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RESUMO

ANALISE QUIMICA E BIOLOGICA DE COMPOSTOS FENOLICOS DE Croton
celtidifolius baill

O Croton celtidifolius é conhecido popularmente como sangue-de-adave e usado na
medicina popular no tratamento de doencas inflamatorias, Ulcera, cicatrizante e
reumatismo. Os principais metabdlitos secundérios encontrados na espécie Croton
celtidifolius s@o compostos fendlicos, os quais s@o responsaveis por varias
atividades bioldgicas, como a atividade antioxidante e antinociceptiva. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a composi¢do quimica, fracionar e isolar compostos com
atividade antioxidante, antinociceptiva e vasorelaxante. O extrato etandlico de
Croton celtidifolius foi primeiramente fracionado pela técnica de extra¢do liquido-
sélido, originando as fra¢des cloroformio (Fr.-CHCIs), acetato de etila (Fr.-AcOEt),
acetona (Fr.-acet) e residuo (Res.). As fracbes Fr.-AcOEt, Fr.-acet e Res.
apresentaram alto rendimento, sendo, entdo, submetidos ao procedimento
especifico para isolamento de compostos fendlicos, originando as Fr. AcOEt tratada
e Fr. Acetona tratada. A fracdo Fr. AcOEt tratada resultante do procedimento foi
rotulada como fragéo rica em proantocianidinas (FRP) foi cromatografada em coluna
flash, gerando 41 fra¢des, das quais se isolou 3 compostos (A-C) e uma mistura de
polimeros (D). As fracdes foram avaliadas quanto sua composi¢cado quimica, foram
analisadas por cromatografia em camada delgada e foram reunidas conforme
semelhanca do perfil cromatografico. A FRP foi analisada qualitativamente em
eletroforese capilar e ficou evidente a composi¢do de dois compostos majoritarios e
compostos de caracteristica polimérica. Os compostos isolados foram identificados
por técnicas espectroscopicas de infravermelho e ressonancia magnética nuclear de
'H e '3C, tendo sido identificados 3 compostos: catequina (A), galocatequina (B) e
catequina-(4a-8)-epicatequina (C). N&o foi possivel identificar a fragdo D, utilizando
as técnicas usuais, embora tenha sido possivel verificar que este € uma mistura de
proantocianidinas poliméricas. Os teores de compostos fendlicos totais, de
proantocianidinas totais e de flavonddes, testados para as fracdes, variaram de
257,75 a 473,82 mg /g, 3,45 a 75,65 % e de 2,06 a 7,79 mg/g, respectivamente.
Com relagéo ao potencial antioxidante, a maior atividade de sequestro de radical
livre DPPH foi encontrada para catequina isolada por cromatografia flash da FRP.
Além disso, a FRP apresentou excelente atividade antinociceptiva em animais,
causando inibicdo de 83% e 99,5%, na primeira e da segunda fase da nocicepgéao
induzida pela formalina, respectivamente. A FRP (100 e 300 mg/kg, i.p.) também
aumentou de maneira significativa a laténcia dos animais quando avaliados no teste
da placa quente, idéntico aos animais tratados com morfina (10 mg/kg, i.p.), 30
minutos antes, causou marcado efeito antinociceptivo neste teste. O resultado
adquirido no teste do efeito vaso relaxante demonstra que a FRP promove efeito
interessante de modo dose dependente para o endotélio no modelo de aorta isolada
de ratos. Os resultados obtidos demonstram que a espécie Croton celtidifolius € uma
boa fonte de compostos bioativos, dentre os quais se encontram flavan-3-ol, que
possuem atividade antioxidante.

Palavras-chave: Flavondides, Atividade antioxidante, Proantocianidinas



ABSTRACT

BIOLOGICAL AND CHEMICAL ANALYSIS OF COMPOUND IN FENOLICOS Croton
celtidifolius baill

The Croton celtidifolius is popularly known as “sangue-de-ddave” and used in
popular medicine in the treatment of inflammatory diseases, ulcers, rheumatism and
healing. The main secondary metabolites found in the Croton celtidifolius species are
phenolic compounds, which are responsible for various biological activities, such as
antioxidant activity and antinociceptive. This study aimed to evaluate the chemical
composition fractionation and isolate compounds with antioxidant activity,
antinociceptive and vasorelaxant. The ethanolic extract of Croton celtidifolius was
first fractionated by the technique of solid-liquid extraction, causing the fractions
chloroform (Fr.-CHCI3), ethyl acetate (Fr.-AcOEt), acetone (Fr.-acet) and residue
(Res ). The fractions Fr.-AcOEt, Fr.-acet and Res Had high incomes, and then
submitted to the procedure for isolation of phenolic compounds, causing the treated
Fr. AcOEt and treated Fr Acetone. The fraction Fr AcOEt treated resulting from the
procedure was labeled fraction rich in proantocianidinas (FRP) was cromatografada
in flash column, generating 41 fractions, of which 3 were isolated compounds (AC) in
a mixture of polymers (D). The fractions were evaluated regarding their chemical
composition, were analyzed by thin layer chromatography, and were met as similarity
of the chromatographic profile. The FRP was analyzed qualitatively in capillary
electrophoresis was evident in the composition of two major compounds and
compounds with behavior of polymers. The isolated compounds were identified by
technical espectroscopicas of infrared and nuclear magnetic resonance of 'H and
3¢, and was identified compounds 3: catechin (A), gallocatechin(B) and catechin-(4
a-8) - epicatechin (C). Unable to identify the sample D, using the usual techniques,
but has been unable to verify that this is a mixture of proantocianidinas polymer. The
levels of total phenolic compounds, total proantocianidinas and flavonoids, tested for
the fractions, ranged from 257.75 to 473.82 mg / g, 3.45% to 75.65% and 2.06 to
7.79 mg / g, respectively. The study radical scavenging on 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), increased activity of scavenging of DPPH free radical was
found to catechin isolated by flash chromatography of FRP. Moreover, the FRP
showed excellent antinociceptive activity in animals, causing inhibition of 83% and
99.5%, the first and second phase of nociception induced by formalin, respectively.
The FRP (100 and 300 mg / kg, ip) also increased in a meaningful way the latency of
the animals when evaluated in the test of the hot plate, similar to animals treated with
morphine (10 mg / kg, ip), 30 minutes before, caused marked antinociceptive effect
this test. The result acquired in the test of the effect vase vasorelaxant shows that the
FRP promotes interesting effect on endothelium-dependent concentration in the
model of isolated aorta of rats. The results show that the species Croton celtidifolius
is a good source of bioactive compounds, of which there are flavan-3-ol, which have
antioxidant activity.

Keywords: Flavanols, Antioxidant Activity, Proanthocyanidins
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1.1. ASPECTOS GERAIS

As plantas medicinais tém sido uma rica fonte para obtencdo de moléculas
para serem exploradas terapeuticamente. Muitas substancias isoladas de plantas
continuam sendo fontes de medicamentos como, por exemplo, os cardiotdnicos
obtidos da Digitalis (figura 1) usados para insuficiéncia cardiaca. Como emprego
medicinal poder-se-ia citar centenas de exemplos, porém alguns sé@o classicos como
€ o0 caso da Papaver somniferum L. (Papaveraceae), vulgarmente conhecida por
papoula, planta usada para a extragdo do 6pio, cujo componente majoritario é a
morfina (figura 2) - isolada por Setlrner - principio ativo empregado para combater a
dor desde 1803. Passado mais de um século isolou-se desta mesma planta a
codeina (figura 2) e mais tarde a papaverina (figura 2). Indicios arqueoldgicos
indicam seu uso ha 4000 anos a.C. Estas plantas também tém uma longa historia,
pois egipcios e romanos ja faziam uso delas pelas propriedades diuréticas e toxicas.
Foi durante a antiguidade Egipcia, Grega e Romana que se acumularam
conhecimentos empiricos transmitidos, principalmente pelos &rabes, aos herdeiros
destas civilizagbes. Isto prova que, desde as mais antigas civilizagbes, as plantas

sdo utilizadas como fitoterapicos (Foglio et al 2006).

o 0
Q 0
OCOH
H H
HO HO
digitoxigenina gitalck gerina
o) o)
o} 0
OH
OH
OH H
HO HO
gitoi genina cigoxigenina

Figura 1. Cardiotdnicos de Digitalis

Pode-se considerar como planta medicinal aquela planta administrada sob

qualquer forma e por alguma via ao homem, exercendo algum tipo de agé&o
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farmacoldgica. As plantas podem ser classificadas de acordo com sua ordem de
importancia, iniciando-se pelas plantas empregadas diretamente na terapéutica,
seguidas daquelas que constituem matéria-prima para manipulacéo e, por ultimo, as
empregadas na industria para obtencdo de principios ativos ou como precursores
em semi-sintese. Tradicionalmente as plantas tém sido usadas no tratamento de
vérias doencas. Sua aplicacdo abrange desde o combate ao cancer até os
microrganismos patogénicos (Calixto, 2000). Além disso, as plantas tém contribuido
para a obtencdo de varios farmacos, utilizados até hoje em clinicas, como a

vincristina e a rutina (figura 2) (Cechinel e Yunes 1998).

