; no Peru, 3; na Colémbia, 2 e

apenas 1 no Paraguai, Costa Rica, Suriname e Equador (RIZZINI, 1980).

Embora, a distribuicdo deste género no Brasil seja grande, estudos indicam
gue a casca de barbatimdo esta em fase de declinio, seja por esgotamento do
recurso ou pela substituicdo da atividade extrativista por outras, como agricultura e a
pecuaria (BORGES FILHO; FELFILI, 2003). A coleta da casca é feita de forma
desordenada, o que coloca a espécie sob risco de extincdo. Ainda, segundo 0s
autores, dados disponibilizados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2000) apontam que a producédo de casca de barbatimdo decresceu de 1500
para apenas 12 toneladas/ano no periodo de 1988 a 2000. Desta maneira
recomendam-se técnicas de manejo sustentavel, protocolos de extracdo e protecédo

de areas contra o fogo.
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2.3 Descri¢cdo macroscopica de Stryphnodendron polyphyllum Mart.

Arbusto ou arvore copada, 4-10 m de altura; ramos espessos,
profundamente estriados; folhas alternas, 15 cm de comprimento; raqui
guadrangular, estriada, pubescente, com glandula alongada na base, pequenas
glandulas verriciformes entre as pinas superiores; pinas 11-20 pares opostos ou sub-
opostos, 5-11 cm de comprimento; foliolos 10-21 pares alternos ou sub-opostos,
oblongos, apice emarginado, base arredondada ligeiramente desigual, 0,8-1 cm de
comprimento, 3-5 mm de largura, densamente pubescente em ambas as faces, base
da nervura unilateralmente com tricomas na face interior; espigas delgadas,
cilindricas 2-4 dispostas em fasciculos axilares, 5-17 cm de comprimento; célice
campanulado, 1 mm, externamente pubescente; corola 3 mm, puberula
externamente; estames 10 livres, 3,5-4 mm de comprimento; antera coroada por
glandula alongada caduca; ovario alongado, curto-estipitado, pubescente, 1,5 mm de
comprimento; estilete filiforme; legume alongado, 8-12 cm de comprimento,
ligeiramente falcado, conforme figura 2 (OCHIONI MARTINS, 1974).
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Figura 2 - Stryphnodendron polyphyllum Mart.
A= ramo florido, B= foliolo, C= flor completa, D= flor séc longitudinal, E= gineceu, F= estame.
Fonte: Leandra, v. 3/4, n. 4/5, 1974.

2.4 Constuintes quimicos do género Stryphnodendron

A Farmacopéia Brasileira (1959) descreve que o teor minimo de taninos
encontrado nas cascas da espécie de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, é
de 20%, no minimo, e 8%, de acordo com a Farmacopéia Brasileira (2002). Toledo
(2002), Lopes (2003) e Sanches (2004), estabeleceram teores de taninos de
19,51%, 15,03%% e 19,21% para S. adstringens, S. polyphyllum e S. obovatum,

respectivamente.

A partir do extrato etandlico dos frutos de Stryphnodendron coriaceum

Benth., foram isoladas quatro sapogeninas (TURSCH et al., 1963 e 1966), conforme
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Figura 3 - Estrutura das sapogeninas 1 (R=OH; R’=H), 2 (R=R’=0OH), 3 (R=OH; R’=H) e 4 (R=H;

R'=OH)

Reicher e colaboradores (1992) conseguiram isolar a partir de frutos de S.

barbatiman Mart., uma galactomanana, cuja estrutura foi elucidada com o auxilio de

espectros de 13C.

A partir de extratos liofilizados, obtidos de cascas secas de S. adstringens
(Mart.) Coville, Mello et al. (1996a e b), isolaram:

Flavan-3-ol:

4’-0-metil-galocatequina,
galocatequina,
epigalocatequina,
epigalocatequina-3-O-galato e

outras duas novas: epigalocatequina-3-O-(3,5-dimetil)-galato e

epigalocatequina-3-0-(3-metdxi-4-hidroxi)-benzoato.

Também foram isoladas e elucidadas oito prodelfinidinas, das quais, quatro

sdo inéditas (em negrito):

epigalocatequina-(43->8)-galocatequina,
epigalocatequina-(43->8)-epigalocatequina,
epigalocatequina-(4B->8)-epigalocatequina-3-O-galato,

epigalocatequina-3-O-galato-(43->8)-epigalocatequina-3-O-galato,
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e galocatequina-(4a->8)-epigalocatequina-3-O-galato,

e galocatequina-(4a->8)-epigalocatequina-3-O-(4-hidréxi)-benzoato,

e epigalocatequina-(4B->8)-epigalocatequina-3-O-(4-hidréxi)-benzoato,
e epigalocatequina-(4p->6)-epigalocatequina.

Foi possivel, também o isolamento de oito prorobinetidinas, das quais, cinco
sdo inéditas (em negrito):

e robinetinidol-(4a->8)-epigalocatequina,

e robinetinidol-(48->8)-epigalocatequina,

e robinetinidol-(4B->8)-galocatequina,

e robinetididol-(48->8)-epigalocatequina-3-0-galato,
e robinetinidol-(4a->6)-galocatequina,

e robinetinidol-(4a->6)-epigalocatequina,

e robinetinidol-(4a->8)-epigalocatequina-3-O-galato,

e robinetinidol-(4a->8)-galocatequina.

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

galocatequina-(4a->8)-4’-O-metil-galocatequina (Fig. 4, 5 e 6).

As estruturas foram identificadas através da analise de espectros de RMN

H, RMN 3C, cOSY *H/*H, NOE, de massas por El e DCI-MS e dicroismo circular.

Toledo (2002) isolou e identificou duas novas substancias a partir de
extratos das cascas de Stryphnodendron adstringens, sendo denominadas 4’-O-
metil-robinetinidol-(4a->8)-4’-O-metil-epigalocatequina e  4’-O-metil-robinetinidol-
(40->8)-4’-O-metil-galocatequina.

Sanches (2003) isolou de um extrato semipurificado das cascas de
Stryphnodendron  obovatum  Benth.  (epigalocatequina e  galocatequina,
epigalocatequina-(43->8)-galocatequina e epigalocatequina-(4p->8)-

epigalocatequina).

Lopes (2003) isolou, além de galocatequina, epigalocatequina, robinetinidol-
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(4B—>6)-4’-O-metil-galocatequina, epigalocatequina-(43—>8)-galocatequina,
fisetinidol-(4B—>8)-galocatequina e uma substancia inédita: fisetinidol-(4a->8)-

galocatequina de um extrato semipurificado das cascas de S. polyphyllum Mart.

Pereira et al. (2002) isolaram e identificaram &cido oleandlicol1(1(1, B-
sitosterol, B-amirina, triterpenos pentaciclico (3-oxo-taraxerona) e quercetina do

extrato das folhas de S. adstringens (Mart.) Coville.

= OH
Hax Heq

OH

1 2

Figura 4 — Estrutura de substéancias flavan-3-ol, isoladas a partir de extratos liofilizados, obtidos de cascas
secas de S. adstringens (Mart.) Coville [Mello et al. (1996a)]: 1= 4’-O-metil-galocatequina; 2=
epigalocatequina-3-O-(3"-metdxi-4”-hidroxi)-benzoato
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1 2

Figura 5 - Estrutura de prodelfinidinas isoladas a partir de extratos liofilizados, obtidos de cascas
secas de S. adstringens (Mart.) Coville [Mello et al. (1996a)]: 1= epigalocatequina-(43—>8)-
epigalocatequina-3-O-(4-hidroxi)-benzoato, 2= epigalocatequina-(43->6)-epigalocatequina

1 2

Figura 6 — Estrutura de prorobinetidinas isoladas a partir de extratos liofilizados, obtidos de cascas
secas de S. adstringens (Mart.) Coville [Mello et al. (1996b)]. 1= robinetinidol-(4a->6)-
epigalocatequina e 2= robinetinidol-(43->8)-galocatequina
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2.4.1 Estudo do principal componente do género Stryphnodendron: taninos

Os taninos podem ser definidos como substancias fendlicas solUveis em
agua com massa molecular entre 500 e cerca de 3000 Dalton, as quais apresentam
a habilidade de formar complexos insolUveis em agua com alcaldides, gelatina e
outras proteinas (BATE-SMITH; SWAIN, 1962). Segundo Buelga e Scalbert (2000)
os taninos encontram-se difundidos em plantas e alimentos de origem vegetal:

frutas, legumes, sementes, gréos cereais, bebidas (vinho, cha, cidra, cacau).

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

Os taninos sdo classificados, segundo sua estrutura quimica em dois

grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados (SANTOS; MELLO, 2003).

Tanto taninos condensados, quanto hidrolisaveis, possuem caracteristicas
comuns em maior ou menor grau: complexacdo com ions metdlicos; atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres e, capacidade de se complexar com

macromoléculas, incluindo proteinas e polissacarideos (HASLAM et al.,1996).

Taninos hidrolisaveis séo oligo ou poliésteres de um acucar (ou de um poliol
relacionado), sendo que o acucar geralmente é a glicose, cujas funcfes hidroxilas
séo esterificadas com o acido galico e, denominados galotaninos. Os elagitaninos
sdo formados pela hidrdlise acida de ligacdes éster de galotaninos que possuem
acoplamento oxidativo C-C entre dois residuos de &cido galico (Fig. 7). Sao
caracteristicos das angiospermas dicotiledéneas, principalmente das subclasses
Rosidae, Dileniidae, Hamamelidae, com excecdo da familia Asteridae, onde ndo sao
normalmente encontrados (SANTOS; MELLO, 2003).
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COOH

OH OH

OH )

Figura 7 — Estruturas quimicas béasicas de taninos hidrolisaveis: 1= acido gélico e 2= 4cido elagico

Os taninos condensados sdo oligbmeros e polimeros formados pela
policondensagdo de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3-4-diol. S&o,
também, denominados proantocianidinas ou leucocianidinas (HASLAM et al., 1975).
Esta denominacédo é devida as caracteristicas das proantocianidinas de formarem
antocianidinas (cianidina, delfinidinas) apo6s a degradacdo com acido mineral diluido
a quente. Encontram-se distribuidos amplamente nas gimnospermas e
angiospermas (BUELGA; SCALBERT, 2000; SANTOS; MELLO, 2003). Os taninos
condensados podem ser divididos em tipo 1 e tipo 2, de acordo com a presenca ou
auséncia de hidroxila na posicédo C-5 do anel A. Podem também, ser classificados de
acordo com o grau de hidroxilacdo nos anéis A e B dos mondmeros basicos,
conforme Santos e Mello (2003) (Fig. 8, Quadro 1).

R2 RZ

HO o_ .. HO

OH

OH
(1) )

Figura 8 - Monémeros bésicos de taninos condensados de acordo com o quadro 1
Fonte: Santos; Mello, 2003
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Quadro 1 - Classificacéo de taninos condensados de acordo com o grau de hidroxilacdo nos
anéis A e B dos monémeros basicos

. . Monbémero Substituinte
Tipo | Proantocianidina Nome trivial RL R2 R3 R4
Prodistenidina Distenina H H H H
1 Propelargonidina Afzelequina H H OH H
Procianidina Catequina H OH | OH H
Prodelfinidina Galocatequina H OH | OH | OH
Proguibourtinidina Guibourtinidol H H OH H
Profisetinidina Fisetinidol H OH | OH H
5 Prorobinetinidina Robinetinidol H OH | OH | OH
Proteracacinidina Oritina OH H OH H
Promelacacinidina Mesquitol OH | OH | OH H

Fonte : Santos; Mello, 2003

Os diferentes grupos possuem diferentes reatividades. Por exemplo, as
procianidinas séo diferentes das prodelfinidinas, porque as ultimas possuem um
grupamento OH a mais no anel B, o qual aumenta a habilidade dos taninos em se

complexar com proteinas (AERTS et al., 1999).

