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RESUMO

LEITE, MA 2013. Isolamento e identificacdo estrutural de polifendis em Stryphnodendron
adstringens (barbatimao). Dissertacdo de mestrado, Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade Estadual de Maringa. 88p.

Stryphnodendron adstringens, conhecido como “barbatimao”, € utilizado como planta
medicinal pela populacdo e é encontrado no cerrado brasileiro. Os extratos das cascas
desta planta possuem alto teor em taninos, sendo que destes ja foram isoladas e
identificadas diversas substancias, entre elas, flavan-3-6is, prodelfinidinas e
prorobinetinidinas. Estudos realizados com a espécie comprovaram atividades
antimicrobiana, antiviral, cicatrizante, antitlcera, antioxidante, anti-inflamétoria, e
antileishmania. Este trabalho teve por objetivo o isolamento e a identificacdo estrutural de
polifendis de uma fracdo semipurificada acetato de etila obtida a partir das cascas de
Stryphnodendron adstringens utilizando diferentes métodos cromatograficos, como a
cromatografia em coluna (CC), a cromatografia em contracorrente de alta velocidade
(CCCAYV), a cromatografia em camada delgada preprativa (CCDP), a cromatografia liquida
de média pressdo (CLMP) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
identificacdo destas substancias foi realizada por meio de métodos espectroscépicos de
ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D (*H e *C), RMN 2D (COSY *H-'H, HSQC e
HMBC). Foram identificadas as substancias 4'-O-metil-galocatequina, galocatequina,
epigalocatequina, epigalocatequina-3-O-galato, 4'-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4'-O-metil-
galocatequina, 4'-O-metil-robinetinidol-(40—8)-4'-O-metil-galocatequina, epigalocatequina-
(4B—8)-epigalocatequina-3-O-galato, epigalocatequina-(4p—8)-epigalocatequina-3-O-(4-
hidréxi)-benzoato. Além disso, neste trabalho foram isoladas 4'-O-metil-epigalocatequina,
epigalocatequina-3-O-galato-(4f—8)-galocatequina, galocatequina-(40—8)-
epigalocatequina e epigalocatequina-3-O-galato-(43—8)-epigalocatequina, substancias
inéditas na espécie. Dessa forma, o conhecimento dos constituintes quimicos de S.
adstringens pode promover informacdes relativas a caracterizagdo da espécie e explicar, ao

menos em partes, as atividades farmacolégicas do vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Stryphnodendron adstringens, taninos condensados, métodos

cromatograficos.



ABSTRACT

LEITE, MA 2013. Isolamento e identificacdo estrutural de polifendis em Stryphnodendron
adstringens (barbatimdo). Master degree, Programa de Poés-graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade Estadual de Maringa. 88p.

Stryphnodendron adstringens, known as "barbatimdo", is used as a medicinal plant by the
population and it is found in the Brazilian savannah (cerrado). The extracts from the bark of
this plant have high tannin content. Several compounds were isolated and identified, like
flavan-3-ols, prodelphinidins and prorobinetinidins. Studies with the species proved the follow
activities: antimicrobial, antiviral, wound healing, antiulcer, antioxidant, anti-inflammatory, and
antileishmanial. This work aimed the isolation and structural identification of polyphenols of
ethyl acetate semipurified fraction obtained from the stem barks of Stryphnodendron
adstringens using different chromatographic methods, such as column chromatography
(CC), high-speed counter-current chromatography (HSCCC), preparative thin layer
chromatography (Prep-TLC), medium-pressure liquid chromatography (MPLC) and high-
performance liquid chromatography (HPLC). The identification was performed by
spectroscopic methods of nuclear magnetic resonance (NMR) 1D (*H and **C), 2D NMR (*H-
'H COSY, HSQC and HMBC). Compounds were identified as 4'-O-methylgallocatechin,
gallocatechin, epigallocatechin, epigallocatechin-3-O-galate, 4'-O-methylgallocatechin-
(40—8)-4'-O-methylgallocatechin, 4'-O-methylrobinetinidol-(4a—8)-4'-O-methylgallocatechin,
epigallocatechin-(4f—8)-epigallocatechin-3-O-galate, epigallocatechin-(4p—8)-
epigallocatechin-3-O-(4-hidroxi)-benzoate. In addition, it was isolated by the first time 4'-O-
methylepigallocatechin, epigallocatechin-3-O-gallate-(4f—8)-gallocatechin, gallocatechin-
(4a—8)-epigallocatechin and epigallocatechin-3-O-galate-(4p—8)-epigallocatechin in this
species. Thus, knowledge of the chemical constituents of S. adstringens can promote
information concerning the characterization of the species and explain, at least in part, the

pharmacological activities of the plant.

KEYWORDS: Stryphnodendron adstringens, condensed tannins, chromatographic methods.
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos as plantas séo utilizadas pelo homem na alimentacéo e
no tratamento de varias enfermidades (Bendazzoli, 2000). O registro da cura por meio do uso
de plantas ditas medicinais por civilizacdes como egipcios, chineses e hindus data de muitos
anos antes de Cristo. No Brasil, ttm-se os primeiros registros do uso de plantas em rituais
religiosos e de cura realizados por indios e escravos (Margues, 1999; Cunha 2007).

JA& no inicio do século XX houve uma preferéncia mundial pelos medicamentos
sintéticos, motivada pela consolidacdo do processo industrial e o aumento na producao de
substancias terapéuticas mais puras e com menos efeitos colaterais (Rates, 2001; Toledo,
2002).

Atualmente, observa-se um retorno na procura por plantas medicinais, devido,
principalmente, ao grande interesse da populagdo em terapias alternativas ou mesmo
complementares. Este fato esta relacionado, sobretudo, a crengca de que tratamentos ditos
“naturais” sejam menos agressivos ao organismo humano (Ribeiro et al., 2005).

Assim, esta crescente procura pelas plantas com poder de cura e seus produtos
derivados vem chamando atencdo das agéncias internacionais e governamentais, que buscam
garantir que tais tratamentos sejam seguros e eficazes (Perfeito, 2012).

No Brasil, foi criada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS), aprovada pela Portaria do Ministério da Salde
(MS) n° 971, de 03 de maio de 2006 (Brasil, 2006a, 2006b), procurando incentivar a pratica
racional no uso de plantas. Esta portaria objetivou aumentar as opcdes terapéuticas aos
usuarios do SUS, garantindo acesso com seguranca, eficacia e qualidade as plantas
medicinais, aos fitoterapicos e aos servicos relacionados a fitoterapia (Rodrigues et al., 2006).

Além disso, no Decreto n° 5.813 de 22 de junho de 2006 foi aprovado a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Esta politica busca “garantir a populacdo
brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o
uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional” (Brasil, 2006c). Deste modo, o uso de fitoterapicos pelo SUS foi ampliado e em
fevereiro de 2009 o MS divulgou a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
SUS (Renisus) (Brasil, 2009), onde estdo descritas diversas plantas utilizadas na medicina
popular. Esta lista € composta por 71 espécies vegetais, para as quais deveréo ser priorizadas
pesquisas e investimentos com a finalidade de que sejam empregadas com seguranca e
eficacia nas suas diferentes formas de apresentacdo: material vegetal in natura, material
vegetal seco, medicamentos manipulados e industrializados. Dentre as espécies listadas
encontra-se Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, planta popularmente conhecida como

barbatimao e tradicionalmente utilizada como agente cicatrizante e no tratamento da leucorreia.



Com a revalorizacao da fitoterapia, ressurgiu o interesse dos laboratoérios farmacéuticos
na pesquisa de substancias isoladas a partir de fontes naturais, que podem servir como
prototipo para o desenvolvimento de novos farmacos (Turolla; Nascimento, 2006). Ao retomar
os estudos em produtos naturais, os pesquisadores consideram que durante milhares de anos
de evolucdo biol6gica a sele¢cdo natural realizou um processo de quimica combinatoria
inigualavel (Yunes et al., 2001).

Com o avanco das técnicas espectroscépicas, os pesquisadores tém conseguido
elucidar rapidamente estruturas moleculares complexas que até pouco tempo eram dificeis de
serem identificadas (Pinto, et al., 2002). Muitas desvantagens apontadas para a busca de
novos farmacos a partir de produtos naturais estdo sendo superadas por meio do
desenvolvimento das técnicas cromatograficas e de elucidagao estrutural, como a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas (EM) (Schenkel et al., 2004).

Mesmo assim, apenas uma pequena parcela da rica flora brasileira ja foi pesquisada
cientificamente quanto ao seu potencial na producdo de farmacos, extratos vegetais,
inseticidas, corantes naturais e derivados (Takaki et al., 2007). Um indicativo da necessidade
de se investir em pesquisas de espécies medicinais brasileiras e no desenvolvimento de
fitoterapicos é o fato de que de todas as espécies vegetais com registro no Brasil menos de
30% sao nativas da América do Sul (Carvalho et al., 2008). Observando-se a velocidade que o
fenbmeno de extincdo esta ocorrendo entre as espécies vegetais, varias plantas com
propriedades medicinais podem desaparecer antes mesmo de seu valor ser reconhecido, o que
torna ainda mais urgente aumentar os investimentos nesta area.

A producdo de fitoterdpicos a partir de plantas nativas € fundamental e constitui a
principal estratégia para protecdo e valorizacdo da flora brasileira (Brandao et al., 2006a).
Desse modo, as pesquisas por novos produtos oriundos da vegetacdo do Brasil € uma
oportunidade para estabelecer um modelo de desenvolvimento préprio, minimizando a
dependéncia nacional no setor farmacéutico.

Em meio as plantas brasileiras utilizadas na medicina popular esta Stryphnodendron
adstringens, espécie caracteristica do bioma cerrado. O barbatimdo esta presente desde a
primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira e vem sendo estudada ao longo dos anos por
apresentar potencial farmacolégico bem diversificado, tais como efeitos anti-inflamatérios,
cicatrizantes, antimicrobianos, entre outros.

O objetivo do trabalho foi dar continuidade ao estudo fitoquimico da espécie S.
adstringens por meio de diferentes técnicas cromatogréficas. Os estudos quimicos desta
espécie sdo de extrema importancia, pois podem promover maiores conhecimentos relativos a

caracterizacao da espécie bem como possibilitar a ampliacdo da utilizacdo da mesma.



Este trabalho esté dividido da seguinte forma:

Capitulo 1 — Reviséo bibliogréfica

Capitulo 2 — Artigo intitulado: New Flavan-3-ol and prodelphinidin from Stryphnodendron
adstringens

Capitulo 3 — Discussao geral



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo o isolamento e a identificagéo estrutural de polifendis da
fracdo soluvel em acetato de etila, obtida a partir do extrato das cascas secas de
Stryphnodendron adstringens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar substancias da fracdo semipurificada acetato de etila por diferentes métodos
cromatogréficos, tais como cromatografia em coluna (CC), cromatografia em
contracorrente de alta velocidade (CCCAV), cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP), cromatografia liquida de média pressdo (CLMP) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e |dentificar estruturalmente as substéncias isoladas por meio de métodos
espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D (*H), RMN 2D (COSY
'H-'H, HSQC e HMBC).



CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo consiste em uma revisao bibliografica de Stryphnodendron adstringens,
a qual abordara aspectos relacionados ao género e a espécie, bem como seus aspectos

gquimicos, farmacolégicos e toxicoldgicos.



1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 ASPECTOS GERAIS

1.1.1 Familia Fabaceae
A familia Fabaceae é a terceira maior familia de angiospermas, depois de Orchidaceae

e Poaceae, compreendendo 727 géneros e aproximadamente 19.327 espécies (Lewis et al.,
2005). Segundo Agares et al. (1994), nessa familia encontram-se vegetais de interesse em
gquase todos os campos de aplicacdo. De acordo com Judd et al. (2002) é a segunda familia em
importancia econémica e agricola, sendo precedida apenas pelas Poaceae. No Brasil, sdo
encontrados cerca de 212 géneros e 2.729 espécies, dentre estas 1.462 endémicas que
crescem em regides do cerrado e campos abertos (Vaz et al., 2013).

No sistema de classificacdo APG Il (2003) a familia é tratada como Fabaceae, no
entanto, o Cadigo Internacional de Nomenclatura Botéanica (2006) aceita o0 nome Leguminosae.

A familia apresenta uma ampla distribuicdo ao redor do mundo, estando presente tanto
em florestas tropicais quanto em desertos, planicies e regides alpinas (Doyle & Luckow 2003).
Esta variacdo de habitos faz com que possamos encontrar desde ervas efémeras, passando
por plantas aquéticas até arvores de grande porte (Lewis et al. 2005).

Além do grande ndmero e disseminagéo de suas espécies, a riqueza desta familia inclui
seu potencial alimenticio, medicinal, madeireiro, ornamental, produtor de fibras, 6leo e
combustivel, na agricultura e na inddstria quimica (Wojcciechowski et al. 2004).

Parte das espécies pertencentes a esta familia possui uma caracteristica em comum,
gue é a presenca de nédulos nas raizes contendo bactérias do género Rhizobium. Estas
bactérias sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico, convertendo-o em outros compostos
nitrogenados (Wink et al. 2003).