OH
HO ] v@
OH

OH o
a] 0 0
8]
oH
CHOH [}
OH
rutina vinblastina,R = CH3
vincristina. R = CHO
P r
M [+
H H
HO CHaO
o) 0
OH OH
morfina codeina

CH,0 \\\
N
CH,0

papaverina

Figura 2. Substancias de origem natural.
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Silva et al. (2001) mencionam que, a utilizagcdo popular das plantas
medicinais no Brasil, com fins terapéuticos e rituais religiosos, provém de diferentes
origens e culturas tradicionais, principalmente de indios brasileiros, seitas afro-
brasileiras, e da cultura e tradicdo africana e européia. O uso e o comércio destes
recursos, como em outros paises, foram estimulados pelas necessidades de uma
crescente populagdo que demanda cada vez mais por plantas medicinais para o
cuidado de sua saude e para seus cultos e tradigBes religiosas; pela facilidade de
acesso devido aos custos elevados da medicina ocidental, aos efeitos colaterais
provocados pelos farmacos sintéticos, além do crescente interesse nacional e
internacional pelo potencial terapéutico além do econ6mico que representam a

demanda de novos produtos pela industria farmacéutica.

A busca pela cura ou tratamento de doencgas, tem levado pesquisadores a
se interessarem, cada vez mais, na investigagdo de espécies vegetais com
substancias ativas de potencial terapéutico. Evidencia-se este fato pelo crescimento
de publica¢cbes dessa linha de pesquisa nas principais revistas cientificas das areas
de quimica e farmacologia (Calixto, 2000). A vantagem destas substancias esta na
efichcia no tratamento de enfermidades como, por exemplo: substancias
antitumorais obtidas de plantas, como os alcaldides (vincristina e vinblastina)
extraidos da espécie vegetal Catharanthus roseus G. Don (Apocynaceae), originario
do Madagascar, descobertos no final dos anos 60, ainda considerados
indispensaveis para o tratamento de leucemia assim como os taxdides extraidos das
espécies Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae) (teixo do Pacifico) e T. baccata L. para
canceres ginecoldgicos (Schepartz et al., 1993). Outro fator que incentiva o estudo
com plantas € a complexidade na descoberta de novas drogas; atualmente séo
necessarios de sete a dez anos para o desenvolvimento completo. O volume de
recursos envolvidos nesses estudos explica a concentracdo da pesquisa e
desenvolvimento destes novos farmacos nos paises ditos do primeiro mundo,
detentores de tecnologia e recursos (Montanari, 1995). Além disto, estudos recentes
demonstram que a chamada megabiodiversidade, representada por Australia, Brasil,
China, Colémbia, Equador, india, Indonésia, Madagascar, Malasia, México, Peru e
Zaire, esta seriamente ameacada, o que justificaria a utilizagdo das plantas de forma
sustentavel, para conservacao e reparagdo das areas degradadas (Nodari e Guerra,
2003).
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No Brasil 20% da populacdo consomem 63% dos medicamentos alopéticos,
o restante encontra nos produtos de origem natural, especialmente as plantas, uma
fonte alternativa de medicagéo. O interesse da pesquisa nesta area tem aumentado
nos ultimos anos onde estdo sendo instituidos projetos financiados por Orgéaos
publicos e privados. Nos anos 70, nenhuma das grandes companhias farmacéuticas
mundiais mantinha programas nesta linha e atualmente isto tem prioridade na
maioria delas. Dentre os fatores que tém contribuido para um aumento nas
pesquisas estd a comprovada eficacia de substancias originadas de espécies
vegetais como os alcaldides da vinca (figura 2), com atividade antileucémica, ou do
jaborandi, com atividade antiglaucoma, ambos ainda considerados indispensaveis
para o tratamento e por muitas plantas serem matéria-prima para sintese de

farmacos (Foglio et al., 2006).

Hoje em dia existem vérias metodologias para a obtencdo de farmacos,
dentre elas a abordagem biotecnoldgica e as correspondentes técnicas genéticas,
que possibilitaram identificar e preparar diversas proteinas. A quimica combinatoria,
que permitiu o desenvolvimento de técnicas de triagem em larga escala como o HTS
(High-troughput screening) que permitem que até 100 mil compostos sejam testados
num Unico dia em relacdo a sua atividade biol6gica e a quimica computacional que
correlaciona a estrutura molecular com a atividade bioldgica (Yunes, 2001). A
pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos de
espécies vegetais ou avaliar sua presenca. Quando ndo se dispbe de estudos
quimicos sobre as espécies de interesse, a analise fitoquimica preliminar pode
indicar o grupo de metabdlitos secundario relevante da mesma. Caso o interesse
seja restrito a uma classe especifica de constituintes ou as substancias
responsaveis por certa atividade biol6gica, a investigacdo devera ser direcionada

para o isolamento e a elucidagéo estrutural da mesma (Elisabetsky e Souza, 2003).

Dentro deste aspecto, cabe ressaltar a necessidade de uma atuagao
multidisciplinar que o estudo com as plantas exige, incluindo desde o ponto de vista
fitoquimico, até estudos abordando os aspectos agrotecnol6gico, microbioldgico,
farmacologico e biotecnolégico, de tal forma que esta integracdo possa propiciar
uma ampliagcdo na busca de novas moléculas ativas. Apesar de contar com uma
enorme biodiversidade, o Brasil dispde de uma infra-estrutura que deve ser

melhorada para adequar a producdo e a extracdo racional das espécies. Para o
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fitoquimico, todas estas especialidades tém papel importante na pesquisa com
plantas medicinais. Qualquer profissional ou instituicdo que deseja trabalhar com
plantas medicinais esbarra na dificuldade em produzi-las ou adquiri-las com
confiabilidade na identificagdo botanica ou mesmo em obter informagdes sobre em
quais condicbes a espécie foi cultivada. A area agrotecnoldgica, por sua vez, pode
auxiliar o pesquisador através das técnicas de micropropagacao vegetativa, cultivo
em larga escala e estudos de aclimatacéo, visando a disseminacao da espécie e sua
sustentabilidade e aliando a producdo com a otimizacao do teor do(s) principio(s)
ativo(s), possibilitando a adequacgéo da espécie as condi¢des climéticas locais. Nas
areas microbiolégicas e farmacoldgicas encontra-se 0 apoio necessario a
caracterizagdo da atividade in vitro e in vivo das plantas em estudo, na busca da
determinagéo da atividade antimicrobiana destes produtos e o controle de qualidade
fitopatologico das espécies e seus produtos acabados. As plantas ndo séo
unicamente uma fonte potencial de principios ativos quimicamente definidos. O uso
de extratos é também possivel e, para isto, a atividade farmacoldgica deve estar
definida, assim como 0s compostos responsaveis por esta atividade. Do ponto de
vista farmacoldgico € imprescindivel a avaliagdo da atividade em diversos modelos
como o antiulcerogénico, antiinflamatério, anticancer em cultura de células tumorais
humanas e em modelos experimentais utilizando animais de laboratério,
anticolvulsivante, analgésico e outros, bem como avaliagdo toxicologica
(citotoxicidade, toxicidade aguda, toxicidade em doses repetidas (toxicidade
crbnica), irritagdo dérmica primaria e cumulativa, irritacdo ocular, sensibilidade
cutanea e fototoxicidade). O delineamento destes estudos permite o fechamento do

ciclo multidisciplinar no estudo com plantas medicinais (UNICAMP, 2007).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, 80% das pessoas dos
paises em desenvolvimento no mundo dependem da medicina tradicional para as
suas necessidades basicas de salde e cerca de 85% da medicina tradicional
envolve o uso de extratos de plantas. Isso significa que 3,5 a 4,0 bilhdes de pessoas

dependem de plantas como fontes de tratamentos (Azevedo e Silva, 2006).

O Brasil é um dos paises de maior diversidade genética vegetal, contando
com mais de 55.000 espécies catalogadas (Nodari e Guerra, 2003). Neste contexto,

a Mata Atlantica ocupa posicao de destaque no que se refere ao patrimdnio genético
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nacional. Sua ocupagdo deu-se ao longo dos 500 anos de histéria por diferentes

formas de exploragéo, o que levou a degradagao e extingdo de muitos recursos.

Devem-se distinguir dois aspectos relevantes no que concerne a obtengéo
de novos farmacos de origem natural dos sintéticos: a diversidade molecular e a
funcdo biologica. A diversidade molecular dos produtos naturais € muito superior
aquela derivada dos processos de sintese, que, apesar dos avancos, ainda é
limitada (Nodari e Guerra, 2003).

Estima-se que o mercado mundial de drogas de origem vegetal seja de
US$12,4 bilhdes, onde 50% do consumo neste tipo de mercado esta concentrado na
Europa. Fitoterdpicos e fitofarmacos sdo responsaveis por 25% do receituario
médico nos paises desenvolvidos e cerca de 80% nos paises em desenvolvimento
(Cragg et al.,1997).

O crescimento do mercado nacional de medicamentos preparados a base de
plantas medicinais (fitoterapicos) € da ordem de 15% ao ano, enquanto o

crescimento anual do mercado de medicamentos sintéticos gira em torno de 3 a 4%.