Acoplamentos oxidativos entre mondmeros de flavondis (formando os
dimeros) sdo comuns entre as posicoes 4 e 8, embora possa, também, ocorrer nas
posicdes 4 e 6, entre as unidades, superior e inferior, respectivamente, formando o
tipo B das proantocianidinas. Entretanto, no tipo A das proantocianidinas a forma de
acoplamento é diferenciada, possuindo uma ligacdo do tipo éter, como pode ser
observado na figura 9 (SCHOFIELD et al., 2001).

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

A nomenclatura trivial ou mesmo a IUPAC ndo se mostram praticas para
estruturas complexas como os taninos condensados, desta maneira, utiliza-se a
nomenclatura proposta por Hemingway et al. (1982), na qual os nomes séo
formados a partir da estrutura basica dos flavan-3-6is. A estereoquimica usual dos

flavan-3-6is no carbono 2 é R; enquanto que, nas estruturas com configuracdo 2S
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aplica-se ao nome trivial o prefixo enantio, que se abrevia por ent. Desta maneira,
(+)-catequina é chamada de catequina e (-)-catequina, € denominada ent-catequina.
Nos dimeros, trimeros e oligbmeros superiores é utilizada nomenclatura semelhante
a dos acucares, em que a posicao da ligacdo e a disposicado espacial da ligacdo séo
escritas entre parénteses. As ligacoes entre os mondmeros no C4 sao indicadas,
pela nomenclatura a ou 3 (SANTOS; MELLO, 2003). Exemplos dessa nomenclatura
podem ser observados nas figuras 4, 5 e 6.

OH

OH

1 2 3

Figura 9 — Diferenca no tipo de acoplamento nos taninos condensados do tipo A: 1= robinetinidol-
(2B>7;4B>8)-epicatequina e do tipo B: 2= epicatequina-(4p—>6)-catequina e 3= epicatequina-
(4B—>8)-catequina

Segundo Hagerman (1992) a presenca de ésteres de galato pode mudar

consideravelmente as propriedades biologicas dos taninos.

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

2.5.1 Atividades farmacolégicas e toxicologicas

Panizza et al. (1988) demonstraram acgao cicatrizante da infusdo das cascas
de Stryphnodendron barbadetiman (Vell.) Mart., utilizando camundongos depilados
no dorso, em &reas delimitadas, onde se praticaram incisdes. Esta atividade foi
confirmada por Neves et al. (1992a), no extrato aquoso das cascas de S.
adstringens (Mart.) Coville.

Sanches (2004) e Lopes (2003) evidenciaram acao cicatrizante através do
aumento significativo da proliferagdo celular epitelial nas feridas de ratos tratadas
com pomadas contendo extrato bruto ou fragdo acetato de etila a 2,5%, obtidos, das
cascas de S. obovatum e S. polyphyllum, respectivamente, em relacdo a fracéo

aguosa.

A capacidade de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa a partir de extratos brutos da casca de S. adstringens foi

demonstrada por Bersani-Amado et al. (1996).

Sanches et al. (2002) avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato bruto,
fracdo aquosa e fracdo acetato das cascas de Stryphnodendron obovatum Benth.,
tendo sido demonstrado resultado positivo frente a bactéria Staphylococcus aureus,

apresentando uma CIM de 62,5 pg/mL.

Toledo (2002) também evidenciou atividade antimicrobiana frente a bactérias
Gram negativas e Gram positivas, de subfracdes do extrato acetato de etila de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, constatando que, os mondmeros e

dimeros, isolados neste trabalho, ndo demonstraram a mesma atividade.

Tokarnia et al. (1998) avaliaram o aborto em vacas provocado pela
intoxicacdo induzida através da ingestdo de favas de Stryphnodendron obovatum
Benth. Foram observados 0s seguintes sintomas: diminuicdo de apetite, diminuicédo
da atividade ruminal, sialorréia, dificuldade de se levantar, andar desequilibrado,
tremores musculares e emagrecimento e, trés das sete vacas avaliadas tiveram

aborto, ap6s 20-30 dias.

A atividade antiulcerogénica de extrato de barbatimao [S. adstringens (Mart.)
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Coville] foi avaliada por Audi et al. (1999), em diferentes modelos de ulceragdo
gastrica, com resultados positivos, confirmando estudos anteriores de Neves et al.
(1992a e 1992b) e Lima et al. (1998).

Martins et al. (2002) demonstraram significativa acdo antiulcerogénica do
extrato bruto e fracdes semipurificadas de Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville avaliando o potencial da atividade de inibicdo da secrecdo gastrica &acida

durante o experimento de estresse térmico em ratos.

Oliveira et al. (2002) evidenciaram efeito desregulador do ciclo estral de
ratas, utilizando extrato metandlico das cascas de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville.

Herzog-Soares et al. (2002) avaliaram a atividade tripanocida in vivo de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. Constataram uma reducao significativa
no numero de parasitas de Tripanossoma cruzi, evidenciado por uma efetiva
interferéncia sobre a curva de parasitemia no sangue de camundongos infectados
com formas promastigotas do parasito, os quais, apos 24 h, foram tratados por via
intra-gastrica com 0,1ml de extrato das cascas da planta, na concentracao de 400

ppm, por dez dias.

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

estanho.

Baurin et al. (2002) avaliaram a atividade antitirosinase de S. barbatimao
Mart., demonstrando uma reducdo de 90% na inibicdo da tirosinase in vitro. O
resultado foi semelhante aquele obtido com a referéncia, utilizando o cogumelo
Morus alba, que inibiu a atividade da tirosinase em 97%. Este resultado é
interessante, ja que o género nado revelou a presenca de compostos naturais
descritos como inibidores da atividade da tirosinase. Outras pesquisas em

melandcitos humanos sao necessarias para confirmar estas atividades.

Atividade anticonvulsivante foi demonstrada nos estudos de Souza et al.

(2002b) em experimento com convulsdes induzidas por pentilenotetrazol utilizando
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extrato etandlico de S. coriaceum Benth.

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

Atividade antileishmanial do extrato de barbatiméo [S. adstringens (Mart.)
Coville], contra formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis foi
demonstrada através de estudos de Jorge et al. (1996) confirmado por Toledo
(2002), através de ensaios com fracdes e subfracdes de extrato de S.adstringens
(Mart.) Coville, com resultados superiores a 80% de inibic&o.

Rebecca et al. (2002) estudaram a toxicidade aguda do extrato bruto de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville apds administracdo oral em
camundongos. A DLso encontrada foi de 2699 mg/kg. A administracdo crbnica de
extratos nas concentragcbes de 800 a 1600 mg/kg, por 30 dias, provocou a
diminuicdo no peso corporal, involugdo do timo, aumento da glicose plasmatica e
aspartato aminotransferase, demonstrando um efeito toxico com a administracao

cronica de barbatiméao.

Rebecca et al. (2002) avaliaram, ainda, os efeitos do extrato bruto total de S.
adstringens (Mart.) Coville no metabolismo energético de figado de ratos, tratados
por um periodo de trinta dias e com dose diaria de 1600 mg/kg. O estudo
demonstrou que o extrato prejudica a fosforilacdo oxidativa de mitocondrias isoladas
de ratos Wistar e inibe a neoglucogénese. Se estes efeitos forem manifestados in
vivo, outros danos em processos biossintéticos podem ocorrer, tais como na sintese
de macromoléculas, as quais podem contribuir em pequena escala, no decréscimo

de ganho peso de peso corporal.

Sanches (2004) e Lopes (2003) evidenciaram atividade antioxidante do
extrato bruto, fracdo acetato de etila e subfracdes de Stryphnodendron obovatum e
S. polyphyllum, respectivamente. Esta atividade foi avaliada pelo método da reducao

do radical DPPH através da cromatografia em camada delgada.

Segundo Santos et al. (2002) a atividade bioldgica dos taninos condensados
esta relacionada com o grau de polimerizacdo. A afinidade por complexacdo com
proteinas ricas em prolina, atividade anti-radical livre e a atividade antiviral sédo

aumentadas pela polimerizacdo. Seu estudo também evidenciou o aumento de
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algumas atividades bioldgicas do S. polyphylllum, com relacdo ao S. adstringens,
pelo primeiro possuir uma quantidade maior de substancias contendo esterificagéo
com o &cido galico em sua estrutura, o que faz aumentar as hidroxilas fendlicas na
molécula, modificando, o arranjo espacial dos polimeros. Esta modificacdo no
arranjo espacial pode, também, aumentar a seletividade das mesmas por receptores

especificos.

2.5.1.2 Formagéo de radicais livres e antioxidantes

A autoxidacao, reacdo complexa catalisada por fatores extrinsecos que se
inicia com a formagdo de radicais livres, além de afetar profundamente as
caracteristicas sensoriais de alimentos e medicamentos pelo desenvolvimento de
sabor e odor desagradaveis tornando-os inaceitaveis pelos consumidores, também
reduz o tempo de vida util dos mesmos. Os produtos da oxidacéo lipidica podem,
ainda, desencadear a peroxidacéo in vivo, resultando em problemas de saude como
cancer, arterosclerose, artrite reumatdide, doencas auto-imunes, doenca de
Parkinson, entre outras doencas (HALLIWELL, 1996; HASLAM, 1996).

A atividade metabdlica normal do organismo humano produz
constantemente radicais livres, 0os quais sdo moléculas ou fragmentos de moléculas
gue possuem elétrons livres, ou ndo pareados, em sua Orbita externa. Os elétrons
livres destas moléculas fazem com que as mesmas se tornem altamente reativas
(CHEESEMAN; SLATER, 1996), atacando componentes celulares como DNA e
RNA, membrana celular e outras substancias oxidaveis, acelerando o
envelhecimento e, podendo, assim, contribuir para a instalacdo de doencas
degenerativas (KLEIN, 2002).

Os radicais livres centrados em O: sdo formados fisiologicamente nos
sistemas bioldgicos a partir de compostos enddgenos. Pode-se citar a fosforilacédo
oxidativa, reacdo responsavel pela geracdo de energia ao organismo através do
ATP, realizado na mitocondria, como um bom exemplo de formacédo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) ou radicais livres. A fagocitose excessiva e a ativacéo do
metabolismo do acido araquidbnico, nos processos de inflamacdo, também, séo
fontes endogenas de formacdo de radicais livres. Ao mesmo tempo, fatores

exogenos (radiagdo UVA, pesticidas, poluicéo, cigarro, medicamentos antitumorais,
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estilo de vida ndo saudavei) também contribuem para a formagéo de radicais livres
(HIRATA, 2004).