Uma grande variedade de metabdlitos secundarios foi estudada em plantas da familia
Fabaceae, tais como alcaloides, aminoacidos ndo proteicos, aminas, fenilpropanoides,
flavonoides, iso-flavonoides, cumarinas, antraquinonas, di-, sesqui- e triterpenos (Wink et al.
2003).

Alguns autores dividem esta familia em trés subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Faboideae (Hutchinson, 1967; Polhill et al., 1981; Heywood, 1993). No entanto,
outros autores dividem o grupo em trés familias distintas: Caesalpiniaceae, Fabaceae e
Mimosaceae (Cronquist, 1988; Dahlgren, 1983).

Plantas pertencentes a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae sdo encontradas
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Esta subfamilia compreende cerca de 80
géneros e 3.270 espécies de arvores e arbustos (Khelladi et al., 2010). No Brasil, destacam-se
as espécies dos géneros Mimosa, Acacia, Calliandra, Inga, Pithecellobium, Prakia, Piptadenia e

Stryphnodendron, sendo muitas delas de importante valor medicinal (Barroso, 1984).



1.1.2 Género Stryphnodendron
O género Stryphnodendron pertence a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae,

ordem Fabales. Possui cerca de 30 espécies distribuidas na América do Sul e uma na América
Central, sendo o Brasil o pais que abriga o maior nimero de espécies (Luckow, 2005). No
Brasil, este género distribui-se em diversos tipos de vegetacao, principalmente no Cerrado e na
Amazobnia. S&o encontradas desde espécies anas prostradas com cerca de 50 cm de altura a
grandes arvores com 35 a 40 m (Occhioni, 1990).

De acordo com Corréa (1978), as atividades farmacolégicas do género
Stryphnodendron séo diretamente relacionadas com os teores de taninos presentes nas casca
do vegetal, que podem variar entre 20% a 50% dos compostos presentes na planta. A
capacidade de precipitar proteinas, especialmente aquelas encontradas na cavidade oral,
caracteriza o sabor adstringente dos taninos, possibilitando seu facil reconhecimento (Costa,
2009).

Tursch et al. (1963) isolaram do extrato etanélico dos frutos de S. coriaceum Benth.
duas sapogeninas, denominadas 1 e 2. Sapogeninas homoélogas (3 e 4) foram isoladas
posteriormente da mesma espécie (Tursch et al. 1966).

Uma galactomanana foi isolada dos frutos de S. barbatimam Mart. (Reicher et al. 1992)
e das cascas de S. obovatum Benth. foram isolados flavan-3-ois, prodelfinidinas e
prorobinetidinas (Sanches et al. 2005; Zocoler et al., 2005). Em 2009, Lopes et al. isolaram
profisinetidinas e prorobinetidina na espécie S. polyphyllum Mart.

A partir das casca de S. adstringens (Mart.) Coville prodelfinidinas e prorobinetidinas
foram isolados (Mello et al., 1996a; 1996b; 1999). Das folhas desta mesma espécie, Pereira et
al. (2002) isolaram e identificaram &acido oleandico, quercetina, B-sitosterol, B-amirina e
triterpenos pentaciclicos.

Santos et al. (2002) compararam trés diferentes espécies (S. adstringens, S.
polyphyllum e Dimorphandra mollis Benth.) conhecidas como barbatimdo quanto sua
composi¢ao de taninos por métodos cromatogréficos e colorimétricos. Os resultados mostraram
diferencas significativas entre os géneros Stryphnodendron e Dimorphandra, bem como entre
as espécies do género Stryphnodendron. No estudo, verificou-se que os taninos condensados
do género Stryphnodendron sdo formados por unidade de prodelfinidinas (galocatequina e
epigalocatequina) e que a espécie S. polyphyllum possui maior quantidade de acido galico
esterificado em sua estrutura se comparado a S. adstringens.

Seis novos triterpenos glicosilados com esqueleto oleano foram isolados do pericarpo
de S. fissuratum Mart. (Yokosuka et al., 2008). Em um trabalho posterior, este grupo isolou da
mesma espécie sete novos triterpenos glicosilados com esqueleto tipo lupano (Yosuka et al.,
2011).



Em um estudo anatdbmico comparativo das cascas e folhas de S. adstringens, S.
polyphyllum e S. obovatum, Sanches et al. (2007) demonstraram haver diferencas
significativas nas caracteristicas macroscopicas dos foliolos entre as trés espécies de
barbatiméo. S. polyphyllum apresentou grande quantidade de tricomas em ambas as faces
dos foliolos, enquanto S. adstringens demonstrou foliolo maior se comparado as outras duas
espécies. Em relagdo a anatomia das cascas, as trés espécies estudadas apresentaram-se
semelhantes e portanto ndo permitiram a diferenciacdo das mesmas por este tipo de
andlise.

Véarias sdo as atividades farmacoldgicas do género Stryphnodendron utilizadas na
medicina tradicional. Extratos da casca de S. polyphyllum e S. obovatum sé&o utilizados pela
populacdo como agentes antissépticos, anti-inflamatoérios e cicatrizantes (Lopes et al., 2005).

Estudos mostraram a eficacia do extrato da casca de S. polyphyllum contra
Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni (Bezerra et al.,
2002).

Lopes et al. (2005) demonstraram as atividades cicatrizantes, antioxidante e
antibacteriana da espécie S. obovatum. Feridas cutdneas em ratos Wistar foram tratadas com
pomadas contendo 2,5% do extrato bruto (EB) de S. obvatum ou 2,5% da fracdo acetato de
etila (FAE) obtida do EB. Foi observado crescimento das células da epiderme em ambos
tratamentos. Além disso, a concentracao inibitéria minima (CIM) frente a S. aureus foi de 250
pg/mL e no ensaio antioxidante com DPPH em placa de cromatografia em camada delgada,
tanto o EB quanto a FAE protegeram a descoloracdo do radical DPPH ja em 0,032 ug/mL.

Neste mesmo estudo a espécie S. polyphyllum também demonstrou atividade
cicatrizante no tratamento com os dois tipos de pomada. Além disso, foi confirmada capacidade
antioxidante e antimicrobiana sobre S. aureus com uma CIM de 125 ug/mL (Lopes et al., 2005).

Zocoler et al., (2009) verificaram a capacidade antioxidante do extrato bruto (EB), da
fracdo acetato de etila (FAE) e de substancias isoladas das cascas de S. obvatum pelos
métodos do radical livre DPPH e de formacdo do complexo fosfomolibdénio. Tanto o EB,
quanto a FAE e as substancias isoladas demonstraram maior atividade que os controles
utilizados no estudo (Trolox e vitamina C).

A atividade antitirosinase do extrato das cascas de Stryphnodendron barbatimao foi
avaliada in vitro. No estudo, os autores demonstraram uma reducéo de 90% na atividade da
enzima (Baurin et al., 2002).

A ingestdo das favas de S. obovatum provocou abortos em vacas, além de outros
efeitos observados em decorréncia da intoxicagdo (Tokarnia et al.,, 1998). A fim de se
caracterizar o quadro clinico causado, Brito et al. (2001), demonstraram em um estudo que a

administracao das favas em dose Unica ndo causou manifestacdes sintomatologicas, mas em



doses repetidas causaram adoecimento e até morte dos animais. Intoxicacdo em animais apés
a ingestdo de favas de S. fissuratum também foi relatada por Ferreira et al. (2009).

Souza et al. (2002) avaliaram a atividade anticonvulsivante do extrato etandlico de S.
coriaceum Benth. no modelo de convulsGes induzidas com pentilenotetrazol. O extrato
aumentou a laténcia de convulsdo e morte, bem como da taxa de sobrevida dos animais,
evidenciando atividade anticonvulsiva.

Extratos hidroalcodlicos e aquosos das cascas e das folhas de S. rotundifolium Mart.
foram avaliados quanto a sua capacidade antioxidante. Os resultados obtidos foram
satisfatérios e 0s autores sugeriram que a espécie poderia ser efetiva na prevencdo de

doencas causadas por stress oxidativo (Costa et al., 2012).

1.1.3 Stryphnodendron adstringens
Stryphnodendron adstringens é popularmente conhecido como barbatiméo, podendo

também ser chamado pelos homes populares de barba-de-timao, ibatimé, uabatimd, arvore que
aperta, choranzinho-roxo, casca da virgindade ou da mocidade. A palavra Stryphnodendron é
originada do grego e significa Stryphnés (duro), déndron (arvore), deste modo passando-se a
ideia de lenho duro (Panizza et al., 1988).

A espécie apresenta como sindnimos: Acacia adstringens Mart., Mimosa barbadetiman
Vell., Mimosa virginalis Koster, Stryphnodendron barbadetiman Mart. e Stryphnodendron
barbatimao Mart. (Occhioni Martins, 1990).

O S. adstringens € uma planta arborea, de porte pequeno, tortuosa, inerme, de casca
rugosa com coloracdo pardo-esverdeada na superficie externa e pardo-avermelhada na
superficie interna, com pouca folhagem e de crescimento muito lento. As folhas séo alternas,
duplicado-pinadas, grandes, com aproximadamente 30 cm de comprimento. Os foliolos séo
alternos, glabros, subcoriaceos, orbiculares, com apice retuso e base assimétrica. As flores sdo
numerosas, pequenas, esbranquicadas, dispostas em espigas densas, axilares e medem
aproximadamente 10 cm de comprimento. Os frutos sdo do tipo legumes sésseis, possuindo
sementes ligeiramente achatadas e de coloracdo castanho-claro. As folhas sdo caducas,
permanecendo a arvore despida nos meses de junho e julho, voltando a brotar no més de
agosto. A floragéo inicia-se em setembro e a frutificagdo em novembro (Ferri, 1969; Corréa,
1978) (Figura 1).
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Figura 1 - (A) Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville; (B) Foliolos; (C) cascas picadas.
FOTOS: MARCO ANTONIO COSTA, 2007.

No Brasil, o histérico do uso desta planta na medicina tradicional é bastante amplo. S.
adstringens foi descrito no século XIX por naturalistas europeus que percorreram diversas
regibes do pais, sendo a segunda espécie mais mencionada por eles. De acordo com seis
naturalistas, o barbatimdo era comumente usado como adstringente, antidiarreico, no
tratamento de Ulceras e leucorreia (Brandao et al., 2006; Brandao et al., 2008). Muitas das
atividades sugeridas tém sido confirmadas por pesquisas cientificas.

Assim, S. adstringens foi descrito j& na primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira, que
data de 1929, permanecendo até a ultima edi¢&o, publicada em 2010 (Farmacopeia Brasileira 5
edicdo). De acordo com a monografia desta espécie, a droga vegetal é constituida pelas
cascas secas da arvore, contendo no minimo 8% de taninos totais, expressos em pirogalol.

Vérios fatores edéficos podem alterar a producdo de taninos no barbatimdo. Santos et
al. (2006) coletaram mensalmente durante um ano cascas de S. adstringens e correlacionaram
o teor de taninos com as condi¢fes climaticas do periodo da coleta (precipitagdo, umidade e
temperatura média). Assim, verificou-se que o teor deste metabdlito secundario € maior nas
estacBes quentes e chuvosas, sendo a maxima producdo encontrada no periodo de
florescéncia (més de outubro). Os autores justificaram o resultado alegando que com o clima
guente e Umido ha um aumento na proliferacdo de insetos e micro-organismos patogénicos e
isso faz com que a planta aumente sua defesa por meio da producédo de taninos. Em um outro
estudo, Jacobson et al. (2005) também verificaram que a época mais propicia para coleta, ou
seja, para obtencao de uma melhor matéria-prima quanto aos teores de taninos nas cascas de

S. adstringens ocorria em épocas chuvosas.
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O uso disseminado desta espécie pela populacdo pode ser evidenciado por estudos
como o levantamento etnoboténico realizado nas comunidades do Parque Nacional da
Chapada dos Veadeiros e na cidade de Alto Paraiso (GO). S. adstringens estava entre as 10
plantas medicinais mais utilizadas pela populagéo, sendo indicada por todos entrevistados
(Souza; Felfili, 2006). Um outro estudo realizado com as comunidades tradicionais do estado
do Mato Grosso demonstrou o uso difundido das cascas do barbatimdo pela populagdo em
tratamento de doencgas de pele (Macedo; Ferreira, 2004).

No mercado brasileiro existe uma especialidade farmacéutica registrada na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) produzida com o barbatimdo. Trata-se da pomada
FITOSCAR®, produzida pela empresa Apsen Farmacéutica, indicada como agente cicatrizante
em varios tipos de leséo (http://www.apsen.com.br).

Além disso, a espécie S. adstringens esta inscrita na Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de interesse ao SUS (Renisus), o que demonstra o interesse do Ministério da Saude
pela planta, devido o seu potencial terapéutico e a necessidade de se orientar pesquisas com a
espécie, a fim de se avancar nas etapas da cadeia produtiva e de gerar produtos de interesse
ao SUS.