A demanda na utilizacdo de plantas medicinais na prevencdo ou cura de
doencas e cultivo ou extrativismo dessas plantas torna-se uma alternativa cada vez
mais importante na agricultura nacional. Por outro lado, a qualidade das plantas
medicinais e dos produtos fitoterapicos comercializados vem sendo afetada
negativamente pelo aumento da demanda dos mesmos. Estudos tém demonstrado
que cerca de 50% dos produtos a base de plantas medicinais disponiveis no
comércio, no Brasil, apresenta alguma irregularidade devido a presenca de matéria
organica estranha, contaminagdes e insetos, problemas de identificagdo botanica,
teores de compostos abaixo do especificado e adulteracdo. Os precos pagos pelo
comércio atacadista sdo extremamente baixos, fato que contribui para o0 aumento da
pressdo sobre a biodiversidade e para manutencé@o de baixa qualidade da matéria-

prima, criando um circulo vicioso (Reis et al., 2003).

A exploracao de plantas de uso medicinal da flora nativa através da extracao
direta nos ecossistemas tropicais (extrativismo) tem levado a reducdes drasticas das
populagBes naturais dessas espeécies, seja pelo processo predatorio de exploracéo,

seja pelo desconhecimento dos mecanismos de perpetuagcédo das mesmas. Assim a
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domesticacdo e cultivo, préticas razoaveis para espécies medicinais exdticas,
aparecem como opg¢des para obtencdo da matéria-prima de interesse farmacéutico e

reducgéo do extrativismo nas formagdes florestais (Reis et al., 2003).
1.2. DETERMINACAO DA ESTRUTURA DE NOVOS COMPOSTOS

E importante ressaltar o fantastico desenvolvimento de técnicas analiticas de
separacgdo e elucidagdo estrutural, nas ultimas trés décadas e mais recentemente de
instrumentos analiticos hifenados, conhecem-se cerca de 50.000 metabdlitos
secundéarios isolados de angiospermas, muitos desses ainda sem qualquer
avaliagcdo com relagdo ao seu potencial farmacoldgico. Devido a tais constatacdes,
0s produtos naturais e derivados foram, e continuam sendo, notoriamente, de
importancia crucial em determinados setores de uma sociedade moderna, mesmo
considerando-se o grande numero de produtos produzidos por sintese (Montanari,
2001).

A complexidade na determinacdo estrutural de uma nova molécula é
evidenciada pelas técnicas utilizadas como: infravermelho, ultravioleta,
espectrometria de massa, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, carbono
incluindo experimentos de correlagdo homo e heteronuclear, ndo deixando de
mencionar as técnicas quimicas e fisicas preliminares tais como cromatografia de
camada delgada, cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
eletroforese capilar, rotacdo oOtica e ponto de fusdo. Os procedimentos para
determinacdo e elucidacdo de uma estrutura quimica, que muitas vezes é um
enorme desafio mesmo para 0s especialistas no assunto, sendo fundamental,
portanto a participagdo do quimico nas pesquisas voltadas a obtencdo de novas

moléculas com atividade farmacoldgica. (Ferri, 1995)
1.3. Croton celtidifolius BAIL

Planta da familia Euphorbiaceae, que compreende 290 géneros e
aproximadamente 7500 espécies, distribuidas em todo o mundo principalmente nas
regides tropicais. Os maiores centros de dispersdo encontram-se nas Americas e na
Africa.(Joly, 1993).
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Ao género Croton sdo atribuidos vérios estudos biolégicos. As plantas deste
género sdo ricas em metabdlitos secundarios responsaveis pelas atividades
biologicas, dentre esses constituintes ativos encontram-se as proantocianidinas,
terpenos, alcaldides, flavonas e outros compostos fendlicos (DalB6, 2004). Entre as
atividades conferidas ao género Croton encontra-se a anti-helmintica e efeito
cardiovascular de Croton zehntneri (Camurga-Vasconcelos et al., 2007, De Siqueira
et al., 2006), antinociceptiva de Croton urucurana (Rao et al., 2007), moluscicida de
Croton campestris (Babili et al., 2006), antiinflamatéria de Croton cuneatus (Suarez
et al., 2006), anticancerigéno de Croton flavens (Sylvestre et al., 2006), mutagénica

e antioxidante de Croton lechleri (Lopes e Lopes et al., 2004).

Croton celtidifolius Baill, € uma arvore encontrada nas regibes de Mata
Atlantica, comumente mediana de seis a dez metros de altura e dez a vinte e cinco
centimetros de diametro. Geralmente encontrada desde o estado de Rio de Janeiro
a Goiéds, em Séo Paulo e na regido Sul do Brasil, e conhecida popularmente por

Pau-Sangue, Sangue de Dragéo e Sangue de Adave (Smith, 1998).

Na medicina folclérica, a planta é recomendada para o tratamento de
leucemia, Ulcera, reumatismo e doencas inflamatérias, tanto pela mastigacdo da
casca como a preparacao de infusdo destas (DalBo et al., 2005) e como cicatrizante,
segundo Axt 1976. Entretanto, existem poucos estudos da atividade bioldgica de C.
celtidifolius. As divulgagdes existentes na literatura encontram-se os estudos das
cascas em relagéo a atividade antinociceptiva, antiflamatoria, antiedermatogénica e
antioxidante (Nardi, 2002; Nardi et al., 2003; DalB6 et al., 2005; Nardi et al., 2006;
Nardi et al., 2007; DalB¢ et al., 2006).

Axt e Mukherjee (1984) citam o isolamento e determinagéo estrutural de
compostos da familia dos ciclitéis, o 1L-1-O-metil-mio-inositol, neo-inositol e
sitosterol (figura 3) em Croton celtidifolius. Além disso, ha publicagbes demonstrando

a presenca de alcalbides e saponinas nesta espécie (Amaral e Barnes, 1997).
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Figura 3: Compostos isolados de Croton celtidifolius.

1.4. TESTES BIOLOGICOS

As propriedades bioldgicas (antimicrobiana, antinociceptiva, antiinflamatoria)
estdo diretamente relacionadas com o potencial antioxidante desempenhado pelos
fendis. Por outro lado a atividade antioxidante depende de sua estrutura quimica,
podendo ser determinada pela acdo da molécula como agente redutor, pela sua
capacidade de captura de radicais livres, reatividades com outros antioxidantes e
potencial de quelacdo de metais. Ha estudos demonstrando que o potencial
antioxidante in vitro de flavondides é superior aos das vitaminas E e C (Rice-Evans
et al., 1997; Rice-Evans et al., 1995).

Logo, a interacdo entre os laboratérios de quimica e farmacologia é de
fundamental importancia no que concerne ao monitoramento farmacoldgico do
fracionamento quimico com o objetivo de identificar os compostos ativos presentes

nas plantas (Elisabetsky e De Souza 2003).
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1.4.1. DOR

A dor é uma linguagem: células nervosas especializadas no sentido da dor
(nociceptores), que existem aos milhares em cada milimetro de nossa pele,
transmitem estes impulsos ao nosso sistema nervoso central (SNC) que responde

tentando afastar a parte do corpo afetada do estimulo doloroso.

Os gregos antigos acreditavam que a dor fosse uma emogéao. Hoje, embora
ainda possamos “chorar de dor ou morrer de felicidade quando ela se vai”, a ciéncia
classifica a dor como uma sensagao. Assim como outros sentidos - olfato ou paladar
- a dor necessita de 6rgaos especiais para a deteccdo e informagdo ao SNC. Estes

receptores para a dor foram chamados de nociceptores.

Os mecanismos associados ao inicio e propagacéo dos impulsos da dor séo
0S nociceptores que sdo ativados por, basicamente, 4 tipos de estimulo: mecénico,
elétrico, térmico ou quimico (Loeser e Melzack, 1999). A ativagdo dos nociceptores
esta, em geral, associada a uma série de reflexos, tais como o aumento do fluxo
sanguineo local, a contragdo de musculos da vizinhanga, mudangas na presséo
saguinea e dilatacdo da pupila. Uma das primeiras descobertas foi a da acdo das
prostaglandinas sobre os nociceptores. Quando um tecido € injuriado, tal como por
uma infeccdo ou queimadura solar, as suas ceélulas liberam prostaglandinas e
leucotrienos, que aumentam a sensibilidade dos nociceptores. Hipersensibilizados,
0S nociceptores sdo capazes de transformar em dor qualquer impulso, mesmo que
minimo: lembra-se de como é doloroso um simples toque sobre a pele queimada?

Este fenbmeno é um mecanismo de defesa do organismo e € conhecido como

hiperalgesia.

Varios farmacos interferem com o ciclo de producédo das prostaglandinas, tal
como a aspirina, e reduzem a sensibilizacdo destes tecidos. O bloqueio da sintese

ou acgdo dos leucotrienos também € um alvo dos analgésicos farmacéuticos.

Os nociceptores estéo ligados ao SNC por intermédio de fibras nervosas de
trés tipos. Fibras Aa, Ad e C. Estas fibras apresentam caracteristicas anatémicas e
funcionais distintas, porém s&o componentes importantes para 0 inicio da

transmissdo do impulso nociceptivo. Todas as fibras levam os impulsos até a corda
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espinhal; esta conduz a informagéo até o tadlamo. Entdo, é neste momento que a dor

é detectada: quando a informac&o atinge o tadlamo.

1.4.2. PRESSAO ARTERIAL

z

O coragdo € uma bomba eficiente que bate 60 a 80 vezes por minuto
durante toda nossa vida e impulsiona de 5 a 6 litros de sangue por minuto para todo
o corpo. Presséo arterial € a forca com a qual o coracdo bombeia o sangue através
dos vasos. E determinada pelo volume de sangue que sai do coracio e a resisténcia
que ela encontra para circular no corpo. Ela pode sofrer variagdo pelo volume de
sangue, viscosidade do sangue, da freqiiéncia cardiaca e da elasticidade dos vasos.
Elevagbes ocasionais da pressdo podem ocorrer com 0 nervosismo, preocupagoes,

drogas, alimentos, fumo, alcool e café (Busato, 2001).