Na formacado de radicais livres a molécula de oxigénio € a grande vil&, por
ser relativamente labil e reagir mais facilmente, contribuindo para a formacao dos
mesmos. Nao estd devidamente esclarecido, mas acredita-se que o oxigénio, na
presenca de catalisadores como luz visivel, radiacao ionizante, radiacédo ultravioleta,
temperatura e metais pesados, sejam os iniciadores desta etapa (MELO; GUERRA,
2002).

O oxigénio pode ser considerado como um birradical, pois possui dois
elétrons desemparelhados. Esta estrutura corresponde ao O2 em estado
fundamental, também chamado de oxigénio triplete (302). O oxigénio é um agente
oxidante, ao oxidar-se um composto se reduzira por ganho de elétrons, caso o Oz
aceite quatro elétrons, se formara uma molécula de agua. Caso ganhe um elétron, o
produto obtido € o superoxido (O2). A adicdo de outro elétron formard o anion
peroéxido (02%), que ndo possui elétrons desemparelhados, ndo sendo considerado,
portanto, um radical livre. Normalmente, nos sistemas biologicos, a reducao parcial

do oxigénio por ganho de dois elétrons produz o peréxido de hidrogénio (H202).

A unido O-O do peroxido de hidrogénio é relativamente |abil e pode ocorrer
sua decomposicdo, formando o radical (OH"), altamente reativo. Esta reacdo &
conhecida como reacdo de Haber-Weiss. Sua velocidade é grandemente favorecida,
pela presenca de ions ferro (Fe*®) e cobre (Cu*?). Por outro lado, o ion férrico pode
ser reduzido a ion ferroso pelo radical superéxido e pela “via de Fenton”. Em
presenca de H20 é oxidado novamente a ion férrico, com a formacdo de um radical
hidroxila (OH") (GUERRA; FANAN, 1994) (Esquema 1).

Complexo de Fe*® + O,* _>‘ O + complexo de Fe*?
Complexo de Fe*? + H, 0, O, + complexo de Fe*3* OH -

Esquema 1 - Formacao do radical livre hidroxila pela via de Fenton
Fonte: Guerra; Fanan, 1994

A molécula de oxigénio pode, também, absorver energia, passando para um
estado excitado de maior energia, formando o oxigénio singlete, tendo um poder
oxidante maior que o oxigénio triplete. O anion O ", o peroxido de hidrogénio (H20>),

o radical hidroxila (OH) e o oxigénio singleto (1O2) sdo chamados de espécies
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reativas de oxigénio (ERO) (LLESUY, 2002) (Esquema 2).

H,O
+4e
energia +le
102= 302 > Oy
+2e
+le
H0O;
+le
HO'+ HO —— > H,0
+le

Esquema 2 - Formacao das espécies reativas de oxigénio (ERO).
Fonte: Llesuy, 2002

Além das espécies reativas de oxigénio, outros radicais livres estédo
envolvidos nos processos bioldgicos, tais como: complexos de metais de transicéo
(Fe*3/Fe*? e Cu*?/ Cu*), radicais de carbono (triclorometil), radicais de enxofre (Tiol),

radicais de nitrogénio (fenildiazina e 6xido nitrico) (SOARES, 2002).

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

caminhos (MELO; GUERRA, 1994), conforme pode ser observado no esquema 3.
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1) Iniciacéo

RH> R +H*

2) Propagacéo
R+ 02 > ROO

ROO+ RH > ROOH + R

3) Término
2R 2> R-R
ROO + R > ROOR
2RO0O > ROOR +03

Esquema 3 - Autoxidacao de acidos graxos poliinsaturados

Os radicais livres podem, também, provocar modificacbes nas proteinas
celulares, resultando em sua fragmentacéo, “cross linking”, agregacéao e, em certos
casos, ativacdo ou inativacdo de certas enzimas. A reacdo de radicais livres com
acidos nucléicos também foi observada, gerando mudancas em moléculas de DNA e
acarretando certas aberracdes cromossdmicas (SOARES, 2002). Pode-se citar,
também, a acdo toxica resultante de altas concentracbes de ion superéxido e
peroxido de hidrogénio (HALLIWELL et al., 1995).

O organismo humano dispe de um mecanismo de defesa formado por
diferentes antioxidantes (superdxido dismutase, glutation, catalase) e outros, por
exemplo, a vitamina E, o &cido ascoérbico, o p-caroteno que provém da dieta
alimentar (HASLAM, 1996).

Mas, algumas vezes, estas substancias ndo conseguem deter de maneira
eficaz os radicais livres, diz-se, entdo, que o organismo encontra-se em estado de
estresse oxidativo, o qual representa um aumento na concentracdo de radicais
livres, por diminuicdo das defesas organicas, por elevacdo da producdo de radicais

livres ou a combinacédo das duas condi¢des (LLESUY, 2002).

Todos estes problemas relacionados com os radicais livres tém levado a
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inUmeras pesquisas, na tentativa de se encontrar substancias comprovadamente

antioxidantes, que poderiam minimizar os efeitos relatados.

Os antioxidantes séo classificados em primarios e secundérios, de acordo
com seu tipo de acdo e, em sintéticos ou naturais, de acordo com a origem. A
atividade antioxidante € evidenciada em pequenas concentracdes, quando
comparados com o substrato oxidavel, prevenindo, significantemente, a oxida¢édo do

mesmo (HALLIWELL et al., 1995).

Os antioxidantes verdadeiros (priméarios) agem interrompendo a cadeia de
reacdo através de doacdo do elétron ou hidrogénio aos radicais livres,
transformando-os em compostos estaveis. Varios antioxidantes agem desta maneira
como: butil-hidréxi-anisol, butil-hidroxi-tolueno, ésteres do acido galico, t-butil-
hidroquinona, tocoferol e flavonoides. Os antioxidantes secundarios agem
retardando a etapa da auto-oxidacdo por diferentes mecanismos que incluem:
complexacado com metais, sequestro de oxigénio e decomposicao de hidroperoxidos
(GORDON, 1990).

Na década de 80 teve inicio o interesse pelos antioxidantes naturais, mais
precisamante os de origem vegetal com Chipault et al. (1982), devido aos estudos
gue comprovaram os efeitos toxicos de doses elevadas de antioxidantes sintéticos
(butil-hidréxi-tolueno, butil-hidréxi-anisol e t-butil-hidroquinona). Foram observados
efeitos sobre o peso do figado e marcada proliferacdo do reticulo endoplasmatico
(DURAN; PADILLA, 1993).

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

para, mas, ndo possuindo por este motivo, mudanca na acéo (Fig.10).
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OH

CHj OH  CH
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Figura 10 - Exemplo de antioxidantes sintéticos e naturais: 1= butil-hidréxi-tolueno, 2= galato de
epigalocatequina e 3= vitamina E

As substancias fenodlicas agem sequestrando radicais livres e algumas vezes
guelando os metais, portanto, a acdo engloba tanto a etapa de iniciacdo quanto a de
propagacdo (SOARES, 2002).

Varios estudos comprovam a atividade antioxidante dos flavondides, entre
eles cita-se otrabalho de Hussein et al. (1987), pela demonstracdo da inibicdo da
lipoperoxidacao in vitro no estagio de propagacédo, agindo como bloqueadores das
reacdes em cadeia provocadas pelos radicais hidroxila (OH). Referéncia ao trabalho
de Uchida et al. (1987) é feita por De Bruyne et al. (1999), relatando as propriedades
antioxidantes dos taninos condensados, em relacdo ao radical DPPH, anions

superoéxido e o radical hidroxil.

A epicatequina, via oral, demonstrou promover aumento da atividade das
defesas antioxidantes no plasma de ratos, comparados com o controle. Este estudo
fez parte da pesquisa sobre a atividade de taninos de Hamamelis virginiana L. para

determinacao de atividade antioxidante realizada por Masaki et al. (1994).

Varias espécies de algas marinhas foram estudadas em relacéo a diferentes
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ensaios de atividade antioxidante. Miranda et al. (1998) estudaram a microalga
Spirulina maxima, constituida por proteinas, minerais, vitaminas e compostos

fendlicos, a qual apresentou atividade antioxidante.

Desmarchelier et al. (1998) demonstraram acdo antioxidante nos extratos
aquoso e metandlico de Achyrocline satureioides (Lam.) DC., a qual é rica em

compostos fendlicos.

Moreira et al. (2002) observaram atividade antioxidante in vitro de fracdes
isoladas de Pseudopiptadenia contortal Rauschert, contendo &cido gélico,

epicatequina e galatos de catequina.

O extrato de sementes de cacau (Teobroma cacao L.) foi estudado por
Osakabe et al. (2000) e Hatano et al. (2002), e apresentou efeito antioxidante devido
as proantocianidinas presentes no extrato. Negro et al. (2003) obtiveram o mesmo

resultado com as proantocianidinas isoladas do vinho.

No trabalho realizado por Oliveira et al. (2002) a quercetina apresentou
atividade antioxidante como moduladora das espécies reativas de oxigénio (EROS),
por células fagocitarias em lesdes cronicas, coincidindo com as afirmacbes de
Fernandez et al. (2002).

Fenglin et al. (2004), em seu trabalho com extrato metandlico das folhas
frescas de 300 plantas medicinais chinesas, encontraram 56 espécies, ricas em

taninos e flavonoides, com grande capacidade de sequestro de radicais livres.

Os antioxidantes vegetais sdao de natureza muito variada, mas, 0s
compostos fendlicos tém sido apontados como responsaveis, atualmente, com maior
acao antioxidante, sendo representados pelos flavondides e isoflavonoides, taninos,

lignanas, xantonas e outros.

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

Antolovich et al. (2002) em uma revisdo sobre 0s métodos para testar
atividade antioxidante, afirmam que os diferentes ensaios podem ser realizados in

vivo e in vitro, sendo necessario para o desenvolvimento dos mesmos estabelecer
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modelos de indugéo de oxidagéo, selecionar o agente indutor do dano oxidativo e 0

modo de se mensurar o efeito exercido pelo antioxidante ou sua extensao.

Observaram ainda, que, a maioria dos ensaios utiliza o envolvimento da
oxidacdo acelerada, os quais envolvem a adicdo de um agente iniciador
(temperatura, agitacdo, pressao parcial de O, metais de transi¢cdo, exposicéo a luz)
e uma fonte de radicais livres especifica. Esses radicais sdo, entdo, oxidados sob
condicdes padronizadas e é medido o grau de oxidacao, ou sua extensao.

Cada método possui uma forma de expressar o resultado de forma direta ou
indireta, através da medida da raz&o ou da extensédo de: a) decréscimo do substrato
ou pesquisa do consumo de oxigénio; b) formacédo de produtos de oxidacdo ou c)

formacé&o ou decréscimo de pesquisas de radicais livres.

2.5.1.3 Métodos para avaliagao de atividade antioxidante

Existem diversas metodologias disponiveis para detectar a capacidade

antioxidante.

O método de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) tem
sido extremamente utilizado para avaliar a atividade de sequestro de radicais livres
de antioxidantes naturais. Varios componentes fitoquimicos (flavondides,
fenilpropandides, acidos fendlicos) sdo conhecidos pela sua capacidade antioxidante
em frutas e vegetais. O sequestro de radicais livres é geralmente tido como o

responsavel por inibir a peroxidacao lipidica (PELATTI et al., 2003).