Um estudo foi realizado por Corréa em 2012 para analisar a variagdo geografica de S.
adstringens coletado em diferentes regides dos estados de Goias, Minas Gerais e Sdo Paulo.
O diametro médio do tronco das arvores foi de 17,2 cm, sendo que as cascas correspondiam a
12% desse valor. O tamanho dos frutos variou de 9 a 14 cm. Foram observados ataque de
insetos nas semente, 0 que comprometeu, em muitos casos, sua qualidade das sementes. O
trabalho ainda constatou que 46% das arvores estudadas ja haviam sido submetidas a
extracdo das cascas, 0 que ocasionou sérias injurias aos troncos das plantas. Este fato afetou
a forca e a resisténcia das arvores, indicando que a protecdo da espécie se faz necessaria
(Corréaetal., 2012).

Mello et al. (1993; 1996a; 1996b) isolaram e identificaram, por meio de métodos
cromatogréaficos e espectroscopicos, de uma fragdo acetato de etila do extrato acetona:agua
(7:3; viv) das cascas secas do barbatimdo, mondmeros basicos de taninos condensados
(denominados flavan-3-6éis), prodelfinidinas e prorobinetinidinas.

A separacdo de flavan-3-6is (Figura 2, Tabela 1) foi realizada por meio da utilizagédo de
cromatografia em coluna (CC) em Sephadex LH-20, cromatografia em contra-corrente multi-
camada (CCMC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) preparativa em fase reversa
C18 e cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa (Mello et al., 1993, 1996a, 1996b,
1997).
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Figura 2 - Estruturas dos flavan-3-6is isolados da fracéo acetato de etila das cascas secas de S.
adstringens.

Tabela 1 - Flavan-3-0is isolados da frag8o acetato de etila das cascas secas de S. adstringens.

Substancia Estrutura

4'-O-Metil-galocatequina 1
Galocatequina

Epigalocatequina
Epigalocatequina-3-0-(3,5-dimetil)-galato

Epigalocatequina-3-O-(3-metoxi-4-hidroxi)-benzoato

o 0o~ WDN

Epigalocatequina-3-O-galato

As prodelfinidinas (Figura 3, Tabela 2) séo classificadas como proantocianidinas do tipo
1, devido a presenca de hidroxila na posicdo C-5 do anel A, e foram isoladas por meio de CC
em Sephadex LH-20 e CCMC, CLAE em fase reversa C18 e CCD preparativa (Mello et al.,
1996a e 1997).
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Figura 3 - Prodelfinidinas diméricas isoladas da fracdo acetato de etila das cascas secas de S.
adstringens.
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Tabela 2 - Prodelfinidinas diméricas isoladas da fracao acetato de etila das cascas secas de S.
adstringens.

Substancia Estrutura
Epigalocatequina-(4p—38)-galocatequina 7
Epigalocatequina-(4p—38)-epigalocatequina 8
Epigalocatequina-(4p—38)-epigalocatequina-3-O-(4-hidroxi)-benzoato 9
Epigalocatequina-(4p—8)-epigalocatequina-3-O-galato 10
Galocatequina-(40—38)-epigalocatequina-3-O-(4-hidroxi)-benzoato 11
Epigalocatequina-(4p—6)-epigalocatequina 12
Epigalocatequina-3-O-galato-(43—8)-epigalocatequina-3-O-galato 13
Galocatequina-(4a—38)-epigalocatequina-3-O-galato 14

Uma proantocianidina, 4'-O-metil-galocatequina-(4a—38)-4'-O-metil-galocatequina
(Figura 4), um raro derivado 4'-metéxi de prodelfinidina, foi isolada a partir das cascas de S.
adstringens. A fracdo soluvel em acetato de etila do extrato acetona:agua (7:3; v/v) das cascas
secas da planta foi cromatografada em CC em Sephadex LH-20, seguida de CCMC (Mello et
al., 1999).

OR

JOCHa
(1
- OR

\OCHs
Ror’\ s O /”LOR
5 S
’ OR
OR
1"R=H
1a: R = Ac

Figura 4 - Prodelfinidina dimérica isolada da fragdo acetato de etila das cascas secas de S.
adstringens.

J& na separacgéo de prorobinetidinas (Figura 5, Tabela 3), foi utilizada cromatografia em
Sephadex LH-20, cromatografia em contra-corrente multi-camada (CCMC) e CLAE em fase
reversa C18 (Mello et al., 1996b e 1997). As prorobinetinidinas formam um grupo raro de
taninos condensados e sado classificadas como proantocianidinas do tipo 2, devido a auséncia

de hidroxila na posi¢éo C-5 do anel A.
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21

Figura 5 — Prorobinetidinas diméricas isoladas da fragdo acetato de etila das cascas secas de S.
adstringens.
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Tabela 3 - Prorobinetidinas diméricas isoladas da fracdo acetato de etila das cascas secas de S.
adstringens.

Substancia Estrutura
Robinetinidol-(43—8)-epigalocatequina 15
Robinetinidol-(4a—8)-galocatequina 16
Robinetinidol-(40—8)-epigalocatequina 17
Robinetinidol-(4f—8)-galocatequina 18
Robinetinidol-(43—8)-epigalocatequina-3-O-galato 19
Robinetinidol-(4a—6)-galocatequina 20
Robinetinidol-(4a—6)-epigalocatequina 21
Robinetinidol-(4a—8)-epigalocatequina-3-O-galato 22

Lopes et al. (2009) isolaram e identificaram duas substancias inéditas em S.
adstringens, sendo denominadas 4'-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4'-O-metil-epigalocatequina e

4’-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4'-O-metilgalocatequina (Figura 6).
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Figura 6 - Dimeros isolados das cascas de S. adstringens.

Inimeros trabalhos ja foram realizados a fim de se verificar as propriedades medicinais
de S. adstringens e identificar as substéncias responsaveis por tais efeitos. Os taninos tém sido
apontados como possiveis responsaveis pelas propriedades apresentadas pela planta, pois
exercem diversas atividades biolégicas como antisséptica, antimicrobiana anti-hemorragica,
antidiarreica, cicatrizante e anti-inflamatéria (Santos et al., 2002; Rebecca et al., 2003; Ishida et
al., 2006).

As cascas de S. adstringens apresentam atividade cicatrizante (Vieira et al., 1998), anti-

inflamatéria (Lima et al.,, 1998), antiulcerogénica (Audi et al., 1999), antiprotozoaria e anti-
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helmintica (Herzog-Soares et al., 2002; Bezerra et al., 2002; Holetz et al., 2005), antimicrobiana
(Toledo, 2002; Audi et al., 2004), além de antiviral e antifingica (Felipe et al., 2006; Ishida et
al., 2006; Ishida et al., 2009).

Cicatrizante

A acgdo cicatrizante de S. adstringens foi confirmada em um estudo realizado com
medicamento, na forma de pomada, contendo 1% da fragéo acetato de etila obtida da casca da
planta. Foi avaliada a atividade cicatrizante em feridas excisionais na pele de ratos apds 4, 7 e
10 dias de tratamento tdpico. As feridas tratadas com barbatimdo apresentaram um maior
namero de mitoses se comparadas a aquelas tratadas com a pomada base, ou seja, sem a
fracdo. Além disso, houve estimulo da proliferacdo epitelial. Os autores sugeriram que as
proantocianidinas presentes na fragdo sdo as responsaveis pelos efeitos observados na
epiderme (Hernandes et al., 2010).

Coelho et al. (2010) avaliaram a atividade cicatrizante de uma pomada contendo 10%
do extrato aquoso das cascas do barbatimdo. Apdés 14 dias de tratamento, as feridas ja
estavam completamente cicatrizadas, sendo que ndo foram observadas presenca de secrecao
purulenta. A andlise histolégica mostrou epitelizagcdo completa apds o periodo e o grupo tratado
com a pomada apresentou quantidades acentuadas de fibroblastos e colageno se comparado
ao grupo controle (grupo tratado com salina).

Um outro estudo foi conduzido para avaliar a cicatrizacdo de Ulceras de decubito por
meio de tratamento durante 6 meses com pomada contendo 3% do fitocomplexo fendlico do
barbatimdo. Durante o estudo, 100% das lesfes tratadas com o medicamento cicatrizaram
completamente (Minatel, et al., 2010). Em um trabalho realizado anteriormente, Vieira et al.
(1998) ja haviam demonstrado que a pomada contendo 1% do extrato bruto do barbatim&o
acelerou o processo de cicatrizacdo de feridas no dorso dos ratos, quanto comparada a

pomada Nebacetin.

Anti-inflamatoria

Lima e colaboradores (1998) testaram a atividade anti-inflamatoria da fragdo acetbnica
do extrato bruto do barbatiméo, utilizando ratos em modelos de inflamagéo aguda e crbnica. O
extrato mostrou-se eficaz em diminuir o edema de pata induzido pela carragenina e dextrana e
teve efeito significativo na reducdo do exsudato e na migragdo dos leucécitos em andlise
pleural de ratos. A acdo antiedema foi comparavel a produzida pelas drogas de referéncia

empregadas nos experimentos.
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Antiulcerativo

Trabalho realizado por Audi et al., (1999) estudou a acédo antiulcerativa de S.
adstringens em trés modelos experimentais em ratos, empregando diferentes mecanismos de
ulcerogénese. Os resultados mostraram que o extrato bruto, bem como suas fracdes, tiveram
efeito antiulcerogénico na lesdo gastrica induzida pelo estresse agudo e etanol-acidificado,
guando comparados a droga de referéncia (cimetidina). A efetividade do barbatim&o no
tratamento de Ulceras foi confirmada em estudo realizado por Martins et. al (2002).

Antiprotozoério

A atividade antiprotozoéaria do extrato das cascas do barbatimdo em Trypanossoma
cruzi foi avaliada por Herzog-Soares et al. (2002) e confirmada por Luize et al. (2005). Holetz et
al. (2005) utilizaram o protozoério ndo-patogénico Herpetomonas samuelpessoai, pertencente a
familia Trypanosomatidae, a mesma familia do protozoario T. cruzi, como modelo para testar a
acdo do extrato bruto do barbatimdo contra protozoarios patogénicos. Os resultados
demonstraram um efeito inibitério no crescimento do H. samuelpessoai, com decréscimo da
atividade enzimatica relacionada ao seu metabolismo.

Além disso, outro protozoario, Leishmania (L.) amazonensis, causador da leishmaniose,
foi testado com o extrato da planta. Toledo (2002) demonstrou atividade de S. adstringens
contra as formas promastigotas de L. amazonensis, com inibicdo total do crescimento das

mesmas.

Antimicrobiano

Audi et al. (2004) avaliaram a atividade antibacteriana dos extratos acetdnicos e
semipurificados das cascas de S. adstringens. Houve inibicdo do crescimento das bactérias
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e resisténcia para a Echerichia coli. Santos
et al. (2009) constataram a suscetibilidade dos micro-organismos Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus e Actinobacillus actinomycetemcomitans frente ao extrato aquoso do
barbatimdo. Em um estudo de bioprospeccdo, extratos das cascas desta espécie
demonstraram atividade frente a S. aureus e Staphylococcus epidermidis (Souza et al. 2007b).

A acgdo antibacteriana do extrato seco e a atividade antisséptica do sabonete liquido
contendo o extrato seco foram avaliadas frente as bactérias S. aureus, S. epidermidis e E. coli,
pelo método de difusédo em agar. A concentracdo bactericida minima encontrada para o extrato
foi de 50 mg/mL contra S. aureus e 75 mg/mL frente S. epidermidis e E. coli. O sabonete
mostrou maior eficiéncia antisséptica contra as bactérias na concentragdo de 100 mg de

extrato/mL de sabonete (Souza et al., 2007a).
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Toledo (2002) demonstrou alta atividade antimicrobiana do extrato acetona:agua (7:3;
v/v) da casca desta planta, bem como das diferentes subfragdes do extrato. Houve inibicdo do
crescimento das bactérias S. aureus, P. aeruginosa e Bacillus subtilis, sendo que a
concentracdo inibitéria minima encontrada foi abaixo de 1000 pg/mL. Neste mesmo trabalho,
testaram-se taninos condensados derivados de galocatequina e epigalocatequina, porém estes
ndo apresentaram atividade antimicrobiana quanto testados isoladamente.

Testes in vitro de S. adstringens contra micro-organismos patogénicos da cavidade oral
foram realizados com extratos das cascas do barbatimdo frente a Candida albicans,
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Aggregatibacter actinomycetemcomitans
pelos testes de difusdo em agar e de microdiluicdo. Todos 0s micro-organismos foram
susceptiveis aos extratos e, segundo 0s autores, esses extratos podem ser uma terapia
alternativa frente a doengas da cavidade oral, como caries e periodontites (Gomes, et al., 2009;
Pereira et al.,, 2011). Em um outro estudo, Soares et al. (2008) avaliaram a atividade
antibacteriana do barbatim&o sobre micro-organismos da carie dental. O extrato hidroalcodlico
da planta foi ativo frente & Streptococcus mitis e Lactobacillus casei no método de diluicdo em
caldo, podendo assim ser considerado um adjuvante em tratamentos odontolégicos.