Quando a pressdo alta ndo for descoberta e tratada ela pode causar
(Fontes, 2005):

e Aumento do coragao, o qual pode ocasionar a falha deste.

« Aneurismas nos vasos sanguineos, mais comumente na aorta e artérias no

cérebro, pernas e intestinos.

« Estreitamento dos vasos sangiliineos nos rins, o que pode causar a falha

destes.

« "Endurecimento" precoce de artérias pelo corpo, especialmente aquelas no
coragdo, cérebro, rins e pernas. Isso pode causar ataque cardiaco, infarto,

falha nos rins ou amputacéo de parte da perna.

e Sangramento ou ruptura de vasos sangiliineos nos olhos, o que causa

alteragdes na visdo e pode resultar em cegueira.
1.4.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os métodos comumente usados para determinar a capacidade antioxidante
por serem faceis, rapidos e sensiveis sdo aqueles envolvendo compostos
cromogénicos de um radical natural que simula as espécies reativas do oxigénio

(ERO). A presengca de antioxidante leva ao desaparecimento desses radicais
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cromogénicos. Dois radicais muito utilizados para medir a atividade antioxidante séo
0 ABTS™ (2,2'-azin6bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico acido)) (figura 4) e o DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil).

HHq + 5U3- S S 5{]3' + NH.;.
L=
N N
53 /

CaHs CaHs
ABTS : sel d’ammonium de I'acide 2,2’-azinobis- (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

-e +e
NH, + 503~ 3 S 503 + NHy*
N\ /N
CoHs CoHs
ABTS * CHs
HO
COOH
HsC D ol
CHs  Trolox
(ou antioxydant a tester donneur de H-)
C CH
NH4 + 503 g g 505- + NH4+ 0
U S=—N=( @/ - COOH
- Ve HsC 0= CHs
H  ChHs  CoHs CH,

ABTSH *

Figura 4. Reacdao do teste antioxidante pelo método ABTS (Marc et al., 2004).

Os radicais livres sdo compostos cuja estrutura quimica possui um ou mais
elétrons desemparelhados, sendo por isso, muito instaveis, altamente reativos, e
tempo de meia vida curto. Os principais compostos séo os originados por reacdes do
oxigénio molecular, denominadas de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), sendo
este termo usado para qualquer espécie de radical formado (Soares, 2000).

1.5. COMPOSTOS FENOLICOS
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Os compostos fendlicos (figura 5) podem ser formados por meio de duas
rotas biogenéticas: via do &cido chiquimico ou via do acetato de polimalato que se
inicia com acetil-coenzima A e malonil-coenzima A. A origem biogenética determina
0 padrdo de substituicdo do composto fendlico resultante. Dessa maneira, pela via
do acido chiquimico obtém-se compostos com grupos hidroxilas em posi¢éo orto,
que se formam a partir do acido cin@mico. Por outro lado, a via do acetato-polimalato

origina compostos com grupos hidroxilas dispostos em meta (Carvalho et al.,2003).

Os compostos fendlicos sdo formados por um ou mais anéis aromaticos
hidroxilados, sendo capazes de quelar metais e capturar radicais livres. A existéncia
de elétrons 1T em sua estrutura, que auxiliam na estabilizacdo do radical formado
pela oxidac@o do fenol ao perder um atomo de hidrogénio, ajuda a compreender a

atividade antioxidante destes compostos.

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos pode se manifestar de
duas formas: pelo mecanismo de transferéncia de hidrogénio (1) ou pelo mecanismo
de transferéncia de préton combinado (concertado) por transferéncia eletronica (2)
(Zhang et al., 2002).

LOO® + FOH ——» LOOH + FO' (1)
LOO' + FOH —* LOO" + FOH* — LOOH + FO" )

Nas reacdes 1 e 2 indicadas, estdo representadas por F 0os compostos

fendlicos e L um lipideo, composto que é alvo da agéo dos radicais livres.

A maior parte dos vegetais possui em suas estruturas compostos fendlicos,
da classe dos flavondides e dos ndo flavondides. Destacam-se entre 0s néo
flavondides os compostos derivados do &cido caféico e do acido p-cumérico (Ce-C3).
E os derivados da estrutura Cs-C,-Cg, pertencentes ao grupo do resveratrol (Rice-

Evans et al., 1997) e xantonas.
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Figura 5. Biossintese dos fendis (UNL, 2007).
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Por outro lado os flavondides, que constituem a maioria dos antioxidantes
sdo encontrados principalmente nas frutas e verduras. A estrutura béasica destes
compostos, representada por Ce-Cs-Cs (figura 6), estd baseada em um nucleo que
consiste de dois anéis fendlicos, A e B, ligados por uma cadeia de trés atomos de
carbono. Esta cadeia, por sua vez, fecha-se como um terceiro anel, C, heterociclo do

tipo pirano com um &tomo de oxigénio (Zuanazzi e Montanha, 2003).

ary

Flavanona Flawona Flzwonol
o]
g o
© ‘/\H/L‘
oH
So% g L
0]
[scflavona Flavononaol
Flavononol

Figura 6: Variedades de flavonoides;

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande

numero de farmacos
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2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a espécie C. celtidifolius com respeito de sua composicdo em
proantocianidinas e o quanto estes compostos influenciam nas atividades biolégicas

e farmacoldgicas.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar o0s extratos vegetais e as fracbes enriquecidas de

proantocianidinas.

Isolar por métodos cromatograficos em escala preparativa as

proantocianidinas da espécie Croton celtidifolius.

Caracterizar e identificar os compostos isolados, através de testes

especificos e aplicar as técnicas de espectroscopia.

Realizar ensaios in vitro e in vivo para a avaliagdo das atividades
antioxidante, antinociceptiva e o efeito vaso relaxante dos extratos e das fracoes

ricas em proantocianidinas.



27

3. MATERIAIS E METODOS
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Os solventes e reagentes empregados no desenvolvimento desse trabalho

foram de grau p.a. e procedéncia Nuclear e Vetec.
3.1. EQUIPAMENTOS
3.1.1. PONTO DE FUSAO

Foi utilizado aparelho de ponto de fusdo manual da microquimica. Este
equipamento é composto por uma lupa para o acompanhamento da fusdo da
amostra, através do bloco metalico aquecido, sobre o qual é colocada a amostra

entre lamina e laminula.
3.1.2. ELETROFORESE CAPILAR

A andlise em eletroforese foi utilizado um aparelho da Agilent Technologies
HP3PCE aparato (Palo Alto, CA, U.S.A.) equipado com um detector com arranjo de
diodos em 207 nm. Procedeu-se a separacgdo a 25°C em um capilar de silica fundida
(60 cm x 375 pm diametro externo x 50 pum didmetro interno) da Polymicro
Tecnologies. As amostras e os padrbes foram injetados hidrodinamicamente a 0,5
psiem 2 s. A voltagem aplicada foi de 20 kV de polaridade positiva. As identificagdes
dos picos foram feitas por comparacdo de tempo de migracdo e os dados dos

espectros foram comparados com padrdes.
3.1.3. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Os espectros de infravermelho foram obtidos em pastilhas de KBr grau
espectroscopico, com leituras na regido de 4000 a 400 cm™ em um espectrémetro

Perkin Elmer FT 16PC, na Central de Analises do Departamento de Quimica-UFSC.
3.1.4. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono
para as substancias foram realizados em temperatura ambiente dissolvidas em
metanol e ou acetona deuterados, empregando tetrametilsilano (TMS) como
referéncia. Empregou-se aparelho Varian em campo de 400 MHz (RMN 'H) e 100
MHz (RMN *3C).

3.1.5. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA
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Utilizou-se aparelho espectrofotdmetro da Perkim Elmer UV-VIS, com
varredura entre 300 e 700 nm com amostra dissolvida em metanol em cubetas de 1

cm.
3.2. MATERIAL VEGETAL

A espécie vegetal Croton celtidifolius (Euphorbiaceae) foi coletada no
periodo matutino em margo de 2000, no municipio de Orleans — SC. Este espécime
foi identificado no Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa
Catarina pelo Prof. Dr. Daniel Falkemberg de Barcelos e depositada uma exsicata

sob o nimero de voucher, FLOR 31.272 no Herbario de mesma instituicao.
3.3. PREPARACAO DOS EXTRATOS E FRACIONAMENTOS

Apos a coleta e identificagd@o, as cascas (568g) do Croton celtidifolius foram
secas sob ventilagdo, moidas e submetidas a extracdo por maceracdo em etanol
90% (3x) a temperatura ambiente. O extrato obtido foi filtrado e o solvente extrator
removido em rotaevaporador com condensador acoplado sob vacuo, resultando em
100,0 g de extrato bruto hidroalcodlico (EB) que foi conservado sob congelamento
em freezer a —18 °C. O extrato bruto seco deste material vegetal foi submetido a
extracdo liquido-sdlido (particionamento) em ordem de solventes: cloroformio,

acetato de etila, acetona e restando o residuo (figura 8).