Este ensaio € baseado na reducdo de uma solucéo alcodlica de DPPH, na
presenca de um doador de hidrogénio (antioxidante), devido a formacdo de uma
forma nao radical livre (DPPH-H) (Fig. 11).

O DPPH* remanescente € medido a 517 nm apd6s 30 min. O decréscimo da
absorvancia corresponde inversamente a atividade de sequestro de radical livre da
amostra, acompanhada simultaneamente de mudanca de coloracao violeta escura
original do radical para uma coloracdo amarela do produto oxidado (PELLATI et al.,
2003). O método €é simples, rapido e sensivel, utiliza reagentes de custo

relativamente baixo e ndo faz uso de instrumentos sofisticados.
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N +A
O-N 2 .o
? Q/ OoN NO,
Figura 11 - Estrutura do DPPH radical livre (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e reduzido

(difenilpicrilhidrazina).

Fonte: Brand-Willians et al., 1995.

Os mecanismos de reacdo entre as substancias fendlicas e o DPPH* foram
descritos por Brand-Willians et al. (1995) e parecem envolver, de forma isolada ou
combinada, a dimerizacdo por acoplamento oxidativo de dois radicais formados,
seguida da regeneracao de dois grupos hidroxila pela transferéncia do hidrogénio,
podendo novamente reagir com DPPH* e, por ultimo um radical de DPPH* pode se

estabilizar com um radical aril (Fig. 12)

DPPH:

O™
O-H

o) G :

DPPH -H

NO»

Figura 12 - Mecanismo de acao provéavel entre o radical DPPH e substancias fendlicas.

a= dimerizacéo e b= estabilizagdo de um radical DPPH
Fonte: Brand-Willians et al., 1995.
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A forma de expressar o0s resultados como a capacidade de
sequestrar/reduzir o radical DPPH, pode ser apresentada de formas variadas,
dificultando as comparacfes. Podem-se expressar o0s resultados em forma de
porcentagem (HOLLEY; CHEESEMAN, 1993; LU; FOOD, 2001; CHOI et al., 2002),
pelo valor de ICs0 (BRAND-WILLIANS, 1995; FENGLIN, 2003; PELLATI et al 2003) o
gual mede a quantidade de substancia antioxidante necesséria para reduzir em 50%
a concentracao inicial de DPPH*, e, também, pelo poder antioxidante ou poder anti-

radical, o qual expressa a relagéo inversa da ICso (BRAND-WILLIANS et al., 1995).

O método da determinacdo da capacidade antioxidante através da reducédo
do complexo fosfomolibdénio, baseia-se na reducdo do Mo*® para Mo*® pela solucédo
amostra (em agua, metanol, etanol, dimetil sulféxido ou hexano), com subsequente
formacdo de um complexo fosfato-Mo*® de coloracdo verde, em pH acido, que é
medido a 695 nm (PRIETO et al, 1999; FOOD, 2001). Este método também é

considerado simples e de baixo custo como o do sequestro do DPPH®, mas, utiliza
altas temperaturas por tempo prolongado, ao contrario do método do sequestro de
DPPHe®. O resultado é expresso através do numero de equivalentes de &cido

ascorbico (vitamina C) considerado como padrdo, cuja atividade antioxidante é
considerada 1 (100%) (MAY, 1999; VANDUJIN et al., 2002) e também da vitamina E
e acido galico (PRIETO et al., 1999; DASGUPTA; DE, 2004)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi tracar o perfil fitoquimico de uma fracédo
semipurificada obtida das cascas de Stryphodendron polyphyllum Mart. e avaliar a
capacidade antioxidante do extrato bruto, fracdo acetato de etila e fragcdo aquosa.

3.2 Objetivos especificos
e Caracterizar a matéria-prima vegetal

e Analisar o conteudo quimico da fracdo acetato de etila das cascas de
Stryphnodendron polyphyllum Mart.
e Avaliar a capacidade antioxidante in vitro do extrato bruto e das fracdes

aquosa e acetato de etila.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Droga vegetal

As cascas de Stryphnodendron polyphyllum Mart. foram coletadas em 12 de
dezembro de 2002, em Abadia de Goias, no estado de Goias, Estancia Martair, BR
060 (S 16°45’ 33,9”; W 049°25'08,2”; 864 m de altitude). Uma exsicata do material
vegetal foi depositada no herbéario da Universidade Estadual de Maringa sob o n°
HUM 9139 e sua identificacdo foi realizada pela Profa. Dra. Cassia Ménica
Sakuragui, do Departamento de Biologia da UEM.

4.2 Solventes, reagentes e solucdes

Todos os reagentes, exceto quando especificado, possuiam grau de pureza
pré andlise (p.a.), e de marca Merck®, Sigma®, Carlo Erba®, Mallinckrodt® ou Synth.

Foi usado etanol comercial 93,6 °GL da Cocamarr.

e Acetato de etila

e Acetona

e Acetona deuterada Isotec®

e Acido formico

e Anidrido acético

e Agua destilada

e Butil-hidréxi-tolueno (BHT)

e Cloroférmio

e Cloroférmio deuterado Isotec®

e Gel de silica com gesso preparativa PF2sa
e Metanol

e Metanol deuterado Isotec®

e Placas cromatograficas de gel de silica F2s4, 0,200 mm espessura,

fabricado pela Merck®

¢ N-propanol
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Piridina

Tolueno

Solucao de cloreto férrico 1% em etanol

Solucéo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) 1 mmol I'* em metanol
Reagente de Folin-Ciocalteau 2 N, Laborclin

Solucéo de carbonato de calcio R

P6 de pele R levemente cromado para determinacdo de taninos,
Freiberg, Alemanha

Solucéo de acido sulfdrico 0,6 mmol |1
Solucéo de fosfato de sédio 28 mmol |1

Solucéo de molibdato de aménio 4 mmol |2

4.3 Equipamentos

Aparelho de espectroscopia de ressonancia nuclear magnética Varian,
Mercury Plus 300BB

Balanca analitica AND HR-200

Balanca Gehaka BG-2000

Bomba de vacuo FMIQ2

Céamara de UV 254 nm

Coletor de fragbes ISCO modelo 328

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

Espectrofotdmetro Varian UV/VIS Cary 1E VARIAN

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

Estufa de secagem e esterilizacdo — Fanem 315 SE

Evaporador rotatorio Bichi R-153 e R- 3000 V

Liofilizador Christ Alpha 1-2

Ultra-turrax UTC115KT

Ultra-som Unique - USC 1540, 25KHz
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e Moinho de martelos - TIGRE ASN-5
e Vortex Phoenix - AP56

4.4 Obtencdo e moagem da planta

A planta coletada foi submetida a secagem a temperatura ambiente (25 + 4

°C). As cascas secas foram moidas em moinho de martelos.

4.5 Anélise fisico-quimica e quantitativa

4.5.1 Determinacao da perda por dessecacao

Dois gramas de amostra do p0 das cascas, exatamente pesados, de
Stryphnodendron polyphyllum Mart. foram colocados em pesa-filtros previamente
tarados, sendo dessecado em estufa a 105 °C, até peso constante. Os valores
representam a media de trés determinacfes e sdo expressos em percentagem (%
p/p) (FARMACOPEIA, 2000).

45.2 Teor de extrativos

Aqueceu-se 1,0 grama da amostra, pesado analiticamente, com 100 ml de
agua, sob refluxo por 10 min. Apos o resfriamento, completou-se o volume em bal&o
de 100 ml e filtrou-se. Desprezaram-se os primeiros 20 ml do filtrado. Pesou-se em
pesa-filtro previamente tarado exatamente 20 g do restante do filtrado, evaporou-se
em banho-maria fervente por completo. Colocou-se em estufa a 105 °C por 2 h,
retirado e colocado em dessecador por 25 min para esfriar e em seguida procedeu-
se a pesagem. Para cada amostra foram realizadas trés determinacoes
(FARMACOPEIA, 2000).

O teor de extrativos foi calculado em massa percentual, segundo a equacao:
TE = g.FD.100/m
onde: TE=teor de extrativos (%,m/m);

g= massa do residuo seco (g);
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m= massa da amostra (g)

FD= fator de diluicéo (5).

4.5.3 Determinacao do teor de taninos totais

Foram pesados exatamente 0,750 g da droga vegetal, que foram
transferidos para um erlenmayer com 150 ml de 4gua e deixado durante 30 min em
banho-maria a uma temperatura de 80-90 °C. Apds, resfriou-se o erlenmeyer em
agua corrente sendo transferido, seu contetdo, para um baldo volumétrico de 250
ml, lavando-se e completando-se o volume com agua. Tomaram-se cerca de 80 ml
do extrato, que foi filtrado através de papel de filtro, desprezando-se os primeiros 50
ml. O filtrado foi denominado solugdo-méae (SM). Para a determinacao de polifendis
totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com agua em baldo volumétrico de 25 ml.
Dois mililitros desta solugdo foram transferidos com 1 ml de solugdo de acido
fosfotingstico R (reagente fendlico de Folin-Ciocalteau) e 10 ml de agua para um
baldo volumeétrico de 25 ml, completando-se o volume com solucdo de carbonato de
sodio 14,06%. Ap6s 15 min da adicdo da ultima solucdo mediu-se a absorvancia a
691 nm, empregando-se a agua como branco. Para determinacédo de polifenéis ndo
adsorventes (PNA), 10 ml da SM foram transferidos com 0,100 g de po6-de-pele R
para um béquer e agitados durante 60 min. Apds, a solucédo foi filtrada. Cinco
mililitros desssa solucdo foram tranferidos com 1 ml de solugcdo de acido
fosfotingstico R (reagente fendlico de Folin-Ciocalteau) e 10 ml de agua para um
baldo volumétrico de 25 ml completando-se o volume com solucdo de carbonato de
sédio 14,06%. Apds 15 min da adicdo da ultima solucdo mediu-se a absorvancia a
691 nm, empregando-se a 4gua como branco. O conjunto de operacdes (extracdo e

diluicdes) foi realizado sob protecao da luz direta (GLASL, 1983).

A percentagem de taninos totais foi calculada segundo as equacoes:

PT= 15625 . Abs /1000. m PNA= 15625. Abs/ 1000 .m TT=PT-PNA
onde: PT polifendis totais (%);
PNA= polifendis ndo adsorventes (%);

Abs= absorvancia medida;
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m= massa da droga em g;

TT= teor de taninos totais (%).

4.6 Obtencao do extrato bruto

Pesou-se 1,8 kg da droga moida que foi colocada em maceracdo com 18 |
do solvente: acetona: agua (7:3; v/v) por 30 min. ApGs este tempo foi empregada a
turbdlise (Ultra-turrax)®, por 30 min, em intervalos de 10 min (TOLEDO, 2002), para
o resfriamento do sistema. Em seguida ao processo de extracdo, a filtragdo foi
realizada com sucessivas trocas do material filtrante, sob pressédo reduzida e,
concentrado em evaporador rotatorio sob pressédo reduzida para eliminacdo do
solvente organico. Em seguida, foi efetuado o congelamento em nitrogénio liquido,

liofilizado, pesado e armazenado em freezer.

4.6.1 Obtencéo da fracdo acetato de etila (FAE)

Foram pesados 50 g do extrato bruto liofilizado, solubilizando-os em 500 ml
de agua destilada. Em seguida procedeu-se a particéo liquido/liquido com 500 ml de
acetato de etila, por 12 vezes. Repetiu-se 0 procedimento por cinco vezes com 50 g
de extrato bruto liofilizado, cada vez, totalizando 250 g de extrato bruto. Empregou-

se na particdo, 30 | de acetato de etila e 2,5 | de agua destilada.