A acdo do extrato metandlico de S. adstringens foi verificada sobre o crescimento dos
fungos patogénicos Fusarium oxysporum e Cladosporium sphaerospermum. O extrato foi
incorporado ao meio de cultura e a inibicdo do crescimento dos fungos foi observada, sendo a
maior sensibilidade ao extrato encontrada em Fusarium oxysporum (Silva et al., 2010). Além
disso, Oliveira et al. (2007) demonstraram a agdo do extrato hidroalcodlico das cascas do
barbatimao frente a bactéria causadora da tuberculose Mycobacterium tuberculosis.

Ishida et al. (2006) testaram uma subfracdo (F2.4) do extrato bruto das cascas do
barbatimdo contra cepas de Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e Candida sp.
presentes no fluido vaginal de mulheres sem histérico de imunodeficiéncia e contra duas cepas
padronizadas de C. albicans e C. parapsilosis. Os resultados mostraram-se melhores nas
concentracdes acima de 7,8 mg/L, resultado comparavel ao da droga de referéncia (nistatina).
A acdo antifangica foi atribuida aos taninos condensados que, de acordo com 0s autores,
afetaram a integridade das células das leveduras. Os autores também demonstraram acdes
nos fatores de viruléncia do fungo, como inibicdo da aderéncia a células Vero e superficie
inerte (vidro), bem como o aumento da fagocitose. Esta mesma fragdo foi testada frente ao
Cryptococcus neoformans, uma levedura que causa enfermidade em pacientes
imunocomprometidos, em um outro estudo realizado por Ishida et al. (2009). Os resultados
mostraram que, assim como para os fungos do género Candida, o barbatiméo foi efetivo contra
C. neoformans, interferindo na homeostase celular e no crescimento das leveduras, além de

interferir na formacéo da capsula de polissacarideo.
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Em 2009, Silva et al. avaliaram o potencial antifingico de plantas do cerrado brasileiro
contra espécies Candida albicans e Trichophyton rubrum. Comparado a outros estudos, como
os de Ishida (2006), foi verificada baixa atividade do extrato de barbatim&o frente a C. albicans.
Este resultado foi atribuido as diferencas de concentracdo da droga vegetal, ao solvente e as
partes da planta utilizadas, bem como a idade do vegetal e a época da coleta das espécies.

Antiviral

As atividades antivirais contra o polivirus 1 (P-1) e contra o herpes bovino (BHV-1)
foram estudados por Felipe et al. (2006) utilizando o extrato bruto das cascas da espécie, bem
como suas fracdes aquosa e alcoodlica. A fracdo aquosa foi a mais efetiva, inibindo 97% das
amostras de BHV-1 e 93% das amostras de P-1. Assim, 0s autores concluiram que as
substancias testadas foram eficazes contra os virus, mas ainda ha davidas quanto aos

componentes antivirais.

Outras atividades avaliadas

O extrato etandlico das cascas do barbatimdo apresentou 95% de taxa de inibicdo da
tirosinase, enzima chave na producdo da melanina. Assim, esta planta pode ser estudada
visando-se o tratamento de desordens dermatol6gicas (Souza et al., 2012a).

Melo et al. (2007) demonstraram o efeito antinociceptivo evidente do extrato bruto e das
fragbes semipurificadas do barbatimdo nos modelos experimentais de contor¢do induzida por
acido acético e dor induzida pela formalina.

Em um estudo realizado por Vicente et al. (2009), um creme contendo 6% do extrato
bruto das cascas de S. adstringens foi eficaz no tratamento topico para inibir o crescimento de
pelos.

Souza et al. (2012b) estudaram a atividade inibitéria do extrato das cascas do
barbatimao frente as enzimas a-amilase e [B-glucosidase, responsaveis pela hidrolise de
carboidratos. A inibicdo dessas enzimas é importante no tratamento do diabetes mellitus por
possibilitar a reducdo dos niveis de glicemia pos-prandial do individuo. O extrato etandlico da
planta apresentou resultados significativos se comparados aos das substancias de referéncia,
com um ICs, de 1,86 pg/mL para a-amilase e 0,61 uyg/mL para B-glucosidase.

O extrato das cascas de S. adstringens foi testado no combate a cercaria, forma
infectante do Schistosoma mansoni em mamiferos, causador da esquistossomose. Apos uma
hora de exposicdo a concentracdo de 100 e 200 ppm do extrato, as cercarias apresentaram
taxa de mortalidade de 100%. Na concentracdo de 50 ppm essa taxa foi de 75% e para 20 ppm
a taxa de mortalidade foi 50% (Vinald et al., 2005).
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Extratos das cascas e das folhas do barbatimdo foram testados contra Biomphalaria
glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni. O extrato demonstrou alta
toxicidade ao matar 100% dos moluscos na concentragdo de 100 ppm e 60% em 50 ppm
(Bezerra et al., 2002).

Paula et al. (2010) avaliaram a ac&o de extratos vegetais sobre a inibicdo das atividades
biol6gicas do veneno de Lachesis muta, conhecida popularmente como surucucu. O extrato de
Stryphnodendron adstringens foi o Unico que neutralizou todos os efeitos causados pelo
veneno (hemolitico, coagulante, proteolitico e hemorragico). Em 2009, Lucena et al.
desenvolveram e verificaram a capacidade de uma formulagdo contendo extratos das cascas
do barbatim&o em neutralizar os efeitos locais induzidos pela peconha de Brothrops pauloensis.
Os resultados demonstraram que a formulagéo se apresentou estavel e foi capaz de inibir os
efeitos hemorragicos e a mitotoxicidade induzida pela substéncia téxica do animal.

Foi estudado o efeito do extrato bruto do barbatimdo no metabolismo de energia
hepatico de ratos. Rebecca et al. (2003) observaram que o extrato prejudicou a fosforilagéo
oxidativa, processo que promove liberagdo de energia na forma de ATP, por no minimo trés
mecanismos.

Um estudo avaliou as propriedades antigenotoxicas e antioxidantes de extratos obtidos
a partir das folhas do barbatiméo. Os resultados demonstraram que 0s extratos inibiram a lesdo
do DNA, causada pela ciclofosfamida, diminuindo a formag&o de micronucleos. Além disso, a
atividade antioxidante foi confirmada pelo ensaio do DPPH. Assim, os autores ressaltaram os
efeitos benéficos do barbatimdo como agente anticarcinogénico (Filho et al., 2011).

O efeito do extrato metandlico da espécie foi avaliado no ciclo estral de ratas. No
estudo, verificou-se que 100% das ratas tratadas ciclaram normalmente, demonstrando que o
extrato ndo alterou o clico estral das ratas em nenhuma dose testada (Oliveira; Vanzeler,
2011).

O fator de protecao solar (FPS) em fotoprotetor acrescido com extrato de S. adstringens
foi avaliado por Munhoz et al. (2012). Neste estudo os autores demonstraram que, de acordo
com a metodologia empregada, o extrato ndo pode ser considerado ativo fotoprotetor, haja
vista que a amostra contendo o extrato do barbatimdo ndo aumentou significativamente o FPS

se comparado ao controle.

Toxicidade
Rebecca et al. (2002) estudaram a toxicidade aguda do extrato bruto de S. adstringens
administrado por via oral em camundongos. A DLs, encontrada foi de 2.699 mg/kg. A

administracdo cronica, por 30 dias, do extrato bruto nas concentragdes de 800 e 1.600 mg/kg



22

demonstrou efeito toxico, com diminuicdo no peso corporeo, involu¢do do timo, aumento da
concentracéo de glicose plasmatica e aspartato aminotransferase.

Costa et al. (2010) analisaram a toxicidade da fracdo aquosa (F2 - rica em polimeros de
proantocianidinas) do extrato bruto de S. adstringens. A DLsy estimada no tratamento de 14
dias em ratos foi de 3.015 mg/kg. J& em relacdo a avaliagdo da mutagenicidade deste extrato,
os autores demonstraram que nenhuma dose utilizada no teste de micronucleo foi genotoxica.
Além disso, este mesmo estudo demonstrou o efeito protetor desta fracao aquosa frente a agéo
citotoxica do agente quimioterpico ciclofosfamida. Em um trabalho posterior, Costa et al.
(2013) avaliaram a toxicidade cronica dessa mesma fracdo aquosa. Durante 90 dias ratos
Wistar foram tratados com diferentes doses de F2 e, em seguida, foram avaliados parametros
bioguimicos, hematoldgicos e histopatolégicos. Apesar de alguns valores obtidos terem variado
entre o0 sexo dos animais e a dose de droga administrada, ndo houver um perfil linear nessas
alteracdes, sendo que todas as variacdes estavam dentro dos limites considerados normais
para a espécie do animal. Assim, conclui-se que nas doses administradas S. adstringens nao
se mostrou téxico aos roedores. Neste mesmo estudo também foi verificado que a
administracdo da fracdo aquosa em roedores ndo acarretou mudanga nos parametros
avaliados no teste de campo aberto, sugerindo que a fracdo ndo exerceu alteracdo
neurocomportamental nos animais.

Almeida et al. (2010) estudaram a toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico das folhas
do barbatiméo, administrado por via intraperitonial em camundongos, e encontraram uma DLsg
de 0,25 mg/mL. Ja Cecilio et al. (2012) avaliaram a toxicidade do extrato etandlico das folhas
de S. adstringens em células MA-104. A maior concentracdo testada que ndo provocou
alteracdes morfoldgicas nas células, ou seja, a maxima concentracdo nado-toxica, foi de 50
pg/mL.

Audi et al. (1999) verificaram que a administracdo oral do extrato de S. adstringens em
ratos em concentragdes acima de 2.000 mg/kg provocou sinais de toxicidade.

S. adstringens demonstrou efeito abortivo em ratas tratadas com vagens e sementes da
espécie (Burger et al., 1999). No entanto, ndo apresentou genotoxicidade em Drosophila

melanogaster (Sousa et al., 2003).

Uso industrial

Devido aos altos teores de taninos, S. adstringens também é empregado na industria do
couro e na fabricacdo de tinta de escrever. Assim, o barbatimdo possui importancia ndo sé para
a fitoterapia, mas ainda como fonte de taninos para o abastecimento de curtumes e matéria

corante para industria de tintas (Rizzini; Mors, 1976; Corréa, 1984).
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1.2 ASPECTOS QUIMICOS

1.2.1 Substancias fendlicas
Compostos fenodlicos compreendem uma ampla variedade de substancias que possuem

um anel aromético com uma ou mais hidroxilas substituintes. As substancias fenodlicas tendem
a ser hidrossolaveis, pois ocorrem frequentemente combinadas com acUcares. Dentre as
substancias fendlicas pertencentes ao metabolismo secundario vegetal, sdo encontradas
diversas estruturas, tais como acidos fendlicos, ligninas, taninos, derivados da cumarina, entre
outros (Harborne, 1998; Carvalho et al., 2004).

Os fendis tém a capacidade de se complexarem a proteinas por meio de ligacdes de
hidrogénio. Quando as membranas das células vegetais sdo destruidas e os constituintes
celulares se reanem, como no caso da producdo de extratos brutos, ocorre a inibicdo da
atividade enzimética da planta. No entanto, os compostos fendlicos sdo muito suscetiveis a
oxidacdo enzimdtica, pois sofrem acdo das fenolases, que s&@o enzimas intracelulares
(Haborne, 1998).

As substancias fendlicas colaboram para o sabor, odor e coloracao de varios vegetais.
Essas caracteristicas sdo importantes para sua utilizacdo como flavorizantes e corantes de
alimentos e bebidas. Além disso, a atividade antioxidante desses compostos sugere que
doencas causadas por oxidacOes reativas em sistemas bioldégicos poderiam ser retardadas

pela ingestao de substancias fendlicas (Carvalho et al., 2004).

Os métodos espectroscopicos sdo utilizados nas analises de identificagcdo e
quantificacdo de fendis, ja que, sendo aromaticos, apresentam uma intensa absorcdo na
regido do UV. O processo classico para detectar fendis simples utiliza solu¢gdo aquosa ou
alcodlica de cloreto férrico a 1%, obtendo-se assim colora¢des verde, parpura, azul ou preta
(Harborne, 1998).

1.2.2 Taninos
Taninos sdo substancias oriundas do metabolismo secundario das plantas e estédo

presentes em varias partes dos vegetais, como raizes, cascas, folhas e frutos. Séo
classificados como compostos polifendlicos, apresentando pesos moleculares que variam
geralmente entre 500 e 3000 u (Vital et al.,, 2004). Muitas plantas ricas em taninos sdo
utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de doencas como diarreia, hipertenséo,
reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, processos inflamatérios, entre outros.
Inicialmente estes compostos foram identificados por sua capacidade de precipitar proteinas e
hoje sédo empregados pelo homem na forma de ervas medicinais, fabricacdo de bebidas e na

indastria de curtume, de tintas e petrolifera (Santos; Mello, 2004).
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Os taninos séo classificados de acordo sua estrutura quimica em dois grupos: taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (Santos; Mello, 2004).

Os taninos hidrolisaveis sédo poliésteres de glicose, geralmente B-D-glucose, e séo
classificados em taninos gélicos e taninos eldgicos, dependendo do &cido formado apds sua
hidrélise (&cido gélico e acido elagico, respectivamente) (Santos; Mello, 2004).