Depois de ter sido realizado este particionamento, foi aplicado um método
desenvolvido no laboratério para a separacdo de proantocianidinas que consta do

seguinte procedimento.

Uma determinada quantidade de extrato ou fragdo (no presente caso refere-
se a 5g de cada uma das fragdes: Acetona, Acetato de etila e Residuo Aquoso) é
dissolvida numa quantidade minima de acetona seguindo-se a adi¢cdo de um grande
excesso de agua destilada. O material é deixado em repouso para a precipitagédo e
finalmente filtrado em papel filtro analitico. O residuo do papel filtro apds
devidamente seco € pesado e reservado a parte. A acetona presente no filtrado é
removida com auxilio de um rotaevaporador e em seguida procede-se uma extracao

liquido-liquido com acetato de etila. O extrato acetato de etila assim obtido é
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submetido a um fracionamento por cromatografia em coluna flash conforme Still
1978 (figura 8).

3.4. ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS A, B, C e FRA(;AO D A PARTIR
DAS CASCAS DE C. celtidifolius

Os meétodos cromatograficos utilizados para separacdo e isolamento das
fracbes e dos compostos foi a cromatografia em coluna flash e para fins de
identificacdo e analise de misturas por comparacdes com padrdes usou-se a
cromatografia em camada delgada (CCD), nesse caso chama-se cromatografia
analitica, enquanto a cromatografia que visa ao isolamento de compostos € dita
cromatografia preparativa. A fase estacionaria pode encontrar-se empacotada em
coluna (aberta ou fechada) ou constituir uma superficie plana, como a cromatografia
em papel e cromatografia em camada delgada. Em geral, as técnicas
cromatogréaficas envolvidas neste trabalho foram desenvolvidas conforme as

seguintes etapas:

m montagem da coluna: disposi¢cdo adequada da fase estacionaria (silica gel SiO,)

ou suporte da fase movel;
m aplicac@o da amostra (extrato + silica);

m desenvolvimento: passagem de um solvente (ordem crescente de polaridade —
coluna aberta ou de forma isocrética - flash) escolhido — fase mével — através da

fase estacionaria;

m revelacdo (vapor de iodo, solugéo de cloreto férrico, solugdo acida de anisaldeido
e solucdo de sulfato cérico) e visualizagdo (luz ultravioleta comprimentos de onda
de 254 e 365nm) das cromatoplacas para localizagédo das diferentes zonas de

separacgdo dos compostos;

A cromatografia em camada delgada (CCD) teve por objetivo especifico o
monitoramento das fragdes eluidas em coluna. A metodologia da CCD consiste em
uma folha de aluminio como suporte com uma fina camada de silica, aplicando as
amostras a um centimetro de uma das extremidades e eluindo o sistema com uma

mistura adequada de solvente. As cromatoplacas eluidas com amostras aplicadas
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com perfis semelhantes (R; = indice de retengdo = damostra/dsowvente) de visualizag&o

foram reunidas.

A fracdo acetato de etila tratada (FRP = 100 mg), rica em proantocinidinas,
foi submetida a este procedimento em uma coluna de diametro 15 mm, preenchida
com 18 cm de silica gel (40-230 mesh) com fluxo de 1,5 mLmin™. O eluente utilizado
foi preparado segundo a literatura para CCD de proantocianidinas (Tits et al., 1992),
que foi 0 mesmo para a cromatografia flash AcOEt:H,O:HCOOH:AcOOH (70:20:3:2,

vivivlv) este sistema forma duas fases e se usa a fase superior.

Foram coletadas 41 fracdes (tabela 1) com volume de 4 mL cada. As
amostras eluidas foram convenientemente analisadas por CCD (figura 7) e
reveladas com solucdo de anisaldeido sulfirico, detectando a pureza das
substéncias isoladas. Os valores dos Rf foram os seguintes: A (0,89), B (0,87), C
(0,65) e D (0,00). A razédo de as CCD terem resolucdo ruim reside no grau de
hidroxilagdo destes compostos. Quanto mais hidroxilas o composto tiver maior sao
as interagbes com a fase estacionaria, silica, originando perfis cromatogréficos

imperfeitos de acordo com a figura 7.

Cormposto B Corposto C
|1 :

Cum}:i \ —_— i | Composto
- . | '

i ¥
 FYR Y .28 __BBR ,
Aetore o Aol C G 1 4 Sl 4 : 2 110 T S5

Figura 7. Cromatografia em camada delgada dos compostos isolados da coluna flash.

Tabela 1: Massa dos compostos isolados por cromatografia flash;

Fr. Coletada | m (mg)
1,2e3
4,5e6 25,2 composto A
7e8 7,3 composto B
9-18 12,5 composto C
19-30 59
31-41 21,4 composto D
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Figura 8. Método de obtencédo de proantocianidinas




33

3.5. DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS NO
EXTRATO ETANOLICO E NAS FRACOES DE C. celtidifolius

Os compostos fenodlicos totais foram quantificados através do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Gutfinger, 1981), utilizando o é&cido gélico
como padréo de referéncia (figura 9). A 0,5 mL de cada amostra, adicionou-se 0,5
mL do reagente Folin- Ciocalteau diluido 1/10 e 1 mL de Na,COj; saturado e a
mistura foi armazenada ao abrigo da luz por uma hora. O tubo controle continha 0,5
mL de etanol a 80%. A absorbéncia foi medida a 725 nm usando um
espectrofotdmetro UV-VIS. Todas as andlises foram realizadas em duplicata. Os
resultados foram expressos em mg de acido géalico equivalente por g de peso seco
da amostra (mg EAG/g). A determinac@o dos polifendis totais, por reagdo com o
reagente de Folin-Ciocalteau, baseia-se no principio de que em meio alcalino os
fendis reduzem a mistura dos acidos fosfotungstico e fosfomolibdico a 6xidos de

tungsténio e molibdénio de cor azul (Gutfinger, 1981).
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Figura 9: Curva de calibracdo com &cido galico para o teste de avaliacédo de fendlicos totais.
3.6. DETERMINAGAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A dosagem de flavonéides foi feita de acordo com Quettier-Deleu 2000,
onde se utilizou quercetina como padrdo, em solu¢éo de cloreto de aluminio. O
método consiste na mistura de 0,5 mL de cloreto de aluminio (AICl3) 2%, 0,5 mL de
extrato e 2,5 mL de etanol. Apds repouso de 60 minutos, fez-se leitura a 415 nm em

espectrofotdmetro UV/visivel Perkin Elmer para se obter a concentracdo de
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flavondides expresso em equivalentes de quercetina/g de extrato ou fragdo. Os
dados de absorbancia das amostras foram comparados com uma curva padrao
construida a partir de solugdes com concentragdes crescentes de quercetina.(figura
10).

1000 —

Y= 8,T7TEX + 0,864
F= 0,999

ahsoreancia
B
[=]
1

T T T T T T T T T T T
u} =0 a0 ] an 100

[ quercetina) wgdrmbL

Figura 10: Curva padrdo em quercetina.

O cation aluminio forma complexos (figura 11) estaveis com os flavonoides
em metanol, ocasionando um deslocamento batocrdbmico no espectro
eletromagnético na regido do UV-VIS juntamente com uma intensificagdo da
absorcdo. Dessa maneira, é possivel determinar a quantidade de flavonodides,
evitando-se a interferéncia de outras substancias fendlicas, principalmente os acidos
fendlicos, que invariavelmente acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais. Os
acidos fendlicos, mesmo os que formam complexos com AICIl;, absorvem em
comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se dessa maneira interferéncias

nas medidas de absorbéancia (Salatino, 2007).

OH .
HO o HO 0 0
O CH  aIcls
—_—

8]
OH O N, I
X

Figura 11: Formacdo do complexo Flavonoide-Al, em solucdo metanodlica de cloreto de

aluminio

3.7. ANALISE DE PROANTOCIANIDINAS PELO METODO DA SOLVOLISE
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Antes da analise do perfil quimico por cromatografia liquida, foi realizada a

solvolise das proantocianidinas, forma predominante encontrada nessa espécie.

Segundo Porter 1986, este método baseia-se na depolimerizagdo oxidativa
de proantocianidinas com aquecimento em meio acido mineral com a formagéo de
cations antocianidinas que absorvem intensamente em 550 nm (cor vermelha). O

método usado foi a butandlise em acido cloridrico (figura 12).

cianidina
H delfinidina

[ =

Figura 12: Degradacéo de proantocianidinas em hidrélise acida (Santos, 2003)

Transferiu-se 10 mg de cada uma das fracdes do particionamento liquido
sélido e da cromatografia em coluna para um tubo de reacéo e adicionou-se 2 mL de
solu¢éo n-Bu-OH e HCI 80:20 v/v. Fechou-se o tubo de reagéo e este foi mantido em
banho “Maria” a 95+2°C, durante duas horas. Apds o término da reacgdo, tomou-se
uma aliquota de 0,5 ml que foi diluida em 8,5 ml de n-butanol e a densidade 6tica foi

medida em espectrofotometro entre 350 e 700 nm.

A curva de calibragdo (figura 13) foi feita a partir de uma solugéo estoque
padréo (SEP) pela dissolu¢do de 10,5 mg de amostra padrdo de proantocianidinas
em 5 mL de n-BuOH. Aliquotas crescentes da SEP (Tabela 2) com concentracdes
crescentes de proantocianidinas foram submetidas a reagdo de hidrolise com n-
butanol (n-Bu-OH) e &cido cloridrico 37% (HCI) na proporcdo 90:10 v/v com volume

de 2 mL por duas horas.
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Figura 13: Curva de calibracéo (padrdo) para quantificar proantocianidinas em comprimento
de onda A = 551 nm.