As fases, aquosa e acetato de etila foram separadas, concentradas em
evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, até completa eliminacdo do solvente
organico. Em seguida foram congeladas; liofilizadas, pesadas e armazenadas em

freezer.
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4.7 Métodos cromatograficos

Para o isolamento de substancias quimicas a partir da FAE, foram
empregados diversos métodos cromatogréficos.

4.7.1 Cromatografia em coluna da FAE

O fracionamento da FAE foi realizada em coluna de vidro (h: 750 mm; @: 55
mm) contendo Sephadex® LH-20 como fase estacionaria. A coluna, apos limpeza
apropriada, foi estabilizada com etanol 40%. Adicionaram-se 20 g da FAE,
dissolvidos em quantidade suficiente do eluente (etanol 40%). Apés solubilizacao, o
extrato foi adicionado ao topo da coluna com auxilio de pipeta Pasteur. Deixou-se
passar o eluente de forma continua por 24 h. A sequéncia de fase movel
empregada, em proporcao volumeétrica, foi a seguinte: etanol/agua 40, 50, 70, etanol
93,6 °GL, acetona/agua (7:3), conforme a tabela 1.

Tabela 1 - Gradiente da fase mével utilizada para CC da fracao acetato de etila

Fase moével (v/iv) Volume (ml)
Etanol 40 1200
Etanol 50 6260
Etanol 70 1170
Etanol 93,6 °GL 3850
Acetona:agua (7:3) 2000

Em cada tubo de ensaio foram recolhidos 10,0 ml com fluxo de 1,0 ml/min.

com o auxilio de coletor de fracBes. Para obtencdo das diferentes fracdes foi
realizado acompanhamento cromatografico em camada delgada (gel de silica F2sa;
fase mdvel: acetato de etila:acido férmico:agua; 90:5:5; revelador: solucdo etandlica
de FeCls a 1%). Desta maneira, obtiveram-se 20 fracdes (F1 a F20) reunidas de

acordo com a semelhanca do perfil cromatografico em camada delgada. Cada fracéo
foi concentrada em evaporador rotatério sob pressao reduzida, congelada, liofilizada,

pesada e armazenada em freezer.
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4.7.2 Cromatografia em coluna das fragdes F4, F6, F8 e F10 e das subfracdes
F3#1, F3#2, FA#6, F6#2, F6#3 e F6#4

As fragOes (F4, F6, F8 e F10) e as subfragbes (F3#1, F3#2 e F4#6; F6#2;
F6#3 e F6#4), estas, obtidas através da cromatografia de contra-corrente de alta
velocidade, foram recromatografadas, uma a uma em coluna (h: 320mm; @: 30 mm;
h: 400 mm, @ 25 mm; h: 600, @ 15 mm), empregando-se Sephadex® LH-20 como
fase estacionéria. A sequéncia de eluentes foi: etanol 4%, 8% e 12%. Cada amostra
foi dissolvida em pequena quantidade do primeiro eluente e em seguida procedeu-se
a aplicacdo da mesma, na coluna, com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Em cada
tubo de ensaio foram recolhidos 5 ml com fluxo de 1,0 ml/min para obtencdo das
diferentes subfra¢cdes. O monitoramento foi efetuado através de CCD (item 4.7.3).
Cada fracdo, reunida por semelhanca cromatografica, foi concentrada em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, congelada, liofilizada, pesada e

armazenada em freezer.

4.7.3 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada foi realizada em placas de aluminio
contendo gel de silica F2s4 (Merck®), utilizando-se como fase mével acetato de etila:

acido férmico: agua (90:5:5; v/v), visualizado em lampada de ultravioleta a 254 nm e,

em seguida, utilizou-se como revelador a solucéo etandlica de cloreto férrico a 1%.

4.7.4 Cromatografia em contra-corrente de alta velocidade para as fracdes F3,
F4,F5, F7 e F9

O sub-fracionamento das fracBes foi realizado em cromatégrafo de contra-
corrente de alta velocidade (CCCAYV). As fases estacionaria e mével foram obtidas
através da mistura de acetato de etila:n-propanol:dgua (140:8:80; v/v) o qual foi
agitado em funil de separacdo. A fase inferior (aquosa) foi denominada fase
estacionaria e a fase superior (organica), de fase moével. As fracdes foram
solubilizadas na proporcéo de 1:1 das fases superior e inferior, em um volume de 10
ml, e, em seguida, injetadas. As amostras foram coletadas em tubo de ensaio com

um fluxo de 1 ml/min e cada tubo monitorado por CCD (item 4.7.3). As subfractes
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obtidas foram concentradas em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida,

liofilizadas, congeladas e armazenadas em freezer.

4.7.5 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

Algumas substancias isoladas, que ndo se conseguiu um alto grau de
pureza, foram derivatizadas quimicamente por acetilacdo e em seguida foram
solubilizadas e aplicadas em forma de linha sobre placas de vidro (20x20 cm)
contendo gel de silica PF254 com gesso (Merck®), com espessura de 0,75 mm. A

fase mével empregada foi tolueno:acetona (7:3; v/v).

As bandas correspondentes as substancias foram demarcadas sob luz UV
254 nm, calculando-se o valor do Rf para cada substancia. Em seguida raspou-se a
area e solubilizou-se em cloroférmio. Filtrou-se em funil de filtro sinterizado G4,
eliminando-se o cloroférmio em evaporador rotatério sob pressao reduzida. A
amostra foi deixada na capela a temperatura ambiente para completa eliminacao do

solvente, sendo posteriormente congelada, liofilizada e armazenada em freezer.

4.8 Derivatizacdo das substancias isoladas

As amostras de até 100 mg foram adicionados 1 ml de piridina e 1 ml de
anidrido acético em baldo de fundo redondo de 100 ml. Deixou-se em repouso por
24 h para completa reacdo, protegidas da luminosidade. Apds, foi colocado gelo
picado interna e externamente ao baldo, ficando em repouso por 2 h. Em seguida,
procedeu-se a filtracdo sob pressao reduzida através de funil de vidro sinterizado G4
e a substancia acetilada foi lavada com agua até completa eliminacdo da piridina. A
substancia acetilada foi, entdo, solubilizada em cloroférmio e retirou-se o solvente
em evaporador rotatério de forma sucessiva até eliminacdo total da piridina,
transferindo-se entdo, para um frasco e colocado na capela a temperatura ambiente
para total eliminacdo do solvente. Apds, a substancia foi congelada e liofilizada e

armazenada em freezer.

4.9 Andlise estrutural das substancias isoladas

A andlise estrutural das substancias isoladas foram realizadas através de
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métodos espectrofotométricos de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D (H,
13C) e 2D (*HAH COSY, NOE e HMQC). Os espectros foram analisados,
interpretados e comparados com dados de literatura. Os espectros de RMN foram

obtidos em aparelho Varian Mercury Plus, de 300 MHz para 'H e 75,45 MHz para

13C. Os espectros das substancias foram obtidos no Departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Maringa. Os espectros de massas foram obtidos junto ao
Instituto de Quimica Organica da Universidade de Minster, na Alemanha,

empregando-se 0 espectometro de massas Quatro LCZ Micromass.

4.10 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante do extrato bruto, fracdo acetato de etila e a fracao
aquosa foram realizadas atravées do método do sequestro do radical DPPH
(HATANO et al., 1988; AMAROWICZ et al., 2004) e pelo Método da reducdo do
complexo fofomolibdénico (PRIETTO et al., 1999). Os ensaios foram realizados em

triplicata (n=3).

4.10.1 Determinacdo da capacidade de sequestro de radicais livres pelo

método do DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Foram realizadas baterias com 5 tubos para o extrato bruto, fracdo acetato
de etila, fracdo aquosa e vitamina C, nas concentracdes de 1,5; 2,5; 5; 10 e 20 ug/mi
em 4 ml de metanol. Apdés, foi acrescentado, em todos os tubos, 0,5 ml de uma
solugdo de DPPH a 1 mmol I'X. A mistura de cada tubo foi agitada em vortex por 15
s, mantida em temperatura ambiente por 30 min protegidas da luz, e em seguida,

procedeu-se a leitura da absorvancia em espectrofotdmetro a 517 nm.

O branco foi preparado com 4 ml de metanol, adicionado de 0,5 ml de
solugdo de DPPH a 1 mmol I, a qual foi reduzida com 2 mg de butil-hidréxi-tolueno
(BHT). Foi efetuada, também, a leitura do controle negativo preparado com 500 ul da

solucdo de DPPH 1 mmol I'1, em 4 ml de metanol.
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A atividade anti-radicalar (RSA-radical scavenging activity) foi calculada
como a percentagem de descoloragéo do radical DPPH, usando a equacgao:

% RSA= 100 x (1 - AE — AD), onde: AE é a absorvancia da solugdo quando
um extrato foi adicionado em determinada concentracdo, e AD é a absorvancia da
solucéo do radical DPPH (HATANO et al., 1988; AMAROWICZ et al., 2004).

Neste trabalho os resultados foram expressos na forma de 1Cso, quantidade
de substancia antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial
de DPPH' e, quanto menor o seu valor, maior a capacidade antioxidante da amostra.

Os valores de ICso foram calculados através de equacdes de regressao
linear das concentracdes dos extratos e da porcentagem de inibicdo do radical livre
(ANEXO 1).

4.10.2 Determinacao da capacidade antioxidante pelo método da reducéao do

complexo fosfomolibdénio

Uma aliquota de 0,3 ml da amostra e da vitamina C a 200 ug/ml em metanol,
foi adicionado de 3 ml de uma solucéo reagente (acido sulfarico 6 mmol I, fosfato
de s6dio 28 mmol It e molibdato de aménio 4 mmol |1, completado com agua
destilada) em tubo de ensaio. Em seguida os tubos foram cobertos individualmente e
incubados a 95 °C por 90 min, em banho-maria. Apés resfriamento a temperatura
ambiente, foi efetuada a leitura da absorvancia a 695 nm contra um branco (3 ml da
solucdo reagente com 0,3 ml de metanol). Quanto maior a absorvancia, maior a
capacidade antioxidante da amostra. A capacidade antioxidante foi expressa em
comparacao como o numero de equivalente de acido ascérbico considerada 1 (um),

100%, através da capacidade antioxidante relativa (CAR) a vitamina C.

4.11 Analise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como média *+ o desvio padrao (DP) para
um numero de amostra (n) de, pelo menos, trés experimentos independentes,
realizados em triplicata. Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se a analise
de variancia de uma via (Anova) quando comparados trés ou mais amostras, por
meio do programa GraphPad Prism 3.03®, atraves do teste de comparacdo multipla
de Tukey, com intervalos de confian¢a, quando indicado, e, foram considerados

significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdao fisico-quimica e quantitativa

5.1.1 Perda por dessecacgéo

A perda por dessecacdo das cascas apresentou o seguinte resultado:
15,30% £ 0,35 (CV%-= 2,29), enquanto Lopes (2003) obteve 14,70 £+ 0,25 (CV 1,74),
para a mesma planta colhida no verédo, os quais se apresentam dentro de valores
determinados pela Farmacopéia (1959) que preconiza a umidade maxima de 15%
para S. adstringens (Mart.) Coville. Valores muito acima deste percentual poderiam
representar perda de atividade biologica ou mesmo facilitar o crescimento

microbiano, prejudicando, desta maneira, o material vegetal (CARDOSO, 2002).