Os taninos condensados séo oligdbmeros ou polimeros formados pela condensacgéo de
duas ou mais unidades de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Esta classe também é denominada
proantocianidinas ou leucocianidinas devido & sua caracteristicas de, mediante aquecimento
acido, produzirem pigmentos avermelhados das classes das antocianidinas (Santos; Mello,
2004; Paes et al., 2006). Os taninos condensados séo classificados de acordo com 0 numero
de hidroxilas presentes nos anéis aromaticos em: procianidinas, prodelfinidinas,
properlargonidinas, profisetinidinas, probinetinidinas, proguibourinidinas, proteracacianidinas,
promelacacinidina e prodistenidina (Figura 7; Tabela 4) (Ferreira; LI, 2000; Lopes et al., 2009;
Cala et al., 2010). Estas diferengas entre os grupos substituintes podem ter um efeito sobre a
reatividade dos taninos. Além disso, a hidroxila do carbono 3 (anel C) pode estar esterificada
com o &cido galico e a presenca deste éster pode modificar significativamente as propriedades
biol6gicas dos taninos (Schofield, 2001).

As proantocianidinas sdo geralmente formadas por unidades de catequina e/ou
epicatequina com ligagdes 4—6 ou 4—8 (Figura 8). Em procianidinas e prodelfinidinas os
acoplamentos 4—8 sao os mais favorecidos estereoquimicamente. Além daqueles monémeros,
outras unidades também podem ser facilmente encontradas nas moléculas de taninos
condensados, tais como galocatequina, epigalocatequina, robinetinidol e fisetinidol (Bruyne et
al., 1999).

Figura 7 - Monémeros béasicos de taninos condensados.



Tabela 4 - Grau de hidroxilagéo nos anéis A e B dos mondmeros basicos de taninos condensados.

Tipo Proantocianidina Mon6mero Substituinte
Nome trivial | R1 R2 R3 R4
Prodistenidina Distenina H H H H
L Properlargonidina Afzelequina H OH
Procianidina Catequina H OH OH H
Prodelfinidina Galocatequina | H OH OH OH
Proguibourtinidina Guibourtinidol | H H OH H
Profisetinidina Fisetinidol H OH OH H
2 Prorobinetinidina Robinetinidol | H OH OH OH
Proteracacinidina Ortina OH H OH
Promelacacinidina Mesquitol OH | OH OH H
Fonte: Mello & Santos, 2004.
OR
OR
OR
OR
OR
5 | OR
OR 28 of OR
OR EB 0 .
OR™ ™y "MOR
: OR
CR
OR
Ligacdo 46 Ligacdo 48

Figura 8 - Estruturas basicas de proantocianidinas.
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Taninos condensados e hidrolisaveis distribuem-se no reino vegetal seguindo padrées
diferentes. Enquanto as proantocianidinas ocorrem em Gimnospermas e Angiospermas, 0S
taninos hidrolisaveis estdo praticamente restritos as Choripetalae das Dicotiledéneas (Santos;
Mello, 2004).

Acredita-se que as propriedades farmacoldgicas dos taninos sédo devidas a pelo menos
trés caracteristicas gerais que sdo comuns, em maior ou menor grau, aos dois grupos,
condensados e hidrolisaveis (Haslam, 1996):

1. Complexacdo com ions metalicos (ferro, aluminio, célcio, manganés, entre outros);

2. Atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres;

3. Complexacdo com macromoléculas, como proteinas e polissacarideos.

Os taninos podem formar complexos com proteinas de forma reversivel, por meio de
ligagBes de hidrogénio ou irreversivel, por meio de ligacdo covalente. As ligagfes de hidrogénio
séo formadas provavelmente entre as hidroxilas fendlicas dos taninos e as func¢des cabonilicas
das ligagbes peptidicas proteica. Ja as ligacdes covalentes ocorrem entre os nucleos
aromaticos dos taninos e as cadeias laterais alifaticas ou aromaticas dos aminoacidos das
proteinas (Luck et al., 1994).

As ligacdes de hidrogénio sdo responsaveis também pela capacidade que os taninos
tém de se complexar com alcaloides. Nesse caso, as ligacdes de hidrogénio ocorrem entre as
metoxilas ligadas ao nitrogénio do alcaloide e os hidrogénios arométicos dos taninos (Haslam,
1996).

Algumas atividades dos taninos hidrolisaveis e condensados ja foram demonstradas,
tais como ac¢éo bactericida, fungicida (Scalbert, 1991; Sanches et al., 2005), antiviral (Okuda et
al., 1993; Felipe et al., 2006), moluscicida (Marston; Hostettmann, 1985), inibicdo de enzimas
como glucosiltransferases de Streptococcus mutans e S. sobrinus (Hattori et al., 1990;
Ooshima et al.,, 1993), acdo antitumoral (Okuda et al., 1989), atividade de inibicdo de
Herpetomonas samuelpessoai (Holetz et al., 2005), atividade cicatrizante (Lopes et al., 2005;
Hernandes et al., 2010), atividade de inibicdo de Candida albicans (Ishida et al., 2006) e
antinociceptivo (Melo et al., 2007), gastroprotetivo e antitopoisomerase (Sanchez-Burgos et al.,
2013). Os taninos também podem formar radicais estaveis ao atuar como captadores de
radicais, interceptando o oxigénio ativo (Santos; Mello, 2004).

Foi confirmado que os taninos sao toxicos para fungos e bactérias, devido a algumas de
suas propriedades, como inibicdo de enzimas extracelulares e da fosforilagdo oxidativa, além
de mecanismos que envolvem deprivacdo de substrato e de ferro. No entanto, alguns
microorganismos resistem a acdo dos taninos por meio de seus mecanismos de defesa
(Scalbert, 1991).
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No processo de cura de feridas, inflamagfes e queimaduras, os taninos formam uma
camada protetora sobre o tecido lesado ao se complexar com as proteinas e/ou
polissacarideos. Esse processo ocorre provavelmente de maneira similar na mucosa géstrica
(Santos; Mello, 2004).

Os taninos apresentam diferentes solubilidades e sua extragdo pode ser realizada com
diferentes solventes. Geralmente prefere-se usar a mistura agua-acetona por ser menos
suscetivel a reagir com os taninos hidrolisaveis (Schofield et al., 2001).

Diversas técnicas sdo empregadas para a andlise de taninos. Dentre as mais
modernas destacam-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizada para a
separacdo desses compostos, sendo possivel o uso de colunas de fases normais ou
reversas. Com relacdo a elucidagdo estrutural dos taninos, tem-se a ressonancia magnética
nuclear e a espectrometria de massas (Schofield et al., 2001), bem como métodos 6pticos

para determinacdo da estrutura relativa e absoluta.
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CAPITULO 2 - ARTIGO

Neste artigo € abordado o isolamento e a identificacdo de taninos obtidos a partir das
cascas de S. adstringens. O modelo adotado neste manuscrito foi da revista Molecules.
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Abstract

A new methylated flavan-3-ol 4'-O-methylepigallocatechin (1) together with prodelphinidins
epigallocatechin-3-O-galate-(4f—8)-gallocatechin (7), gallocatechin-(4a—8)-epigallocatenhin
(9) and epigallocatechin-3-O-galate-(43—8)-epigallocatechin  (10) in Stryphnodendron
adstringens along with 8 known proanthocyanidins (2-6, 8, 11, 12) were isolated from the
extract of the stem bark of this plant. Their structures were elucidated by spectroscopic
analyses and compared with data found in the literature. Hence, the chemical study of S.
adstringens is very important to complement the data of morphological studies and provide

more information about the species taxonomy.

Keywords: tannins, flavan-3-ol, prodelphinidins, Stryphnodendron.

1 Introduction

The genus Stryphnodendron Mart. belongs to the family Fabaceae, subfamily Mimosoideae,
order Fabales. It has about 30 species distributed in South America and one in Central America.
Brazil is the country that has the highest number of species [1]. It can be found since prostrate
dwarf species with about 50 cm tall until large trees with 35-40 m, in vegetations like Savannah
and Amazon forest [2].

According to Corréa (1978), the pharmacological activities of the genus Stryphnodendron
are directly related to their tannin content which ranges from 20% to 50% of the compounds
presents in the plant. The barks of this genus are used by people for treatment of various
diseases, especially by its antiulcerogenic, antimicrobial potential and as wound healing.

Stryphnodendron was first described by Martius (1837) from three species collected in

Brazil, and after more detailed and in two species added by Bentham in 1842. With new collects
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of samples in Latin America countries new taxa belonging to this genus were described [4]. It is
important to highlight the works of Occhioni-Martins [2, 5, 6, 7, 8, 9, 10], which included
synonyms, taxonomic considerations and data about the distributions of species.

The taxonomic relationships in Stryphnodendron has been studied in order to find
information for better delimitation of its species. Rizzini & Heringer [11] divided the genus into
two sections according to the habit of the species: Stryphnodendron section Stryphnodendron,
consisting of the arboreal species, and Stryphnodendron section Eleaneae, formed by
subshrubs species. Guinet & Caccavari [12] studying the pollen morphology of 27 species of
Stryphnodendron do not confirmed the hypothesis of Rizzini & Heringer. Scalon [4], in a revision
of the genus, recognized nine new species and suggested the union of the species into three
groups, morphologically distinct from each other. According to the author, it was observed that
Stryphnodendron taxa are morphologically different, although sometimes the segregation of
species is given by a unique combination of variable characters.

Thus, the study of chemical constituents of the plant is very important to complement the
data of morphological studies and then provide more accurate information about plant
taxonomy.

Among the species used in Brazilian folk medicine is S. adstringens (Mart.) Coville,
commonly known as barbatiméo. This species is described since the first edition of the Brazilian
Pharmacopoeia and has been studied over the years by presenting a pharmacological potential
very diversified, such as anti-inflammatory, wound healing, antimicrobial [13, 14, 15, 16, 17],
and others.

Considering the economic importance and the pharmacological effects of the species S.
adstringens, this work aimed to continue the chemical studies about the extract of the bark of
this plant. In this paper is reported the isolation and structure elucidation of a new flavan-3-ol (1)

and prodelphinidins (7, 9, 10) along with 8 known proanthocyanidins (2-6, 8, 11, 12).

2 Results and Discussion

The structure elucidation of proanthocyanidins by nuclear magnetic resonance (NMR)
is difficulted due the presence of rotameric signals in the spectra. To overcome this problem,
the derivatization (acetylation) of the substances is carried out. Thus, these compounds
exhibit stable chemical behavior and are shown in NMR with standard signals [18]. Thereby,
the comparison with the data obtained in the literature allow elucidate the structures safely.

The NMR spectral profile of compound 1 suggested flavan-3-ol characteristics. The
'H NMR spectral (CD;0D) data showed one three-proton singlet at & 3.80, which indicate a
methoxyl group. The position of this group was confirmed at C-4' from a HMBC spectrum. It

is possible to observe H-4 (axial and equatorial) as multiplets in & 2.73 and & 2.87,
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respectively. H-2 showed as pseudo-singlet at & 4.78 and H-3 as a multiplet at & 4.19.
Because of the small coupling constants of the H-2 and H-3, this indicated a 2,3-cis relative
configuration [19]. All heterocyclic protons coupling constants could be assigned from the *H-
'H-COSY spectrum. The hydroxylation at B-ring (C-3', C-4', and C-5') is proved by a singlet
relative of the chemical shift of H-2' and H-6', due they are chemically equivalent. Besides,
the protons H-6 and H-8 showed duplets at & 5.95 and & 5.93, respectively. From these
results, the compound 1 was determined as 4'-O-methyl-epigallocatechin (Fig. 1). This
compound was first isolated by Delle Monache et al. (1967) [20] in the roots of Ouratea sp.,
and it is the first time reported in Stryphnodendron adstringens.

Identification of compound 7 was described by the physical data for the
corresponding peracetate (7a). All heterocyclic protons could readily be assigned from the
'H-'H COSY spectrum. The coupling constants of the C- ring constituent units (J,5 < 2 Hz)
established the 2,3-cis configuration, while the 2,3-trans configuration of the F-ring was
confirmed due the large coupling constants of H-2 and H-3 (J,.3 = 9,9 Hz) [19]. The chemical
shift of the B-ring two proton singlet at & 7.20 support the 2,3-cis configuration in the upper
unit and indicate 4B-linked dimer [21]. The 4—8 linkage was evident by the dominance of
one rotamer in the spectra [22]. The long-range couplings between H-2 (C) and H-2 (F) and
the respective pyrogallol type B- and E-ring proton resonance allowed distinguishing the
singlets of B- and E-ring. The two proton singlet at 7.54 was equivalent of a galloyl group.
Since the H-3 (C) showed a significant down-field shift (& 5.40) as compared with the H-3(C)
of epigallocatechin-(4—8)-gallocatechin (5.13) [23], the galloyl group was considered to be
located at the C-3 (C). Hence, compound 7a was identified as epigallocatechin-3-O-galate-
(4B—8)-gallocatechin (fig. 2). This compound was first described by Danne et al. (1993) [23]
from the air-dried aerial parts of Cistus incanus, and it is reported in S. adstringens in the first
time in this work.