As solugdes apos o término da reacdo e em temperatura ambiente foram
diluidas para formar solu¢gdes equivalentes em volume e as respectivas densidades
oOticas foram medidas em espectrofotdbmetro 550nm (Tabela 2), tendo como branco
n-BuOH. A curva de calibracdo foi construida com os dados obtidos e foram

manipulados no programa origin 7.0.

Tabela 2: Dados para o preparo das curvas de calibracdo para hidrolise de
proantocianidina.

Volume _ V (mL) .
Equivalente n-BuOH |Absorbancia
Amostras (SEP) n-BuOH/
em mg gsp 9 mL
mL HCI 10% A =550nm
01 0,1 0,2 2,0 6,9 0,2268
02 0,2 0,4 2,0 6,8 0,4345
03 0,4 0,8 2,0 6,6 0,8624
04 0,6 1,2 2,0 6,4 1,3865
05 1,0 2,0 2,0 6,0 2,1696

3.8. DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO
DO SEQUESTRO DO RADICAL LIVRE 2,2'-DIFENIL-1-PICRIHIDRAZIL (DPPH)

A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada utilizando o cromdforo
DPPH, técnica esta que se baseia no método de CAVIN et al. (1998) e BOUCHET et

al. (1998). Para realizacdo do ensaio, preparou-se uma solucdo de DPPH (1,1-
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difenil-2-picrilhidrazil) 0,004 % momentos antes do uso. As amostras do extrato bruto
e fragbes foram preparadas nas concentracdes 1 - 50 ug.mL™. A leitura foi feita no
espectrofotometro UV-VIS, em 517 nm. Primeiro determinou-se a absorbancia do
controle (Ac) medindo-se a absorbancia da mistura de 2mL de DPPH 0,004 % (que é
violeta) e 1mL de metanol, logo apos, da absorbancia do branco que consiste de 1
mL do extrato e 2 mL de metanol. Analogamente, a cada uma das solugbes dos
extratos em andlise (1 mL), foram adicionados 2 mL de DPPH. Ap6s 30 minutos
iniciaram-se as medidas de absorbancia. O teste é feito em duplicata. A ICso,
concentracdo necessaria para se alcancar 50 % de decréscimo na absorbancia do
DPPH, é obtida a partir do gréfico de percentagem de DPHH em fungédo da
concentracdo do extrato (Figura 14). A atividade antioxidante foi determinada em
termos porcentagem de reacdo segundo a formula %inibigcdo = [(Aa — Ag)/Ac] X 100,
onde A € a absorbancia da amostra e Ac é a absorbancia do controle negativo no

momento do preparo da solucéo.
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Figura 14: Obtencéo da ICso para FRP de C. celtidifolius
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3.9. ENSAIOS BIOLOGICOS
3.9.1. ANIMAIS

Nos ensaios com animais foram utilizados camundongos sui¢cos machos,
pesando entre 25 e 35 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Farmacologia, CCB — UFSC, em temperatura controlada de 22 + 2
°C, em ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e racao. Os animais
permaneceram no laboratério durante um periodo de pelo menos 24 horas antes da

realizagédo dos ensaios.

Os experimentos descritos foram realizados de acordo com as normas éticas
de cuidados com animais de laboratério e de uso para estudos sobre dor
(Zimmermann, 1983). Além disso, todos os procedimentos experimentais realizados
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Santa Catarina e esta cadastrado sob o n° 157.
3.9.2. DROGAS E REAGENTES

« Acido Ascérbico (Merck, AG Darmstadt, Alemanha)

*» Capsaicina (Calbiochen, San Diego, USA)

* Cloridrato de Fenilefrina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA)

* Cloridrato de L-Arginina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA)

* Cloridrato de Morfina (Merck, AG Darmstadt, Alemanha)

* Dimetilsulféxido (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA)

» Formaldeido (Nuclear, SP, Brasil)

* PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM and phosphate buffer 10 mM) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, EUA)

* Reserpina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA)
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As drogas e a fragdo rica em proantocianidians (FRP) injetadas por via
parenteral foram preparadas imediatamente antes do uso em solugdo salina
tamponada (PBS), com exceg¢do da capsaicina, que foi preparada em 1% de
Dimetilsulféxido (DMSO); o prazosin, que foi dissolvido em 0,2% de
dimetilformamida e a reserpina, que foi dissolvida em uma solugdo contendo 2% de
acido ascorbico. As drogas administradas por via oral foram dissolvidas em agua
destilada. As solugbes foram preparadas em concentracbes adequadas para
administracdo de volumes constantes de 10 mLkg™ (via oral e parenteral). Os
animais dos grupos controle receberam os respectivos veiculos aos quais as drogas

foram dissolvidas.
3.9.3. AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
3.9.3.1. TESTE DA FORMALINA

O teste de nocicepgao induzida pela formalina consiste na injegdo
intraplantar (i.pl.) de formaldeido 0,92% (formalina 2,5%) na pata posterior direita do
animal. Este modelo nos permite avaliar dois tipos de nocicepgao: a primeira fase,
causada pela ativagdo direta de nociceptores periféricos (ativando fibras aferentes
primérias), e que compreende os 5 minutos imediatamente apods a injecdo de
formalina e a segunda fase, que é uma resposta inflamatoria crénica e ocorre entre
15 e 30 minutos apds a injecdo da formalina (Hunskaar et al., 1985; Hunskaar e
Hole, 1987).

O ensaio foi realizado como descrito anteriormente (Shibata et al., 1989), com
pequenas modificacbes (Vaz et al.,, 1996). Os animais receberam 2,0 mL de
formalina 2,5% na superficie plantar da pata posterior direita. Em seguida, 0s
animais foram colocados individualmente em caixas de acrilico e observados por 30
minutos. O tempo que os animais despenderam lambendo ou mordendo a pata
injetada foi registrado com o auxilio de um cronémetro, e considerado como

indicativo de nocicepgéao.

Com o objetivo de determinar a dose capaz de reduzir a reatividade dos
animais em ambas as fases da nocicep¢do induzida pela formalina, grupos de
animais receberam diferentes doses da fragéo rica em proantocianidinas (1 — 100

mg kg™) ou veiculo por via i.p., 30 minutos antes da indugéo da nocicepg&o.
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Para analisar a duracdo do efeito antinociceptivo no modelo da formalina,
grupos de animais receberam a dose que conseguiu inibir 50% da reatividade dos
animais (DI50) na segunda fase da nocicepgdo induzida pela formalina, em

diferentes tempos de pré-tratamento (15 — 120 min) por via i.p.

Para investigar um possivel efeito antinociceptivo terapéutico da fragdo rica
em proantocianidinas, os animais foram tratados (DI50 para a segunda fase), por via
i.p., 5 min apds a injecdo de formalina, ou seja, ao fim da primeira fase da
nocicepcdo e foram avaliados em relacdo a segunda fase da nocicep¢éo induzida

pela formalina.
3.9.3.2. TESTE DA PLACA QUENTE

O teste da placa quente, descrito por Eddy e Leimback (1953), foi utilizado
também com o intuito de avaliar a atividade antinociceptiva da fracdo rica em
proantocianidinas frente a estimulos térmicos. Este modelo consiste na colocagéo do
animal sob uma superficie metélica aquecida a uma temperatura constante. Isto
pode evocar dois tipos de comportamento, que consiste em o animal lamber as
patas ou pular, que podem ser mensurados em seus tempos de reacdo. Ambas as
reagOes sdo consideradas como respostas integradas supra-espinhais (Le Bars, et
al., 2001).

Neste ensaio, os animais foram colocados sob uma superficie aquecida a 56
+ 1°C. A medida do lapso de tempo decorrido entre a aplicacdo do estimulo e a
reacao de lamber as patas ou pular foi registrada, fornecendo um indice nociceptivo
(Michael-Titus et al., 1990). Os animais foram tratados com a fragcdo rica em
proantocianidinas nas doses de 100 e 300 mg kg™, ou morfina, na dose de 10 mg kg’
! por via i.p. e 30 minutos apés foram novamente expostos ao estimulo doloroso. Foi
adotado tempo maximo de 30 segundos para evitar possiveis danos teciduais.
Todos os animais foram testados 24 horas antes do experimento quanto as suas

reatividades.
A porcentagem do efeito méximo (P.E.M.) foi calculada da seguinte forma:

PEM. — (laténcia pos — droAga)_ - (Ie}tenua pré —droga) 100
30— (laténcia pré — droga)
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3.9.4. AVALIACAO DO EFEITO VASO RELAXANTE
3.9.4.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos Wistar, machos, pesando entre 180 e 350 g.
Todos os animais permaneceram alojados em gaiolas plasticas, mantidos em
temperatura ambiente controlada (22 + 2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas,

recebendo dieta comercial e agua.
3.9.4.2. AORTA ISOLADA DE RATO

Os animais foram sacrificados em camara de CO, seguido de
exsanguinacao feita pela sec¢édo da artéria cardtida. Apos a abertura da cavidade
toracica, a aorta foi cuidadosamente removida e transferida para uma placa de Petri
contendo solugéo fisioldgica especifica para este tipo de preparacéo, retirando-se 0s

tecidos adiposos e conectivos adjacentes (Andriambeloson et al., 1997).