5.1.2 Teor de extrativos

O teor de extrativos de uma droga € importante para se determinar a
capacidade de um liquido extrator em retirar substancias presentes na mesma.
Podem ser utilizados agua, etanol, metanol ou acetona, entre outros. Entretanto,

somente o0s solventes agua e etanol sdo preconizados em farmacopéias.

Neste trabalho, o teor de extrativos das cascas foi efetuado em agua,
obtendo-se um rendimento de 33,42% * 0,68 (CV%= 2,02). Lopes (2003) obteve
com a mesma droga vegetal coletada no verao teor de 34,48% + 0,50 (CV%= 1,46).
Para a droga coletada no outono Lopes (2003) conseguiu valor de 27,93%z+ 0,56
(CV%=1,99). Este fato pode ser devido ao vegetal encontrar-se em florada no verao,

no apice de sua atividade metabdlica.

5.1.3 Deteminacédo do teor de taninos totais

O método utilizado para a realizacdo do doseamento de taninos totais foi 0
de Folin-Ciocalteau com a adicdo de po-de-pele para a pesquisa de substancias
fendlicas capazes de se complexarem com proteinas. Este método baseia-se na

capacidade de associagdo dos taninos as proteinas e na reducdo do A&cido
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fosfotungstico com compostos fendlicos, resultando em cor azul profundo, que é
medido espectrofotometricamente. Esta reagcdo por nao ser especifica, necessita de
po-de-pele em etapa posterior, para que a complexacdo tanino-proteina torne o

método seguro, sendo utilizado pela Farmacopéia Européia (1997).

O resultado do doseamento do teor de taninos totais das cascas foi de
20,58% + 0,81 (CV%= 3,66). Este teor esta de acordo com o obtido por Lopes
(2003), que encontrou 19,51%=+ 0,54 (CV= 2,79), para a droga vegetal coletada no
verdo. Na coleta de outono Lopes (2003) conseguiu um teor de 10,70% + 0,54
(CV=2,79). Portanto, devido a planta coletada no verdo ser mais rica em contetdo
fendlico, esta estacdo foi escolhida para a realizacdo dos ensaios fitoquimicos e de

capacidade antioxidante.

5.2 Fitoquimica

Para a obtencédo do extrato bruto foi utilizado o solvente acetona:agua (7:3;
v/v) pelo motivo do mesmo promover o bloqueio da associal¢cdo tanino-proteina,

proporcionando uma extracdo quantitativamente maior (SANTOS; MELLO, 2003).

A obtencao do extrato bruto (FEB) foi realizada com 1,8 kg de cascas secas
e moida, por turbo-extracdo, que resultou em 638 g de material liofilizado, com
rendimento de 35,44%.

Com 250 g do FEB procedeu-se a particao liquido/liquido com acetato de

etila e agua, obtendo-se 211,0 g de fracdo aquosa (FA) e 28,75 g de fracdo acetato
de etila (FAE). O método utilizado, turbélise ou o Ultra-Turrax®, é pratico e efetivo, o

inconveniente € que o mesmo gera calor e dificulta a filtracdo por fragmentar em
excesso 0 material durante o processamento. Para controlar estes problemas, a
técnica teve uma duracdo de 60 min com trés etapas de extracdo de 10 min cada,

com intervalos de 10 min entre uma etapa e outra.

O fracionamento com 20 g da fracdo acetato de etila, através da
cromatografia em coluna (Sephadex® LH-20) rendeu 20 subfracdes, de acordo com

fluxograma 1, tabela 2 e figura 13.
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DROGA VEGETAL
(cascas)
1,8 kg

Ultra-turrax®

acetona agua 7:3 (v/v)

EXTRATO BRUTO

638,0 g
Particdo liquido-liquido
agua:acetato de etila 1:1; 12x
FRACAO AQUOSA FRACAO
211,09 ACETATO DE ETILA
28,759
Cromatografia em Coluna
Sephadex®LH-20
F1aF20

Fluxograma 1 - Extragdo a partir das cascas de Stryphnodendron polyphyllum Mart. e fracionamento
da fracdo acetato de etila por cromatografia em coluna
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Fracao Tubos Quantidade (g) (%)
F1 001-145 0,0500 0,25
F2 146-225 0,7600 3,80
F3 226-295 0,3353 1,70
F4 295-325 0,7994 4,00
F5 326-360 1,0388 5,20
F6 361-374 0,3256 1,60
F7 375-420 0,6259 3,10
F8 421-450 0,3197 1,60
F9 451-550 1,3881 6,90

F10 551-574 0,3072 1,50
F11 575-629 0, 7629 3,80
F12 630-675 0,4775 2,40
F13 676-725 0,6515 3,30
F14 726-750 0,2619 1,30
F15 751-879 1,5092 7,50
F16 880-980 0,8175 4,10
F16 981-1080 1,1534 5,80
F18 1081-1135 0,4368 2,20
F19 1136-1210 0,2410 1,20
F20 1211-1405 0,3348 1,70
F21 1406-1600 5,1835 25,90
TOTAL 17,78 88,85%
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11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 13 - Cromatografia em camada delgada das 20 subfra¢cfes obtidas da FAE por cromatografia
em coluna. Sistema cromatogréfico: gel de silica Foss4; sistema eluente: acetato de etila:4cido
férmico:4gua (90:5:5; viv) e revelacao com cloreto férrico 1% em etanol
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Com o intuito de se obter o isolamento de substancias, procedeu-se o
subfracionamento das fragbes F-3 a F10. Com as fracdes F3, F4, F5, F7 e F9 foi
utilizado cromatografo de contra-corrente de alta velocidade (CCCAV), no
Laboratério de Quimica da UNESP, Campus de Araraquara e, para as fracdes F4,
F6, F8 e F10 foi utlizado cromatografia em coluna, no Laboratério de
Farmacognosia da UEM. Quando necessario foi efetuado nova cromatografia em
coluna de algumas subfragcdes para se conseguir o isolamento de substancias.

5.2.1 Substéancia | - &cido galico

F3 F3#2
CCAV CcC
4 v
F3#1 a F3#6 F3#2-1 a F3#2-8

J Substancia | (acido galico)

F3#2-3

Fluxograma 2 - Fracionamento cromatografico da F3

A fracdo (F3) (3353 mg) resultou, apds uso da CCCAV, em 6 subfracdes.
Devido a pequena quantidade obtida, ndo se obteve o isolamento de nenhuma
substancia pura. Assim, a subfracdo F3-2 (33,2 mg) foi novamente fracionada em
cromatografia em coluna (Sephadex® LH-20), resultando 8 subfra¢des conforme

fluxograma 2.

A subfracdo F3-2#3 (2,8 mg) apresentou uma Unica mancha na
cromatografia em camada delgada (CCD; sec¢éo 4.7.3; Rf = 0,72). ApGs revelacéo
com solucéo de cloreto férrico a 1% em etanol, apresentou-se com coloracdo azul
escuro intenso. O espectro de massas (ES-MS) no modo negativo apresentou pico

do fon pseudomolecular [M-H] em m/z 169 (Fig. 14). O espectro de RMN H,

apresentou um singleto em 3] 7,04 ppm correspondendo as hidrogénios H-2 e H-
(Fig. 15). A figura 16 corresponde ao espectro de RMN 3C e na tabela 3 encontram-
se os seus dados. Comparando-se os dados obtidos de RMN, tanto de *H como de

13C, com os da literatura (LU; FOO, 1999), a substancia | foi identificada como
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Tabela 3 - Deslocamentos quimicos de RMN *C da substancia | - &cido galico (CDsOD; 75

MHz, TMS, ppm)

Carbono (ppm) Literatura (D.O)*
C-2/6 109,12 110,52
C-1 121,18 121,38
C-4 138,27 135,93
C-3/5 145,17 144,94
C-7(COOH) 169,99 170,76

* Lu; Food, 1999.

Figura 14 — Espectro de massas da substancia | (acido gélico) por ESI no modo negativo
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5.2.2 Flavan-3-ol

5.2.2.1 Substancia Il - galocatequina

F4

CCAV
A 4

F4#1 a F#4-6

Substancia Il (galocatequina)
\ 4

FA#4

Fluxograma 3 - Fracionamento cromatografico da F4

A fracdo 4 (F4) (7994 mg) resultou em 6 subfracbes apds uso da CCAV. A
analise por CCD da subfracdo F4#4 (26,6 mg), conforme fluxograma 3, mostrou
mancha com Rf= 0,69 e coloracdo azul intenso apds revelacdo com FeCls. A
subfracdo F4#4 foi submetida diretamente a espectroscopia por RMN H. O espectro
de massas apresentou o pico do ion pseudomolecular [M+Na*]* da substancia Il em

m/z=329, estando em concordancia com o obtido por Mello et al. (1996a).

A andlise do espectro de RMN 'H, em metanol deuterado, mostrou sinais de
flavan-3-0is ou taninos condensados (Fig. 17, Tab. 4). Os hidrogénios alifaticos H-4
(axial e equatorial) absorvem como duplo dubletos em & 12,49 e & 2,80 ppm,

respectivamente.

A constante de acoplamento JH2-H3 de 7,2 Hz caracterizou uma configuracéo
relativa do tipo 2,3-trans de acordo com o proposto por Weinges et al. (1969). A
triildroxilagéo do anel B em C-3’, C-4’ e C-5’ foi comprovada pelo singleto em & 16,39

ppm, correspondendo aos hidrogénios H-2' e H-6'. O espectro COSY H/'H (Fig. 18)
mostra os acoplamentos entre: H-3 e H-4ax, H-3 e H-4¢q € H-3 e H-2 provando a

identidade destes hidrogénios. Na regido aromatica foi possivel observar o0s
hidrogénios H-6 (A) e H-8 (A) em & (15,85 e & (15,93 ppm, respectivamente, com 0

mesmo valor de acoplamento (2,4 Hz), podendo ser visualizado na figura 17.
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Assim, a substéncia Il foi identificada como galocatequina, tendo sido
isolada e identificada anteriormente de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
e Stryphnodendron obovatum Benth. (Mello et al., 1996a; Toledo, 2002; Sanches,
2004).