Compound 9 was readily identified as gallocatechin-(40—8)-epigallocatechin
(prodelphinidin B4) (fig. 3) by comparison of the spectroscopic data of its peracetate (9a). All
heterocyclic protons were assigned from the '*H-'H COSY spectrum. The large coupling
constants of the C-ring (J,.3 = 9.9 Hz) and the small coupling constants of the F-ring (J,.3 < 2
Hz) indicate a 2,3-trans and 2,3-cis relative configuration in the upper and the lower unit,
respectively [19]. The chemical shift of the B-ring two proton singlet at d 6.96 support the 2,3-
trans configuration in the upper unit [21]. The dominace of one rotamer characterize 4—8
linkage [22]. The pyrogallol type B- and E-ring proton resonance were distinguished by their
long-range couplings with the H-2 (C) and H-2 (F) proton resonance, respectively. Therefore,

this compound was isolated by the first time in S. adstringens and was identified as



32

gallocatechin-(4a—8)-epigallocatechin, which was previously isolated from the leaves of
Ribes sanguineurn by Foo and Porter (1978) [24].

Structural assessment of compound 10 was effected by comparison of the physical
data of its peracetate (10a). The *H NMR spectrum (CDCl;) of 10a showed close structural
resemblance to the dimer 11la [25], concerning proton chemical shifts and an additional two
proton aromatic singlet due to a galloyl group. All heterocyclic protons could be assigned
from the 'H-'H COSY spectrum. The small coupling constants of the C- and F- ring (J,.3C =
2,1 Hz; J,3 F < 2 Hz) indicate a 2,3-cis relative configuration in the upper and the lower unit
[19]. The chemical shift of the B-ring two proton singlet at & 7.23 support the 2,3-cis
configuration in the upper unit and indicate 4B-linked dimer [21]. The dominace of one
rotamer characterize 4—8 linkage [22]. The pyrogallol type B- and E-ring proton resonance
were distinguished by the long-range couplings between the H-2 (C) and H-2 (F) proton
resonance and the respective H-2'/6' resonance. The downfield shift of H-3 (C) (6 5.39) in the
'H NMR spectrum of 10a compared with the equivalent proton in the compound without the
galloyl group (6 5.08-5.15) [25] suggested that the galloyl moiety is at C-3 (C) [21]. Thus,
compound 10a was identified as epigallocatechin-3-O-galate-(43—8)-epigallocatechin (fig.
4). This compound was first identified by Danne et al. (1994) [21] from the air-dried herb of

Cistus salvifolius and it is a new compound in S. adstringens.

Figure 1 — Chemical structures of isolated compounds1, 7, 9 and 10.
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Compounds presented in figure 2 were isolated and identified as: 4'-O-
methylgallocatechin (2a) [25], 4'-O-methylgallocatechin-(4a—8)-4'-O-methylgallocatechin
(3a) [26], epigallocatechin (4a) [25], gallocatechin (5a) [25], 4'-O-methylrobinetinidol-(4a—8)-
4'-O-methylgallocatechin ~ (6a) [27], epigallocatechin-(4—8)-epigallocatechin-3-O-(4-
hydroxy)benzoate (8a) [25], epigallocatechin-(4—8)-epigallocatechin-3-O-gallate (11a)
[25], and epigallocatechin-3-O-gallate (12a) [25]. Their structures were determined by
comparison with the data reported in the literature of their peracetate derivatives, and all

compounds were identified in S. adstringens before.

Figure 2 — Chemical structures of isolated compounds 2-6, 8, 11, 12.
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3 Experimental

3.1 General

NRM spectra were carried out on Varian (Mercury 300BB, 300 MHz for *H and 75
MHz for **C) instrument, using TMS as an internal standard. The extract of the stem bark
was made in Ultra-turrax® UTC115KT. Column chromatography (CC; 710 x 50 mm) was
performed on Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemical Co., Ltd.). The High-speed
counter-current chromatography apparatus (HSCCC) was constructed in State University of
Maringa, and is equipped with polytetrafluoroethylene coils (2.5 internal diameter, total
volume capacity of 200 mL), 20 mL of sample loop and pump with flow capacity of 10 mL
(Waters mod. 510). The rotational speed was 780 rpm, the solvent system used was EtOAc-
n-PrOoH-H,0O (35:2:20; v v'!), being the upper layer as mobile phase and the flow rate 0,8 mL
min™. The medium-pressure liquid chromatography (MPLC) was performed on reverse
phase silica (Sepra C18-E, 100 A, PREPLC; 365 x 20 mm), with a gradient of MetOH (5%
until 100%) as mobile phase at 2 mL min™. The acetylation was performed in pyridine-Ac,O
(1:1.2) at ambient temperature for 24 h. The derivatized compounds were purified on
preparative thin layer chromatography (Prep-TLC), and on high-performance liquid

chromatography (HPLC). In the preparative thin layer chromatography (Prep-TLC) was used
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Silica gel PF60 (Merck) as stationary phase and toluene:Me,CO (60:40 v.v') as mobile
phase. The HPLC (Gilson model 321, equipped with manual sampler Rheodyne, software
UniPoint LCNT and detector with variable wavelength) was performed on normal-phase 100-
CN (250 x 4 mm, Lichrospher, Merck) with the solvent systems hexane/EtOAc (60:40 v.v?) at
1 mL min™. The fractions obtained from CC, HSCCC and MPLC were monitored by silica gel
TLC plates (Kieselgel 60 Fyss, 0.2 mm, Merck) using EtOAc:HCOOH:H,0 (90:5:5 v.v?'). The
spots were visualized by UV 256 nm, and after with FeCl; solution at 1% in ethanol.

3.2 Plant Material

The stem bark of Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville were collected in March
2008, in the city of S&o Jerbnimo da Serra, State of Parand, Brazil. Voucher specimen was
deposited in the herbarium of the State University of Maringa under number HUM 14321. The

species was identified by Prof. Dr. Cassia Mbnica Sakuragui.

3.3 Extraction and Isolation

Air-dried and powdered stem barks of S. adstringens (2 kg) was exhaustively
extracted with Me,CO-H,O (7:3 v.v') by turbo-extraction (20 min; t < 40 °C), filtered and
evaporated under reduced pressure. The lyophilized extract (600 g) was redissolved in water
(500 mL) and extracted with EtOAc (500 mL, 10 times). After evaporation of solvents and
lyophilization, EtOAc fraction and water fraction gave 210 g and 390 g, respectively. A
portion of EtOAc fraction (20 g) was subjected to CC on Sephadex LH-20, with the eluents
50% EtOH, 100% EtOH, 70% Me,CO, yielding 17 fractions (I-XXVII). Fraction Il (1.56 g)
was subjected to HSCCC and gave six subfractions. Subfraction IlI-3 (544.1 mg) was
chromatographed on MPLC to afford compounds 1 (87.2 mg) and 2 (231 mg). A portion of
subfraction Ill-4 (65.3 mg) was acetylated and purified on prep-TLC, giving compound 3 (9.6
mg). Fraction IV (1.72 g) was subjected to HSCCC, affording three subfractions. Subfraction
IV-3 (129.7 mg) was submitted on MPLC, yielding compound 4 (13.6 mg). Fraction V (1.07 g)
was separated on HSCCC to give seven subfractions, which subfraction V-4 (197.7 mg) was
subjected to MPLC to afford compound 5 (12.8 mg). After being separated on HSCCC,
fraction VI yielded five subfraction, and VI-2 was acetylated and purified on prep-TLC and
HPLC to give compound 6 (5 mg). Fraction VIl (1.75 g) was fractionated on HSCCC, giving
seven subfractions. Subfraction VII-3 was acetylated and purified on prep-TLC and HPLC to
afford compound 7 (6 mg). Fraction VIII (1.28 g) was subjected to HSCCC and gave seven
subfractions. Subfractions VIII-2 (86.4 mg) and VIII-6 (18.6) were acetylated and purified on
prep-TLC and HPLC. VIII-2 afforded compounds 8 (5.3 mg) and 9 (6.1 mg), and VIII-6
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yielded compound 10 (5.7 mg). Fraction IX (1.21 g) was fractionated on HSCCC, affording
eight subfractions. Subfraction 1X-8 was acetylated and purified on prep-TLC to give
compound 11 (5,4 mg). After the separation of fraction X on HSCCC was obtained six

subfractions, which subfraction X-2 was identified as compound 12 (129 mg).

4'-O-methylepigallocatechin (1). *H-NRM (CDs;O0D, 300 MHz): & 2.72 (H-4,(C), dd, J = 16.95
and 3 Hz), 2.85 (H-4¢, (C), dd, J = 16.65 and 4.5 Hz), 3.78 (O-methyl, s, 3H), 4.18 (H-3(C),
m), 4.77 (H-2(C), br s), 5.91 (H-6(A), d, J = 2.1 Hz), 5.93 (H-8(A), d, J = 2.4 Hz), 6.52 (H-
2'/6'(B), s, 2H).

Epigallocatechin-3-O-gallate-(4—8)-gallocatechin (7). *H-NRM (CD;OD, 300 MHz): & 2.55
(H-4.(F), dd, J = 16.8 and 9 Hz), 3.20 (H-4¢4 (F), dd, J = 16.5 and 6.6 Hz), 4.28 (H-2(F), d, J
= 9.9 Hz), 4.54 (H-4(C), d, J = 1.8 Hz), 4.95 - 5.04 (H-3(F), m), 5.40 (H-3(C), m), 5.56 (H-
2(C), br d), 6.23 (H-6(A), d, J = 2.4 Hz), 6.36 (H-8(A), d, J = 2.4 Hz), 6.68 (H-6(D), s), 6.85
(H-2'/16'(E), s, 2H), 7.20 (H-2'/6'(B), s, 2H), 7.54 (H-2 and H-6 (galloyl at the 3-O position), s,
2H).

Gallocatechin-(4a—8)-epigallocatechin (9). *H-NRM (CDs0OD, 300 MHz): & 2.76 (H-4ax(F), br
d, J = 18.3 Hz), 2.99 (H-4eq (F), dd, J = 18.15 and 4.8 Hz), 4.59 (H-4(C), d, J = 9.6 Hz), 4.88
(H-2(C), d, 3 =9.9), 5.05 (H-2(F), br d), 5.28 (H-3(F), m), 5.72 (H-3(C), m), 6.53 (H-6(A), d, J
= 2.4 Hz), 6.58 (H-8(A), d, J = 2.1 Hz), 6.64 (H-6(D), s), 6.82 (H-2'/6'(E), s, 2H), 6.96 (H-
2'/6'(B), s, 2H).

Epigallocatechin-3-O-galate-(4p—8)-epigallocatechin (10). *H-NRM (CDsOD, 300 MHz): &
2.91 (H-4ax and H-4eq (F), m, 2H), 4.53 (H-2(F), br s), 4.57 (H-4(C), d, J = 2.1 Hz), 5.11 (H-
3(F), m), 5.39 (H-3(C), m), 5.66 (H-2(C), br d), 6.13 (H-6(A), d, J = 2.4 Hz), 6.29 (H-8(A), d, J
= 1.8 Hz), 6.68 (H-6(D), s), 6.91 (H-2'/6'(E), s, 2H), 7.23 (H-2'/6'(B), s, 2H), 7.57 (H-2 and H-6
(galloyl at the 3-O position), s, 2H).

4 Conclusion

Tannins from Stryphnodendron adstringens have been widely studied due to their
medicinal importance [25, 26, 27]. In our studies, the methylated flavan-3-ol 4'-O-
methylepigallocatechin  and the prodelphinidins  epigallocatechin-3-O-gallate-(43—8)-
gallocatechin,  gallocatechin-(4a—38)-epigallocatechin,  epigallocatechin-3-O-galate-(43—38)-
epigallocatechin were identified at first time in S adstringens. It shows that new compounds still
can be found in this species. Further studies are important to verify medicinal properties of the

compounds identified.
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Figure S1 - "H NMR spectrum (300 MHz, CD;0D) of 4'-O-methylepigallocatechin (1).

H-2/6 (B)

/

CDs0D
L/ OCH3

H-6/8(A)

39

. H-3(C
/ H-2(0) H-3(©) - deq (C)
l ‘ / | '. H-4ax (C)
| / | \ \<
_)l l'\-JL_. M 4 I /Jla/k.lla a
SI.D ?75 ?TU 675 670 575 SI_U 4‘.5 470 375 370 275 270 1‘5 ll.D 075 Gfﬂ
f1 {ppm)
Figure S2 - "H/"H COSY spectrum of 4'-O-methylepigallocatechin (1).
|
l h H-2(C) H'fafcl .‘H-‘;eq{c) H-4ax (C)
I\ / d
J JL _J lkJL S A e y..u :‘:
J o a ] e
3 3 @ o - ;P
o F3.0
— x e ®
,If;? F3.5
@ o o @ ) (g? @
3 I 4.0
L
T - e - - e
‘NE ) P 4.5 E
) N , - o - = =
S & ® 3 : e
- 5.0
5.5
) = w@ 6.0
o @
B
T
a > & = 6.5

36 34 32 30

T T T T
50 48 46 44 42 40 38
f2 (pom)



Figure S3 — *C NMR spectrum (75 MHz, CD3;0D) of 4'-O-methylepigallocatechin (1).
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Figure S4 — HSQC spectrum of 4'-O-methylepigallocatechin (1).
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Figure S5 - HMBC spectrum of 4'-O-methylepigallocatechin (1).
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Table S1 - '*H NMR data of 4'-O-methylepigallocatechin (1) (300 MHz, in CDs0OD).