O vaso foi seccionado na forma de anéis de 3 - 4 mm de comprimento, (séo
necessarios 8 a 12 anéis por protocolo experimental). Os anéis foram transferidos
para cubas de vidro com volume total de 5 mL de solugédo de Krebs-Henseleit, com a
seguinte composi¢cdo (mM): NaCl 118; KCI 4,7; CaCl, 2,5; MgS0O, 1,2; KH,PO, 0,9;
NaHCO; 25; glicose 11. A solucdo nutriente foi mantida a 37°C, pH 7,4 e aerada
com uma mistura de 95% de O, e 5% de CO, Duas hastes metéalicas foram
inseridas na luz dos mesmos, sendo uma delas adaptada a um transdutor de tenséo
isométrica acoplado a um sistema de aquisicdo de dados SOFT AND SOLUTIONS
(KitCad 8). A tenséo de repouso das preparagdes corresponde a 1,0 g e a solugéo

nutriente foi substituida a cada 15 minutos.

Apo6s o periodo de equilibrio (60 a 90 minutos) as preparaces foram
contraidas com fenilefrina (1nM - 3uM) para verificar a capacidade contratil dos
anéis aodrticos. A presenca do endotélio funcional foi avaliada pela capacidade de
inducdo acetilcolina (ACh, 1uM) ao relaxamento das preparagbes contraidas
previamente com fenilefrina. Somente as preparagbes que apresentaram

relaxamento igual ou superior a 80% foram consideradas com endotélio integro.
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Nos experimentos onde se investigou a relevancia do endotélio vascular na
capacidade vasorelaxante de extratos, fracdes e compostos isolados, foi realizada a
remocdo da camada de células endoteliais (Corréa et al, 1991). Para este
procedimento, uma das hastes utilizadas na montagem dos vasos ao sistema, foi
levemente friccionada contra a superficie interna das preparagbes. A lesdo do
endotélio vascular foi considerada apds a verificagdo da auséncia total de
relaxamento induzido pela acetilcolina (Ach 1uM), em vasos contraidos previamente
com fenilefrina. Ap0s a realizacdo do teste da integridade do endotélio, as
preparacdes foram lavadas com solucéo fisiolégica e mantidas em repouso por 30
minutos. Em seguida realizou-se a curva concentracdo resposta a fracdo e

compostos isolados

4. Resultados e discussao
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4.1. FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DE Croton celtidifolius

O extrato bruto foi fracionado por particdo soélido-liquido com clorofémio,
acetona e acetato de etila, originando as fragc6es solluveis em cloroférmio, acetona ,
acetato de etila e residuo aquoso. (Fr - CHCls, Fr — Acet, Fr— AcOEt e Residuo). As
Fr—Acet e Fr—AcOEt. foram submetidas ao procedimento de extragdo de
proantocianidinas desenvolvido em laboratdrio que consiste na méaxima dissolucdo
da fragdo num volume minimo de acetona, seguida da adicdo de agua para
precipitar as substancias menos polares. A solucéo resultante foi filtrada e o residuo
retido no filtro foi descartado. O filtrado foi evaporado para remogéo da acetona e
logo apds foi submetida a técnica de extragdo liquido-liquido com acetato de etila,
resultando nas Fr. AcOEt tratada e Fr. Acetona tratada. A fracdo, Fr. AcOEt tratada,
resultante do procedimento foi rotulada como fragdo rica em proantocianidinas
(FRP). A Fr. AcOEt tratada foi cromatografada em coluna flash, gerando 41 fracdes,

das quais se isolaram 3 compostos e uma mistura de polimeros.
Massa da fragéo Acetona tratada = 200 mg
Massa da fragéo Acetato tratada (FRP) = 1,2769 g

4.2. ANALISE CROMATOGRAFICA DAS FRACOES POR COLUNA FLASH
E CCD.

A partir da fragéo acetato de etila tratada, foram pesadas 100 mg de amostra
que foram submetidas a cromatografia em coluna flash com eluente AcOEt 140 : ac.
aceético 2 : ac. formico 1: 4gua 70 utilizando a fase superior. Com isso, obtiveram-se
41 fragbes e estas foram reunidas, conforme perfil cromatogréfico da seguinte
maneira: 1 a 8, 9 a 15 e de 16 a 41. O resultado obtido a partir desta unido foi o
isolamento de compostos sendo eles: composto A, composto B, composto C e

fracéo D.
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4.3. ELUCIDAGAO ESTRUTURAL
4.3.1 COMPOSTO A

Este composto foi isolado na forma de um sélido branco, amorfo solivel em
acetona. ApoOs sucessivas recristalizacdes com acetona apresentou uma faixa de
fus@o de 140 - 144°C. O espectro na regido do infravermelho IV (figura 15) mostra
absorcdo forte em 3401 cm™ referente a vibracdo de O—H, uma banda com
absorcdo representativa em 1628 cm™ relativo a vibracdo C=C aromatico e
absorcdes de menor intensidade na regiéo de 1142 cm™ correspondentes a vibragéo
das ligagbes C-O A caracteristica mais relevante, quanto a este espectro € a
auséncia de uma banda de absorgédo para carbonila presumindo ser um flavan-3-
ol.(figura 15). Os espectros referentes ao composto A sdo indicativos de uma

estrutura flavonoidica
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Figura 15: Espectro de IV, em pastilha de KBr, da catequina (A).

No espectro de ressonancia nuclear de carbono (RMN **C) do composto A
(figura 16) observa-se quinze sinais que correspondem aos de quinze &tomos
carbono da estrutura flavonoidica. A auséncia de carbono sp® de carbonila na regido

de campo baixo, a presenca do sinal em campo alto (27.0 ppm) de carbono
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metilénico, e os sinais em 68.82 ppm atribuido a carbono sp® ligado a hidroxila e o
sinal 82.85 ppm para carbono ligado a um heteroatomo do anel pirano e a um grupo
fenil sdo tipicos do anel C de um flavanol. Com isso atribui-se ao anel C uma
conformagdo meia cadeira com o anel B na posicdo quase exclusivamente
equatorial e que o grupo 3-hidroxil esta na posicédo axial. A elucidagdo estrutural
deste composto fica completa pela existéncia dos sinais em 147.2 e 147.4 ppm
tipico de sistema catecol. Portanto, os demais deslocamentos quimicos mostrados
no espectro de *C est&o apresentados na tabela 3 e permitem definir a estrutura do

composto A, sendo a catequina (figura 18).

A catequina (figura 18) possui em sua estrutura 9 hidrogénios carbodnicos e 5
hidrogénios hidroxilicos. Dentre os 9 hidrogénios carbbnicos 5 sdo metinicos
aromaticos, 2 metinicos carbindlicos e 2 hidrogénios metilénicos. No espectro de
RMN *H (figura 17) observa-se os sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos
entre 5.85 e 6.90 ppm. Os dois dupletos com constantes de acoplamentos meta J =
2.3 Hz em 5.87 e 6.02 ppm s&o atribuidos aos hidrogénios dos C-6 e C-8 do anel A
de flavondides. Em seguida encontra-se sinais tipicos de sistema catecol constituido
de um dupleto em 6.89 ppm com J = 2.3 Hz do H-2’ meta ao H-6’, outro dupleto em
6.79 ppm com J = 8.2 correspondente ao acoplamento orto do H-5 com o H-6’, em
6.75 ppm percebe-se um duplo dupleto J = 8.2 e 2.3 Hz correspondendo ao H 6’
acoplando orto com os H-5' e meta com o H-2', respectivamente. Localizado em
4.75 ppm encontra-se um dupleto referente ao hidrogénio do C-2 com J = 7.5 Hz
acoplando com o H-3 o qual aparece como multipleto em 4.00 ppm atribuido aos
acoplamentos com os H-4 pseudo-axial e H-4 pseudo-equatorial do C-4. Os
hidrogénios metilénicos do C-4 encontram-se em campo alto com maior blindagem
sobre seu nucleo em relacdo aos outros. Os dois duplos dupletos em 2,52 e 2,91
ppm referem-se ao H-4 pseudo-equatorial J = 8.3 Hz acoplando com o H-3 e 16.0 Hz
acoplando com o H-4 pseudo-axial e este acoplando com o H-3, J = 5,4 Hz e
também acoplando com o H-4 pseudo equatorial com J = 16.0 Hz. Todos os sinais

estéo representados na tabela 3 comparados com dados da literatura.
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Figura 17: Espectro de RMN de *H (acetona dg) da catequina



Figura 18: Estrutura do flavan-3-ol catequina.