As subfracbes F5#5 (19,5 mg) e F7#6 (29,9 mg) também resultaram no

isolamento e identificacdo de galocatequina.
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Tabela 4 - Deslocamentos quimicos de RMN 'H da substancia Il -galocatequina (CDsOD;
300MHz, TMS, ppm)

Hidrogénio (ppm) Multiplicidade J (Hz)
2
Jhsaxrieq= 16,2
H-4 2,4 = 16,
ax 49 dd 23 =7 8
2JH4ax-H4eq: 16,2
H-4eq 2’80 dd 3JH4ax—H4eq: 5,4
H-2 (C) 4,52 d 3Juza= 7,2
8Jha-re= 7,2
H-3 (C) 3,96 ddd 3Jn3-raa= 7,8
8Jh3-Haeq= 5,4
H-6 (A) 5,85 d $Jusre= 2,4
H-8 (A) 5,93 d “Jng-re= 2,4
H-2/H-6 (B) 6,39 s

s= singleto; d= dubleto,dd=duplo dubleto; ddd=duplo duplo dubleto
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Figura 18 — Espectro COSY *H/*H da substancia Il - galocatequina (CDsOD, 300 MHz, TMS, ppm)
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5.2.2.2 Substancia lll - Epigalocatequina

F4 F4#6
CCAV cc
A 4 A 4
F4#1 a F#4-6 F4#6-1 a F#4-6-2

Substancia lll (epigalocatequina)
A 4

F4#6-2

Fluxograma 4 - Fracionamento cromatogréfico da F4

A fracéo 4 (F4) (7994 mg) resultou em 6 subfracbes apds uso da CCCAV. A
subfracdo F4#6 (40,4 mg) foi purificada por cromatografia em coluna (CC),
resultando em 4 subfragdes., conforme fluxograma 4. Analise por CCD da subfracéao
FA#6-2 (22,5mg), mostrou uma mancha com Rf= 0,65, de coloracdo azul intensa,
apos revelagdo com FeClz. O espectro de massas apresentou o pico do ion
pseudomolecular [M+Na*]* da substancia Ill em m/z=329, estando em concordancia

com o obtido por Mello et al. (1996a).

Andlise do espectro de RMN 'H, em metanol deuterado (Fig. 19), mostrou
picos de flavan-3-06is ou taninos condensados, semelhantes aqueles encontrados

para a substancia Il (Tab. 5).

O multipleto entre & 2,74 e 2,85 correspondente aos hidrogénios H-4a e H-
4eq € possivel de ser visualizado através da correlagdo com H-3 assinalada no
espectro 2D (COSY 'H/*H; Fig. 20). A constante de acoplamento entre H-2 e H-3 foi
pequena, ndo tendo sido possivel calcula-la (J<1,0 Hz) evidenciando a configuragao
relativa do tipo 2,3-cis (Fig. 19 e Tab. 4) (Weinges et al., 1969). A triidroxilacdo no
anel B € comprovada através de um singleto caracteristico correspondente aos dois
hidrogénios H-2' e H-6' em & 6,51. Na regido aromatica € possivel observar, ainda,
os hidrogénios H-6(A) e H-8(A) em 6 5,90 e & 5,93 como dubletos com pequena
constante de acoplamento (2,4 Hz), caracteristico de ligacbes meta em anéis

aromaticos.

O espectro COSY 'H/*H permite, ainda, observar todos os acoplamentos
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dos hidrogénios presentes no anel heterociclico, bem como a correlacdo entre os
hidrogénios H-2’/6’ do anel B com o hidrogénio H-2 do anel C (observar a indicacéo).
Esta correlacdo, apesar de existir, ndo foi possivel ser visualizada na substancia Il

(galocatequina).

Na figura 21 observa-se os espectros de RMN 3C das substancias Il e IIl.
Pode ser observado que a diferenca entre ambas relaciona-se ao sinal em & 82,86
ppm para a galocatequina e & 79,88 ppm para a epigalocatequina, correspondendo
ao carbono 2. De acordo com Czochanska et el. (1979) e Cai et al. (1991), os
epimeros, galocatequina e epigalocatequina, podem ser diferenciados por esta
analise. Este dado foi também observado por Sanches (2004) para estas
substancias isoladas de Stryphnodendron obovatum Benth.

Desta maneira a subfracdo F4#6-2, denominada substancia Ill, foi
identificada como epigalocatequina, estando de acordo com a literatura (MELLO et
al., 1996a; TOLEDO, 2002; LOPES, 2003; SANCHES, 2004). A fracdo F7#7 (8,1

mg) também resultou na substancia epigalocatequina.

Tabela 5 - Deslocamentos quimicos de RMN !H da substancia Il (epigalocatequina)
(CDs0OD; 300 MHz, TMS, ppm)

Hidrogénio (ppm) Multiplicidade J (H2)
H-4eq/H-4ax 2,74-2,80 m

H-2 (C) 4,74 s

H-3 (C) 4,15 ps

H-6 (A) 5,90 d *Jne-He= 2,4

H-8 (A) 5,93 d *Jns-He= 2,4
H-2'/H-6 (B) 6,51 s

s= singleto; d= dubleto, m= multtipleto; ps= pseudoduploduplodubleto
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Figura 20 - Espectro COSY *H/*H da substancia Il - epigalocatequina (CDsOD, 300 MHz, TMS, ppm)
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5.2.2.3 Substancia IV - 4’-O-metil-galocatequina

F7

CCAV

A 4

F7#1 a F7#7

Substancia IV (4’-O-metil-galocatequina)

\ 4

F7#2

Fluxograma 5 - Fracionamento cromatografico da F7

A fracdo 7 (F7) (6259 mg) resultou em 7 subfragcdes por CCCAV, conforme
fluxograma 5A anélise de CCD da subfracdo F7#2 (30,6 mg) mostrou mancha com
Rf= 0,65, de coloracdo azul intenso apods revelacdo com FeCls O espectro de RMN
H, (Tab. 6 e Fig. 22) mostrou semelhanca com a galocatequina, acrescida de um

singleto em & 3,78.

O singleto em & (13,78 corresponde a 3 hidrogénios através da analise da
integral, indicando um grupamento metoxila. Os deslocamentos quimicos e as
constantes de acoplamento dos hidrogénios heterociclicos exibiram um sistema
ABMX caracteristico de um flavan-3-ol do tipo 2,3-trans (MELLO et al., 1996a). O

espectro COSY 'H/*H (Fig. 23), permite verificar os acoplamentos entre todos os

hidrogénios do anel heterociclico.

O espectro de massas ESI modo negativo mostra pico em 319 e com o cloro

como auxiliar de ionizagéo, pico em 355 (Fig. 24).

O experimento NOE (Fig. 25) com irradiagdo no sinal & 3,78 ndo alterou
nenhum sinal, demonstrando, claramente, que a metoxila encontra-se na posicdo C-
4’ do anel B. Assim, a substancia IV foi identificada como sendo 4’-O-metil-
galocatequina, a qual foi isolada de Panda oleosa Pierre (Pandaceae) (GARCIA et
al., 1993) e posteriormente de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(Leguminosae) (MELLO et al., 1996a, TOLEDO, 2002).

As subfracdes F5#2 (6 mg) e F6#3-2 (7,3 mg) foram identificadas, também,
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como 4’-O-metil-galocatequina.

Tabela 6 - Deslocamentos quimicos de RMN 'H da substancia IV -4’-O-metil-galocatequina
(CD30OD, TMS, 300 MHz, ppm)

Hidrogénio (ppm) Multiplicidade J (Hz)
2JH4ax-Haeq= 16,2
H-4ax 2,49 dd 2 umria= 7.8
2JH4ax-Haeq= 16,2
H-4eq 2,80 dd 3JhaaxcHaeq= 5,4
H-2 (C) 4,52 d 3Jh2-H3= 7,2
3JH3-H2= 7,2
H-3 (C) 3,96 ddd 3JH3-H-2ax= 7,8
3JH3-H-4eq= 5,4
H-6 (A) 5,85 d “Jue-re= 2,4
H-8 (A) 5,93 d 4Jne-He= 2,4
H-2'/H-6 (B) 6,39 S
O-CH3 3,78 s

s= singleto; d=dubleto; dd=duplo dubleto; ddd=duplo duplo dubleto
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Figura 23 — Espectro COSY 'H/*H da substancia IV - 4-O-metil-galocatequina (CDsOD, 300 MHz,
TMS, ppm)

Fatima Aparecida Vieira Machado



79

Figura 24 — Espectro de massas da substanica IV - 4’-O-metil-galocatequina por ESI modo negativo

Figura 25 - Espectro NOE da substanica IV - 4’-O-metil-galocatequina
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5.2.3 Dimero de flavan-3-ol

5.2.3.1 Substancia V - fisetinidol-(4a->8)-galocatequina

F9 FO#3
CCAV acetilagdo+CCDP
A 4 A 4
FO#1 a FO#3 FO#3-1 a F9#3-3

Substancia V
\ 4

FO#3-2

( Fisetinidol-(4a->8)-galocatequina)

Fluxograma 6 - Fracionamnto cromatografico da F9

A fracdo 9 (F9) (14,7mg) resultou em 3 subfracdes por CCCAV. Na CCD, a
subfracdo F9#3 (14,3mg) apresentou-se com uma unica mancha de coloracdo azul
intensa apos revelagdo com FeClz com Rf= 0,41, fornecendo indicios caracteristicos
de taninos condensados. O espectro de RMN 'H em CD3sOD apresentou-se de forma
complexa ndo sendo possivel a sua interpretacdo. Assim, a subfracdo F9#3 foi
derivatizada por acetilacdo fornecendo, apoOs purificagdo por CCDP, conforme
fluxograma 6 a fragdo F9#3-2 com 1,4 mg e foram realizados espectros de RMN *H
em acetona-ds e CDCIs apresentando caracteristicas de um tanino condensado do
tipo dimérico peracetilado (Fig. 26 e 29). Os dados de deslocamentos encontram-se

na tabela 7.

O espectro de RMN *H da substancia V (acetona-ds) mostra um singleto em
d 6,73 [H-2'/H-6' (E)], determinando a triidroxilagdo do anel E. Esse dado pode ser
confirmado pela observacdo do espectro COSY H/'H (Fig. 27). Através do espectro
COSY !H/'H (Fig. 28) foi possivel visualizar, ainda, os acoplamentos entre 0s
hidrogénios alifaticos H-2(C) e H-4(C) com H-3(C) e, entre H-2(F) e H-4ax/H-4eq(F)
com H-3(F). As constantes de acoplamento dos hidrogénios do anel C (Ju-2,1-3= 9,6
Hz e Juan4= 9,9 Hz) indicam a configuracdo relativa do anel como 2,3-trans-3,4-
trans. A configuracdo 2,3-trans do anel F € comprovada pelo dubleto em & 4,98 [H-

2(F)] com constante de acoplamento 8,7 Hz e pelo H-3(F) (6 4,86) com Ju-2n-3= 8,7
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Hz. A unidade superior da substancia foi caracterizada como fisetinidol devido ao
hidrogénio H-3(C), que aparece em & 5,83 como pseudotripleto com uma somatéria
das constante de acoplamento de Jo3 + J34~19,5 Hz, estando de acordo com a
literatura (DREWES et al., 1967; STEYNBERG et al., 1990; NOPITSCH-MAI et al.,
1990; MELLO et al., 1996b). Além disso, os hidrogénios da regido aromatica do anel
B apresentam-se como um sistema do tipo AMX, sendo possivel determinar a
presenca dos hidrogénios H-2’(B) e H-5(B) como dubletos em 6 7,09 e 7,15 ppm,
respectivamente. O hidrogénio 5 do anel A encontra-se em & 6,87 ppm com JH.6"-H-5=
8,4 Hz e Jue-H2= 2,1 Hz. Este dubleto em & 6,87 ppm (Jn-e-1-2= 8,4 Hz) auxiliou na
confirmacdo da unidade superior como sendo uma profisetidina. A ligacéo (4a—>8)
foi confirmada pelo deslocamento do hidrogénio H-3(C) que aparece como um
pseudotripleto em & 15,81 ppm. Dessa forma, a substancia V foi identificada como
sendo fisetinidol-(4a->8)-galocatequina, de acordo com Nopitsch-Mai et al. (1990).
Esta substancia foi isolada anteriormente por Lopes (2003) de um extrato

semipurificado das cascas de Stryphnodendron polyphyllum Mart.
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Figura 27 - Espectro COSY H/*H da substancia V [fisetidinol-(4a~>8)-galocatequina] peracetilada
(acetona-ds, TMS, 300 MHz, ppm)
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Figura 28 - Espectro COSY H/*H da substancia V [fisetidinol-(4a~>8)-galocatequina] peracetilada
(acetona-ds, TMS, 300 MHz, ppm)
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Tabela 7 - Deslocamentos quimicos de RMN *H para a substancia V -[fisetinidol-(4a.~> 8)-
galocatequina] (a=CDCl; e b=acetona-ds, TMS, 300 MHz, ppm)