160

Position 0 (ppm) 0 literature (ppm)* J (H2)
4ax 2.72 (dd) 2.73 16.95; 3
4eq 2.85 (dd) 2.85 16.65; 4.5

-OCH; 3.78 (s) 3.79

3 4.18 (m) 4.19

2 4.77 (br s) 4.78

6 5.91 (d) 5.93 2.1

8 5.93 (d) 5.95 2.4
2'/6' 6.52 (s) 6.53

* Magalhaes (2012).

f1 (ppm)
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Table S2 — **C NMR data of 4'-O-methylepigallocatechin (1) (75 MHz, in CDCly).
Position O (ppm) 0 literature (ppm)*

2 79.7 79.8
3 67.4 67.5
4 29.2 29.3
5 100.1 100.2
6 96.5 96.6
7 157.2 157.3
8 95.9 96.0
9 158.0 158.1
10 157.8 157.8
1 136.6 136.7
2' 107.2 107.3
3 151.4 151.5
4' 136.1 136.3
5' 151.4 151.5
6' 107.2 107.3
OCHgs; 60.8 60.9

* Magalhées (2012).



Figure S6 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCl5) of 4-O-methylgallocatechin (2).
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Table S3 - 'H NMR data of 4'-O-methylgallocatechin (2) (300 MHz, in CDCls).

Position 0 (ppm) 0 literature (ppm)* J (Hz2)
4ax 2.65 (dd) 2.65 16.8; 6.6
deq 2.87 (dd) 2.88 16.65; 5.1

-OCH; 3.80 (s) 3.80

2 5.08 (d) 5.08 6.3
3 5.21 (ddd) 5.20 6.45; 6.45; 5.1
6 6.59 (d) 6.59 2.4
8 6.65 (d) 6.66 2.1
2'/6' 6.97 (s) 6.97

* Mello et al. (1996a)



Figure S8 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCl5) of 4'-O-methylgallocatechin-(4a—8)-4'-O-
methylgallocatechin (3).
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Figure S10 - HSQC spectrum of 4'-O-methylgallocatechin-(4a—8)-4'-O-methylgallocatechin (3).
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Figure S11 - HMBC spectrum of 4'-O-methylgallocatechin-(40—8)-4'-O-methylgallocatechin (3).
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Table S4 - 'H NMR data of 4'-O-methylgallocatechin-(40—8)-4'-O-methylgallocatechin (3) (300 MHz, in

CDCly).
Position 0 (ppm) 0 literature (ppm)* J (Hz2)
4ax (F) 2.62-2.70 (m) 2.65
deq (F) 2.81-2.87 (m) 2.83
-OCH3 (B) 3.77 (s) 3.77
-OCH3 (E) 3.79 (s) 3.79
4 (C) 4.48 (d) 4.48 9.3
2 (C) 4.73 (d) 4.73 9.9
3(F)/2(F) 5.01 (m) 5.02
3(C) 5.62 (brt) 5.61 9.9;9.6
6 (A) 6.49 (d) 6.49 2.1
8 (A) 6.52 (d) 6.52 2.4
2'/6' (E) 6.60 (s) 6.60
6 (D) 6.65 (s) 6.65
2'/6' (B) 6.81 (s) 6.81

* Mello et al. (1999)



Figure S12 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCl5) of epigallocatechin (4).
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Table S5 - *H NMR data of epigallocatechin (4) (300 MHz, in CDCls).

Position 0 (ppm) 0 literature (ppm)* J (Hz2)
4ax/deq 2.85-3.01 (m) 2.82-3.04
2 5.09 (s) 5.08
3 5.38 (m) 5.35-5.42
6 6.57 (d) 6.57 2.4
8 6.67 (d) 6.67 2.1
2'/6' 7.22 (s) 7.22

* Mello et al. (1996a)



Figure S14 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCl5) of gallocatechin (5).
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Figure S15 - 'H/*H COSY spectrum of gallocatechin (5).
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Table S6 - "H NMR data of gallocatechin (5) (300 MHz, in CDCIy).

Position o (ppm) 0 literature (ppm)* J (H2)
4ax 2.66 (dd) 2.66 16.8; 6.6
deq 2.91 (dd) 2.92 16.8; 5.1

2 5.12 (d) 5.12 6.3
3 5.21 (ddd) 5.19 6.21;6.6; 5.1
6 6.60 (d) 6.60 2.1
8 6.65 (d) 6.66 2.1
2'/6' 7.12 (s) 7.12

* Mello et al. (1996a)
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Figure S16 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCls) of 4'-O-methylrobinetinidol-(4a—8)-4'-O-
methylgallocatechin.
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Table S7 - 'H NMR data of 4'-O-methylrobinetinidol-(4a—8)- 4'-O-methylgallocatechin (6) (300 MHz,

in CDCly).

Position o (ppm) 0 literature (ppm)* J (H2)
d4ax (F) 2.65 (dd) 2.65 16.65; 8.1
4eq (F) 2.94 (dd) 2.94 16.65; 6
-OCH3 3.79 3.82

4 (C) 4.48 (d) 4.48 9.9

2 (C) 4.82 (d) 4.83 9.9

3(F) 4.86 - 4.91 (ddd) 4.88 —4.91

2(F 4.97 (d) 4.97 7.8

3(C) 5.80 (brt) 5.80 9.9;9.9

6 (A) 6.60 (d) 6.60 2.1

8 (A) 6.63 (d) 6.63 2.4
2'/6' (E) 6.49 6.49

6 (D) 6.66 (s) 6.66
2'/6' (B) 6.80 (s) 6.80

5(A) 6.88 6.88 7.5

* Lopes et al. (2009)
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Figure S18 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCl,) of epigallocatechin-3-O-galate-(4B—8)-gallocatechin
().
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Table S8 - 'H NMR data of epigallocatechin-3-O-galate-(4B—8)-gallocatechin (7) (300 MHz, in CDCls).

Position 0 (ppm) 0 literature (ppm)* J (Hz2)
dax (F) 2.55 (dd) 2.52 16.8; 9
4eq (F) 3.20 (dd) 3.26 16.5; 6.6
2(F 4.28 (d) 4.33 9.9
4 (C) 4.54 (d) 4.54 1.8
3(F 4.95-5.04 (m) 5.07
3(C) 5.40 (m) 5.40
2 (C) 5.56 (br d) 5.57
6 (A) 6.23 (d) 6.16 2.4
8 (A) 6.36 (d) 6.32 2.4
6 (D) 6.70 (s) 6.71
2'/6' (E) 6.85 (s) 6.86
2'/6' (B) 7.20 (s) 7.22
2"/ 6" 7.54 7.55

* Danne et al. (1993)
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Figure S20 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCl5) of epigallocatechin-(4B—8)-epigallocatechin-3-O-(4-
hydroxy)benzoate (8).
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Figure S21 - '"H/*"H cosY spectrum of epigallocatechin-(4—8)-epigallocatechin-3-O-(4-
hydroxy)benzoate (8).
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Table S 9 - 'H NMR data of epigallocatechin-(4B—8)-epigallocatechin-3-O-(4-hydroxy)benzoate
(8) (300 MHz, in CDCly).

Position 0 (ppm) 0 literature (ppm)* J (Hz2)
4ax (F)/ 4eq (F)  3.09 — 3.00 (m) 2.94-3.18
4 (C) 4.50 (d) 451 2.1
2(F) 4.65 (br d) 4.66
3(C) 5.16 — 5.20 (m) 5.16 - 5.19
3(F) 5.25-5.30 (m) 5.25-5.31
2(C) 5.66 (br d) 5.67
6 (A) 6.16 (d) 6.17 2.1
8 (A) 6.27 (d) 6.27 2.1
6 (D) 6.67 (S) 6.67
2'/6' (E) 6.99 (s) 6.99
2'/6' (B) 7.24 (s) 7.25
3"/5" 7.06 7.06
2"/6" 7.89 7.90

* Mello et al. (1996b)
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Figure S22 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCl3) of gallocatechin-(4a—8)-epigallocatechin (9).
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Figure S23 - 'H/'H cosy spectrum of gallocatechin-(4a—8)-epigallocatechin (9).
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Table S10 - 'H NMR data of gallocatechin-(4a—8)-epigallocatechin (9) (300 MHz, in CDCls).

Position 0 (ppm) 0 literature (ppm)* J (Hz2)
dax (F) 2.76 (dd) 2.87 18.3
4eq (F) 2.99 (dd) 2.87 18.15; 4.8
4 (C) 4.59 (d) 4.56 9.6
2 (C) 4.88 (d) 4.94 9.9
2(F) 5.05 (br d) 5.05
3(C) 5.72 (m) 5.78
3(F 5.28 (m) 5.28
6 (A) 6.53 (d) 6.53 2.4
8 (A) 6.58 (d) 6.57 2.1
6 (D) 6.64 (s) 6.74
2'/6' (E) 6.82 (s) 6.82
2'/6' (B) 6.96 (s) 6.96

* Helsper et al. (1993)



Figure S24 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCl3) of epigallocatechin-3-O-galate-(4B—8)-
epigallocatechin (10).
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Figure S25 - "H/*"H COSY spectrum of epigallocatechin-3-O-galate-(4B—8)-epigallocatechin (10).
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Table S11 - 'H NMR data of epigallocatechin-3-O-galate-(4f—8)-epigallocatechin (10) (300 MHz, in

CDCly).
Position 0 (ppm) 0 literature (ppm)* J (Hz2)
4ax (F)/ 4eq (F) 2.91 (m) 291
2(F) 4.53 (br d) 454
4 (C) 4.57 (d) 4.57 2.1
3(F) 5.11 (m) 5.12
3(C) 5.39 (m) 5.39
2(C) 5.66 (br d) 5.66
6 (A) 6.13 (d) 6.13 2.4
8 (A) 6.29 (d) 6.29 1.8
6 (D) 6.68 (s) 6.68
2'/6' (E) 6.91 (s) 6.91
2'/6' (B) 7.23 (s) 7.24
2"/6" 7.57 (s) 7.58

* Danne et al. (1994)
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Figure S26 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCl,) of epigallocatechin-(4B—8)-epigallocatechin-3-O-
galate (10).
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Figure S27 - "H/*"H COSY spectrum of epigallocatechin-(4p—8)-epigallocatechin-3-O-galate (10).
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Table S12 - *H NMR data of epigallocatechin-(43—8)-epigallocatechin-3-O-galate (10) (300 MHz, in

CDCLy).
Position o (ppm) 0 literature (ppm)* J (H2)
4ax (F)/ 4eq (F) 3.02-3.18 3.01-3.19
4 (C) 4.41 4.41 2,1
2(F) 4.70 4.70
3(F 5.24 5.21 -5.27
3(C) 5.29-5.33 5.28-5.34
2 (C) 5.55 5.55
6 (A) 6.23 6.23 2.1
8 (A) 6.26 6.26 2.4
6 (D) 6.68 6.68
2'/6' (E) 7.05 7.05
2'/6' (B) 7.23 7.23
2"/6" 7.71 7.71

* Mello et al. (1996a)



Figure S28 - "H NMR spectrum (300 MHz, CDCl,) of epigallocatechin-3-O-galate (12).
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Figure S29 - "H/*"H COSY spectrum of epigallocatechin-3-O-galate (12).
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Table S13 - 'H NMR data of epigallocatechin-3-O-galate (12) (300 MHz, in CDCls).

Position 0 (ppm) 0 literature (ppm)* J (Hz2)
4ax/deq 2.95-3.11 (m) 2.91-3.14
2 5.18 (s) 5.17
3 5.64 (m) 5.60 — 5.66
6 6.61 (d) 6.61 1.8
8 6.73 (d) 6.74 1.8
2'/6' 7.23 (s) 7.24
2"/6" 7.62 (s) 7.62

* Mello et al. (1996a)
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CAPITULO 3 - DISCUSSAO GERAL

Este capitulo compreende uma breve discusséo sobre o trabalho.
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As plantas produzem diferentes substancias quimicas, sendo que o tipo e as
diferentes proporcdes desses compostos dependem do habitat, do regime de chuvas, da
insolacéo, do solo, ou seja, dos fatores edafocliméticos. Algumas substancias, no entanto,
sdo tipicas de determinadas espécies e assim podem servir de parametro para
caracterizacao e identificagéo do vegetal.

Um exemplo dessas substancias sdo as prorobinetinidinas encontradas na espécie
Stryphnodendron adstringens. Muitas das estruturas isoladas e identificadas até o momento
nao foram encontradas na natureza, ou mesmo sintetizadas (Mello et al.,1996b, Lopes et al.,
2009).

S. adstringens tem sido explorado tradicionalmente por suas propriedades
medicinais. E utilizado pela populacdo por sua atividade cicatrizante e no tratamento da
leucorreia. Os taninos sdo apontados como 0s possiveis responsaveis pelos efeitos
terapéuticos da planta (Rebecca et al., 2002; Ishida et al., 2009; Hernandes et al. 2010).

Desse modo, o conhecimento dos constituintes quimicos de S. adstringens podem
promover conhecimentos relativos a caracterizagdo da espécie e explicar, a0 menos em
partes, as atividades farmacoldgicas do vegetal.

A mistura acetona:agua foi o solvente de escolha para a preparacdo do extrato
(Mello, 1995). Apesar do metanol ter uma extragdo qualitativamente melhor, a acetona
bloqueia a associagdo tanino-proteina, promovendo uma extragdo quantitativamente maior.
Além disso, foi constatado que a agua misturada com solventes organicos aumenta o
rendimento da extracao de compostos fendlicos (Santos; Mello, 2004).

Na separacéo realizada em Sephadex® LH-20 espera-se que as substancias com
pesos moleculares maiores aparecam nas fracdes iniciais. No entanto, para taninos,
observa-se a predominancia de moléculas com peso molecular menor nas primeiras
fracOes. Este fato esta relacionado, provavelmente, com a interacdo entre os monémeros de
taninos com o sistema eluente, ocorrendo assim a eluicdo sequencial: mondémeros >
dimeros > trimeros > tetrdmeros > oligbmeros > polimeros. (Thompson et al.,, 1972). O
presente trabalho corrobora a afirmag¢éo de Thompson, ja que foi observado que a maior
parte dos mondmeros foi isolada nas fragfes iniciais (I, IV e V), enquanto grande parte dos
dimeros foi encontrada nas fracdes VIl e VIII.

A purificacéo final dos compostos presentes nas fragdes obtidas na cromatografia em
coluna (CC) contendo Sephadex LH-20 foi feita por meio da cromatografia em
contracorrente de alta velocidade (CCCAV), cromatografia liquida de média presséo
(CLMP), cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) e da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE).
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A cromatografia em contracorrente de alta velocidade é uma forma de cromatografia
de particao liquido-liquido, na qual a fase estacionaria é retida no aparelho, sem a utilizacdo
de um suporte soélido, e a fase movel passa através desta. Dentre suas vantagens podem
ser citadas: recuperacgao total da amostra, uso em escala preparativa, rapidez e economia
(Ito, 2005). Devido a diversidade de sistemas solventes que podem ser utilizados, a CCCAV
pode separar tanto compostos polares como apolares. A escolha de um sistema adequado
€ 0 ponto-chave para o sucesso da técnica. Para separacdo de taninos neste trabalho,
utilizou-se como sistema solvente acetato de etila:n-propanol:agua, conforme trabalhos
realizados por Mello (1996a; 1996b). Nesse sistema, o0 n-propanol funciona como uma
interface entre o solvente aquoso e o organico, possibilitando assim a separacdo de
substancias com caracteristicas estruturais semelhantes.

Os monbémeros, dimeros e trimeros de taninos condensados podem ser isolados por
CLAE utilizando-se diferentes propor¢gées de MeOH:agua (Mello et al., 1996a). Um sistema
de solvente escolhido para CLAE analitica pode ser transposto a CLMP de forma simples e
direta (Schaufelberger; Hostettmann, 1985). Esta observagdo pode ser confirmada neste
trabalho, ja que os mondémeros foram isolados por CLMP, empregando-se como fase
estacionéria silica e como fase mével um gradiente de MeOH:4gua.

A elucidacéo estrutural de flavan-3-ol com hidroxilas livres é relativamente simples
com o auxilio da ressonancia magnética nuclear (RMN). Entretanto, para proantocianidinas,
sua interpretacao é dificultada devido aos sinais rotaméricos presentes nos espectros. Para
superar esse problema, realiza-se a derivatizacdo (acetilagdo) das substancias com piridina
e anidrido acético. Desta forma, as mesmas apresentam comportamento quimico estavel e
mostram-se nos espectros de RMN com sinais padrao (Outtrup; Schaumburg, 1981). Desse
modo, 0s compostos analisados neste trabalho apresentam caracteristicas préprias para
sua identificacéo e, portanto, os dados obtidos e a comparacdo com os dados encontrados
na literatura permitem elucidar estruturalmente as substancias de forma segura.

Os taninos condensados acetilados podem ser separados por CCDP ou CLAE
(Piretti; Doghieri 1990, Mello et al., 1996a). Neste caso, as hidroxilas da substancia reagem
com o anidrido acético, o que torna a substancia menos polar. Assim, a separagdo ocorre
utilizando-se uma fase estacionaria em fase normal. Os dimeros encontrados neste trabalho
foram isolados empregando-se CCDP, com fase estacionaria de gel de silica Fys, € com
fase mdével misturas de tolueno:acetona, ou CLAE, com fase estacionaria uma coluna se
ciano-silica e com fase moével mistura de hexano:acetato de etila.

Nota-se entdo, que o padrdo de isolamento sequencial com diferentes formas de
separacdo adotado neste trabalho foi eficaz ao isolamento de taninos condensados da

fracdo semipurificada de S. adstringens. Por meio desse modelo conseguiu-se isolar quatro
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novas substancias na espécie, a 4'-O-metil-epigalocatequina, a epigalocatequina-3-O-
galato-(43—38)-galocatequina, a galocatequina-(4a—38)-epigalocatequina e a
epigalocatequina-3-O-galato-(43—8)-epigalocatequina.
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3 CONCLUSAO

As formas de extracdo e fracionamento utilizadas no estudo quimico de extratos
semipurificados de Stryphnodendron adstringens foram adequadas ao isolamento de taninos
condensados.

Foram isolados e identificados: 4'-O-metil-galocatequina, galocatequina,
epigalocatequina, epigalocatequina-3-O-galato, 4'-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4'-O-metil-
galocatequina, 4'-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4'-O-metil-galocatequina, epigalocatequina-
(4B—8)-epigalocatequina-3-O-galato, epigalocatequina-(4p—8)-epigalocatequina-3-O-(4-
hidroxi)-benzoato.

Além disso, foram isoladas quatro substancias inéditas na espécie, a 4'-O-metil-
epigalocatequina, epigalocatequina-3-O-galato-(43—8)-galocatequina, galocatequina-
(4a—8)-epigalocatequina e a epigalocatequina-3-O-galato-(4p—8)-epigalocatequina.

Assim, os estudos fitoquimicos de S. adstringens sédo de fundamental importancia para
contribuir na caracterizacdo da espécie, que tem potencial farmacolégico diversificado e

reconhecido.
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ANEXOS

Fluxogramas dos fracionamentos das fragdes obtidas a partir das cascas de S. adstringens.

Cascas de S.
adstringens

Turbo extracéo
acetona:agua (7:3; v/v)

| Extrato Bruto |

Particdo com acetato de etila

Fracdo acetato de Frac&do aquosa
etila

Fluxograma 1 — Obtencéo do extrato bruto, fracdo acetato de etila e fracdo aguosa de S. adstringens.
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Fracdo Acetato

Sephadex LH-20

1. EtOH/H,0; 1:1 (viv)

2. EtOH

3. Acetona/H,0; 7:3 (v/v)

E
L
]

l 1,5555 i I l 1,0747 é I l 1,5736 i I l 1,2147 i I l 6,0568 é I

l o,37ssé I l 1,7173é I l o,ssgsé I l 1,2853% I l 0,6411% I

Fluxograma 2 - Fracionamento da fracdo Acetato de Etila (FAE) obtida a partir das cascas de S. adstringens.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 9 - Cromatografia em camada delgada das 21 subfra¢Ges obtidas da FAE por cromatografia em
coluna.
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Fracéo |l
(1,5555 a)

1
1 Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade :
: EtOAc/n-PrOH/H,0; 140:8:80 (v/viv) 1

1
1

-1 -2 111-3 111-4 11I-5 11-6
(55,6 mg) (219,4 mg) (544,1 mg) (65,3 mg) (101 mg) (467,7 ,mg)

1 . . 1
1 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
Subs;éncia : FM: tolueno/acetona; 6:4 (v/v) 1

Substancia
3
9,6 mg

1 o . ~
| Cromatografia Liquida de Média Presséo

I FM: gradiente MetOH/H,O (5% —»100%)
L

Substancia Substancia
1 2

87,2 mg 231 mg

Fluxograma 3 - Fracionamento da frac&o Il obtida a partir das cascas de S. adstringens.



Fracéo IV

(1,7178 a

)

EtOAc/n-PrOH/H,0; 140:8:80 (v/viv)

82

Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade :
1
1

V-1
(328,4 mg)

1
1 Cromatografia Liquida de Média Presséo
: FM: gradiente MetOH/H,O (5% —100%)

Substancia
2
37,8 mg

V-2
(47,8 mg)

Substancia
2

Cromatografia Liquida de Média Presséo
FM: gradiente MetOH/H,0 (5% —p 100%)

Fluxograma 4 - Fracionamento da fracé@o IV obtida a partir das cascas de S. adstringens.

Substancia
4
13,6 mg
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Fracéo V
(1,0747 a)

romatografia em Contracorrente de Alta Velocidade
tOAc/n-PrOH/H,0; 140:8:80 (v/viv)

mao

V-1 V-2 V-3 V-4 V-5 V-6 V-7
(23,7 mg) (195,9 mg) (120,2 mg) (197,7 mg) (24,4 mg) (24,9 ,mg) (174 ,mg)

Substancia
2

'n

=
@
=
B
=1
@
3
=1
@
<
@
@
@]
I
<
T
2

o
~
g
;\
=
)
Q
<

Substancia
5
12,8 mg

Substancia
4
48,4 mg

Substancia
2
2,1 mg

Fluxograma 5 - Fracionamento da fragédo V obtida a partir das cascas de S. adstringens.



Fracéo VI
(0,6895 )

1
1
: EtOAc/n-PrOH/H,0; 140:8:80 (v/viv)
1

Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade

84

VI-1 VI-2
(48,3 mg) (181,1 mg)

I - Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
I FM: tolueno/acetona; 6:4 (v/v)

I - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

I FE: Ciano-silica

I FM: AcOEt/Hexano (40:60)

1

Cromatografia Liquida de Média Presséo

1
1
1
1 FM: gradiente MetOH/H,0 (5% -> 100%)
1
1

Substancia
4

17,6 mg

Substancia
4

3,7mg

Substancia
5

3mg

Substancia
6

5mg

Fluxograma 6 - Fracionamento da frac@o VI obtida a partir das cascas de S. adstringens.
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Fracé&o VII
(15736 )

Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade
EtOAc/n-PrOH/H,0; 140:8:80 (v/viv)

ViI-1 VII-2 VII-3 ViI-4 VII-5 VII-6 VII-7
(236 mg) (367,2 mg) (143,1 mg) (62 mg) (15 mg) (26,2 mg) (321,7 ,mg)

: Cromatografia em Camada :
, Delgada Preparativa 1
1 FM: tolueno/acetona: 6:4 (v/iv) 1

1 - Cromatografia em Camada Delgada Preparativa :
I FM: tolueno/acetona; 6:4 (v/v) 1
: - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia :
1 FE: Ciano-silica |
: FM: AcOEt/Hexano (40:60) 1

1
1

Substancia
6
33,7mg

Substancia
7
6 mg

Fluxograma 7 - Fracionamento da fracdo VII obtida a partir das cascas de S. adstringens.
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Fracéo Viii
(1,2853 a)

Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade :
EtOAc/n-PrOH/H,0; 140:8:80 (v/viv) 1
1

VIII-1 ViII-2 VIII-3 ViII-4 VIII-5 VIII-6 VIII-7
(256,2 mg) (86,4 mg) (91,6 mg) (122,8 mg) (38,3 mg) (18,6 mg) (124,8 ,mg)

- Cromatografia em Camada Delgada Preparativa :
FM: tolueno/acetona; 6:4 (v/v) 1
- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia 1
FE: Ciano-silica :
FM: AcOEt/Hexano (40:60) 1

1

Substancia
8
5,3 mg

Substancia
9
6,1 mg

Substancia
7
3,2mg

Substancia
10
5,7 mg

Substancia
9
4,5 mg

Fluxograma 8 - Fracionamento da frag&o VIII obtida a partir das cascas de S. adstringens.
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Fracao IX

I Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade :
: EtOAc/n-PrOH/H,0; 140:8:80 (v/viv) 1

1
I

IX-1 1X-2 IX-3 IX-4 IX-5 1X-6 IX-7 IX-8
(70,8 mg) (127 mg) (60,6 mg) (97,7 mg) (44,2 mg) (94,2 mg) (134,3 ,mg) (532,5 ,mg)

1
| Cromatografia em Camada Delgada Preparativa |
1 FM: tolueno/acetona; 6:4 (v/v) !

Substancia
11
5,4 mg

Fluxograma 9 - Fracionamento da fracdo IX obtida a partir das cascas de S. adstringens.
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Fracdo X

Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade
EtOAc/n-PrOH/H,0; 140:8:80 (v/v/v)

X-1 ) X-3 X-4 X-5 X-6
(26,4 mg) (129 mg) (52,2 mg) (25,9 mg) (29,4 mg) (291,9 mg)

Substancia
12

Fluxograma 10 - Fracionamento da fragdo X obtida a partir das cascas de S. adstringens.