*Literatura

Hidrogénio | & (ppm) 5 (ppm) Multiplicidade J (Hz)
2,65% 2JHaax-HaeqF)= 16,8
H-4ax(F) 2,72b 2,65 dd 3JH4ax-HaF)= 8,7
3,052 2JHaeq-H-sax(F)= 16,8
H-4eq (F) 3,02 3,05 dd 3JaeqHaE)= 6,0
4,492 3Jna(c)-H30)= 9,92
H-4 (C) 4,67° 4,53 d 3Jnac)-n3c)= 9,3°
4.86° 3Jn3(F)-HaaxF)= 8,7
H-3(F) 4.86° 4,97 ddd 3Jna(F)-Haeq)= 6,0
’ 3Jha(F)-H2(r)= 8,7
a
H-2 (F) jggb 4,96 d 3Jh2(F)-Ha)= 8,7
4,962 3Jh2(c)-H3(c)= 8,72
H-2 (C) 5,06° 4.87 d 3Jr2(0)-H30)= 9,6°
5,812 > =19,52
H-3 (C) 5 .83b 5,81 pt s = 19,80
a
H-8 (A) 0%y 6,69-661 d JniearHom= 2,4
H-6 (A) 6,642 ] 3JHe(a)-Hs(m)= 8,4
6.69 6,69-6,61 dd 3o Hen) = 2.4
6,662
H-6 (D) ot s
a
H-2'/6" (E) g’%b 6,69-6,61 s
a
H-5 (A) oo 6,87 d D5y o= 8,4
6.892 zJH6’(B)—H5’(B)i 8,421
H-6' (B) 6,68 dd Jne@rHs (@)= 8,1
7.020 ’ *Jne ®)-H2'B)= 2,12
’ *Jne ®)-H2'@)= 1,8°
o 7,042 i *JH2'(B)-He'B)= 2,12
H-2" (B) 7090 069661 d *Jr2(e)-He @)= 1,8°
B 7,152 } 4JH5’(B)-H6’(B): 8,4a
H-5" (B) 715 6,69-6,61 d “Jsersee= 8.1b

s = singleto; d= dubleto,dd=duplo dubleto; ddd=duplo duplo dubleto; pt = pseudotripeto
* Nopitsch-Mai et al. (1990) em CDCls
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5.3 Capacidade antioxidante

Na avaliagdo da capacidade antioxidante do extrato bruto, fragdo acetato e
fracdo aquosa realizadas pelo método do sequestro do radical DPPH, os resultados

foram expressos na forma de ICsp.

Os valores de ICso encontrados para o extrato bruto (FEB), fracdo acetato de
etila (FAE) e fracdo aquosa (FAQ) de Sryphnodendron polyphyllum foram 7,9245 +
0,18 (CVv= 2,23%); 7,6020 + 0,21 (CV= 2,75%) e 7,9523 + 0,21 (CV= 2,67%)
respectivamente. Para a vitamina C o valor de ICs foi de 7,18 + 0,26% (CV=3,56%)
(Fig. 30 ). Os valores de ICso tanto de FEB como de FAQ foram estatisticamente
significativo (p<0,05) quando comparados com o padrdo de vitamina C. Ja, para a
FAE observa-se uma capacidade antioxidante semelhante ao do padrdo de Vitamina
C.

*k
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)
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$ 40
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Figura 30 - Valores de ICso para FEB, FAE, FAQ e vitamina C, pelo método do seqiiestro do

DPPH" * diferenca significativa entre a vitamina C e o extrato bruto, ** diferenca significativa entre a vitamina C e
a fracdo aquosa

Na figura 31 pode-se observar a mudanca na coloracdo observada quando

da reducéo do radical DPPH pela amostra nas diferentes concentracdes.
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Figura 31 - Mudanca de coloracdo de violeta para amarela nas diferentes concentracdes da amostra
FEB (ug/ml) avaliada pelo método de sequiestro do radical DPPH

A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método da reducdo do
complexo fosfomolibdénio também utilizou a vitamina C como substéncia referéncia,
com valor igual a 1. A capacidade antioxidante relativa a vitamina C (CAR) do extrato
bruto (FEB), fracdo acetato de etila (FAE) e fracdo aquosa (FAQ) foi de 0,7947 *
0,05 (Cv= 7,07%), 0,8178 + 0,07 (CV= 4,16%) e 0,7629 + 0,03 (CV= 10,29%),
respectivamente (Fig. 32). Todos os valores obtidos foram menores que a
substancia referéncia, vitamina C. Estatisticamente houve diferenca significativa
(p<0,05) entre as amostras e a vitamina C, mas ndo houve diferenca significativa

entre as amostras.
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Figura 32 - Comparacéo da capacidade antioxidante de FEB, FAE e FAQ, pelo método de reducéo do
complexo fosfomolibdénio

Na figura 32 pode-se observar a formacédo de coloracédo verde quando da

reducédo do fosfomolibdénio pela amostra.

Figura 33 - Coloracdo verde observada na formac¢éo do complexo fosmolibdénico na amostra EB
(n=3), comparadas com o branco (a esquerda)

A capacidade antioxidante das amostras é considerada alta, e os dois
métodos utilizados neste trabalho permitem concluir que as amostras testadas
possuem capacidade antioxidante, considerando que sao uma mistura, em
comparacao com a vitamina C que € uma substancia pura. Nos dois métodos a FAE
apresentou resultados melhores em relacdo a FEB e FAQ, evidenciando que o
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processo utilizado na extragcdo de substancias com atividade antioxidantes na FAE

foi efetivo.

A capacidade antioxidante observada nos dois métodos empregados neste
trabalho era esperada, porque os polifendis possuem habilidade de varredura de
radicais tais como a hidroxila, o superéxido e o peroxido, conforme pode ser

observado nos trabalhos seguintes.

Pesquuisas tém comprovado que a presenca de um éster géalico ou galato
preferencialmente na posi¢ado 3’, aumenta a habilidade em sequestrar radicais O> e
OHO2. O sequestro de radicais livres foi mais intenso para acoplamentos de
dimeros em (4->8) que, para os acoplamentos (4->6) das proantocianidinas (DE
BRUYNE et al., 1999), diferenca ndo observada na atividade de varredura de
radicais OH-.

Hatano et al. (1990) observaram em seus estudos a forte acdo de sequestro
de radicais O2" para o acido galico. O efeito foi justificado pela estrutura orto-

trildroxilada desta substancia.

Nakagawa e Yokozawa (2002) também relacionaram as propriedades
antioxidantes dos compostos fendlicos com o grau de hidroxilacdo do anel B,

sugerindo ainda, que a triidroxilacdo aumenta a atividade anti-radicalar dos taninos.

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

danificar outras moléculas bioldgicas.

Até o momento nenhum estudo foi realizado para comparar taninos
condensados que possuem OH na posicdo 5 do anel com aqueles que ndo a
possuem, como as profisetinidinas isoladas neste trabalho e as prorobinetidinidinas

isoladas de S. adstringens (Mart.) Coville.

As pesquisas devem continuar com o intuito de se conseguir detalhar as
atividades farmacoldgicas dos taninos, para que se consiga, desta maneira, chegar
com seguranca a formas farmacéuticas que possam ser Uteis no combate a

diferentes doencas que afetam o ser humanao.
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6 CONCLUSOES

A caracterizacao fisico-quimica da planta (perda por secagem, teor de
extrativos e teor de taninos totais) mostrou resultados compativeis com a

literatura.

O estudo fitoquimico de extratos semipurificados das cascas de
Stryphnodendron polyphyllum Mart. (Leguminosae) demonstrou que as
formas de extragdo e fracionamento utilizadas foram adequadas ao

isolamento de taninos condensados.

Foram isoladas e identificadas cinco substancias: acido galico;
galocatequina; epigalocatequina; 4’-O-metil-galoctequina; fisetinidol-
(40—>8)-galocatequina, desta maneira, colaborando na caracterizacéo

fitoquimica da espécie.

A capacidade antioxidante através do teste de reducao do radical DPPH®
e da reducao do complexo fosfomolibdénio mostraram ser positivos para

o0 extrato bruto, fracdo aquosa e fracdo acetato de etila.
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ANEXO 1

Exemplo de Célculo para obtencao da ICs.

Realizacdo do experimento baseado em 3 determinagdes ( n=3).

A atividade radicalar foi calculada como: % RSA= 100 x (1 - AE — AD), onde:
AE é a absorvancia da solucdo quando um extrato foi adicionado em determinada
concentragcdo, e AD € a absorvancia da solucéo do radical DPPH (HATANO et al.,
1988; AMAROWICZ et al., 2004). (ver quadro abaixo).

Tubos Concentracao Absorvancia % RSA
1 1,25
2 2,5
3 5
4 10
5 20

- Para cada determinacdo (n=1, n=2 e n=3), faz-se o calculo para se obter a

equacao da reta, conforme quadro a seguir

Tubos X* Y ** Y2 XY

g B~ W N| P

2 X 2y 2.y’ 2%

* Concentragéo de cada tubo em pg/ml; ** absorvancia para cada concentracéo
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Aplica-se os resultados nas seguintes férmulas:

ORI ORIN)
(> x%) - (3 x)?

REOMIORY
n

‘o N Xy—> x>y
YIS 2 — (X023 y2 - (X y)%]

Onde:
a= coeficiente angular da reta.
b= coeficiente linear da reta (intercepto no eixo y).

n = n° de concentracdes (ou tubos) que foram escolhidos como pontos para a
confeccéo da reta. Neste exemplo sendo igual a 5 (cinco).

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

A equacdo dareta é dada por y= ax + b, onde y= % RSA, x= concentracdo e
ab= foram calculados.

Desse modo tem-se: %RSA = a. concentracao+ b.
Para saber em qual concentracéo se obtera 50% de inibicédo (ICso), faz-se:

50 = a.concentracgédo + b, ou seja: IC,, =50 —g

obs: o termo concentracdo equivale a concentracdo para cada tubo em pg/ml.
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ANEXO 2

COMUNICACAO DO PRESENTE TRABALHO EM CONGRESSO

e Machado, F.AV.; Mello, J. C. P Estudo fitoquimico de extratos das
cascas de Stryphnodendron polyphyllum- Mart. — Barbatim&o. In. |
CONGRESSO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE CASCAVEL-PR,
2004. Cascavel. Resumos, Unioeste. Cascavel-PR, 2004.
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