Tabela 3: Dados espectroscépicos de RMN *H e **C para catequina
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Composto A Literatura catequina (CDzOD)
OH Oc OH Oc

C

2 4.55 (1H,d,J =7.4Hz) 82..88 4.66 (1H,d,J =7.5Hz) 83.1
3 4.00 (1H, m) 68.50 4.07 (1H, m) 69.1
dax 2,90 (1H,dd,J=5.4Hz,J = 2,94 (1H,dd,J=5.4Hz,J =

16.3 Hz 29 05 16.1 Hz 28.7
4eq 252 (1H,dd,J=8.4Hz, J= ' 2.60 (1H,dd,J=8.1Hz,J= '
16.3 Hz 16.1 Hz

4a 100.77 101.1
5 157.38 158.1
6 6.02 (1H,d,J = 2.2 H2) 96.25 6.03 (1H,d,J =2.2 H2) 96.6
7 157.85 157.8
8 5.87 (1H,d,J = 2.2 H2) 95.53 5.96 (1H,d,J =2.2 H2) 95.8
8a 157.10 157.2
1 132.29 132.5
2’ 6.90 (1H, d, J = 1.8 Hz) 115.39 6.93 (1H, d,J = 1.6 Hz) 115.5
3 145.60

4 145.87 1465
5 6.90 (1H, d, J = 8.0 Hz) 115.84 116.4
6 6.75(1H,dd,J =18 Hz, J = 120.22 6.80+6.88 (2H, m) 120.3

8.0 Hz2)

* Goetz, et al 1999
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4.3.2. COMOSTO B

O composto B foi isolado na forma de um solido marrom, amorfo e sollvel
em acetona. A faixa de fusdo encontrada foi de 160 - 167°C, apds recristalizacdo em
acetona. O espectro na regido do infravermelho IV assemelha-se ao do composto A
de acordo com a figura 15. A auséncia de uma banda de absorcdo atribuida a

carbonila é também outro aspecto importante de um flavan-3-ol.(figura 15 ).

No espectro de RMN *3C (figura 20) do composto B apresenta 13 sinais com
seus deslocamentos tipicos de estruturas flavan-3-ol. Além do mais, a semelhanca
de alguns sinais em 28.74, 68.55 e 83.03 ppm dos C-4, C-3 e C-2 do anel C, 95.62
ppm (C-8), 96.30 ppm (C-6), 100.80 ppm (C-4a), 157.11 ppm (C-8a), 157.50 ppm (C-
5) e 157.95 ppm (C-7) do anel A e o sinal em 131.9 ppm referente ao C-1’ do anel B,
sugere uma estrutura algo semelhante a da catequina no entanto, os sinais em
107.44 e 146.50 ppm definem um sistema pirogalol monosubstituido e simétrico, ou
seja, aos carbonos C-2’' e C-6’ (107.44 ppm) e C-3’ e C-5’ (146.50 ppm), confirmado
pelo espectro de 'H (figura 19), cujo sinal em 6.40 ppm sob a forma de singleto
referente a dois hidrogénios comprovando assim se tratar de um flavan-3-ol ,

galocatequina (figura 21).

O espectro de 'H (figura 19) confirma estas dedugdes estruturais, visto que
0s sinais encontrados sao muito similares ao da catequina. Entretanto os sinais em
campo baixo sdo distintos, um singleto em 6.45 ppm distingue este composto da
catequina, e é indicativo de um flavan-3-ol constituido de um sistema pirogalol no
anel B, denominado galocatequina (figura 21). O singleto refere-se aos H-2' e 6’ que
sdo quimicamente e magneticamente equivalentes, ou seja, devido as interagdes
eletronegativas semelhantes exercida pelas hidroxilas do anel pirogalol nos

carbonos vizinhos.
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Figura 21: Estrutura do flavan-3-ol galocatequina.

Tabela 4: Dados espectroscépicos de RMN *H e **C para galocatequina.
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Composto B Literatura galocatequina*

6H 6C 6H 6C
C
2 4.50 (1H,d,J=7.6 Hz) 83.03 |4.53 (1H,d,J=7.1Hz) 83.1
3 3.97 (1H, m) 68.55 |3.87 (1H, m) 69.0
4ax | 2,86 (1H,dd, J=5.2 Hz, J = 2,82 (1H,dd,J=53Hz,J= |28.3

16.6 Hz 28.74 16 Hz
4eq | 2.52 (1H,dd,J=7.8 Hz, J = ' 252 (1H,dd,J=7.8Hz,J =

16.6 Hz 16 Hz
10 100.80 101
5 157.47 157.9
6 5.87 (1H, d, J = 2.6 Hz) 96.30 |5.72 (1H,d,J=2.3 Hz) 96.6
7 157.95 158.1
8 6.02 (1H, d, J = 2.6 Hz) 95.62 |5.86 (1H,d,J=2.3Hz) 95.8
8a 157.11 157.1
r 131.74 131.9
2" |16.46 (1H,s) 107.44 1 6.39 (2H, s) 107.5
3 146.50 147
4 133.54 134.3
5 146.50 147
6’ |6.46 (1H,s) 107.44 1 6.39 (2H, s) 107.5

* Fan, 2007.
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4.3.3. COMPOSTO C

O composto C possui caracteristicas de uma substancia complexa. Os sinais
mostrados espectros de RMN de C e 'H (figuras 22 e 23) s&o indicativos de
estruturas diméricas da classe das proantocianidinas ja que compreende muitos
sinais nas regifes caracteristicas de arométicos. Fundamentado no espectro da
figura 22 (**C), percebe-se um sinal em 27.58 ppm que pode ser atribuido ao C-4
metilénico da unidade terminal do dimero, além disso pode-se observar no espectro
RMN de *C/DEPT (figura 24) o sinal referente a este carbono.

O sinal 37.37 ppm é caracteristico do C-4 metinico, cuja ligagdo inter
flavandide esta presente. Em 67.72 e 72.52 ppm encontram-se os carbonos
hidroxilados das duas unidades. E interessante observar a diferenca de 5 ppm entre
os dois carbonos proporcionada pelo efeito de desprotecdo anisotropica do anel
aromatico da unidade terminal, portanto o sinal 67.72 é da unidade terminal e 72.52

ppm da unidade superior.

Na regido correspondente a carbonos oxigenados (81.25-82,91 ppm),
percebe-se dois sinais de mesma intensidade atribuidos aos C-2 dos dois
fragmentos superior e inferior do dimero. Os sinais entre 114.0 e 120.0 ppm sé&o
atribuidos aos carbono metinicos arométicos e os sinais em 144.2 e 145.2 ppm séo
os carbonos orto hidroxilados, ou seja, sistema catecol nos anéis B e E de uma
procianidina B4. A existéncia de dois sinais bem definidos em 130.65 ppm e 131.43
ppm confirmam a presenca das duas unidades do dimero em questdo, os quais
representam os C-1' dos anéis B e E. Os carbonos com deslocamento quimico em
campo baixo (153.68 — 156.45 ppm) descrevem a substituicdo dos anéis A e D.
Logo, os C-5 e C-6 estdo ligados a oxigénios de hidroxila e o C-8a est4 ligado ao

oxigénio do anel pirano.

Por serem de baixa resolugdo pode-se observar que o composto C
compreende uma mistura composta do dimero catequina-(4a-8)-epicatequina como

constituinte majoritario e do mondémero catequina.

A interpretacdo do espectro de 'H (figura 23) torna-se dificil e complexa em

razdo da sobreposicdo de sinais. Este efeito é ampliado, devido ao isomerismo

rotacional (rotAmeros) das vérias ligagdes sigma de que o composto é formado.
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Tabela 5: Dados espectroscépicos de RMN *H e **C para procianidina B-4.

3pA epicatequina- | °PA galocatequina-
C (4892)—catgquina (40(998)—cate(;quina Composto C
2 76.74 83.9 81.25
3 72.58 73.6 72.52
4 36.76 38.3 37.37
42 100.95 107.4 101.01
5 155.63 154-158 155.94
6 96.11 96.3-97.6 95.65
.E 7 157.40 154-158 157.45
L |8 95.54 96.3-97.6 94.80
o |8 155.11 154.67
1 132.37 131.7 131.42
2’ 116.06 109 115.22
3 145.07 145-146. 144.30-145.20
4 145.30 144.30-145.20
5 115.77 145-146. 115.00
6’ 119.38 109 119.40
2 81.77 81.3 82.76
3 67.76 68.5 67.72
4 28.40 28.3 27.58
42 100.95 101.8 101.01
5 155.63 155.94
6 96.93 96.3-97.6 96.12
S 7 157.40 154-158 157.45
D 8 107.49 109 106.99
£ |8 155.11 154.67
1 131.95 131.7 130.65
2 115.38 115.4-116.7 114.94
3 145.07 145-146. 144.30-145.20
4 145.30 144.30-145.20
5’ 114.93 115.4-116.7 114.87
6’ 119.38 119.9 118.67
Acetona ds Metanol d,4

a—Lu e Foo, 1999.
b — Brandon, 1982.

4.3.4. FRACAO D

Nao foi possivel identificar a amostra D, pelas condicdes normais do
laboratério e do departamento, por se tratar de uma fragdo complexa. Esta fracdo
possui caracteristicas de polimeros entre os quais pode ser destacado: a baixa
solubilidade, indice de retenc&o zero e baixa resolucdo nos espectros de RMN °C e

'H. Além disso, no eletroferograma da fragéio FRP (figura 26) percebe-se um sinal de
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baixa intensidade com uma base larga com tempo de migragédo 8.80 min € de uma
mistura de polimeros. Portanto, técnicas mais sofisticadas como as de submeter a
fracdo D a reagdes quimicas como metilacdo das hidroxilas ou hidrolise seguida da
andlise em equipamentos hifenados possam resolver os problemas ocasionados por
substancias polares de alto peso molecular pelas quais seria capaz de identificar,

quantificar e sobretudo obter o grau de polimerizagcéo destes compostos.

4.3.5. ANALISE POR CROMATOGRAFIA ELETROCINETICA MICELAR

O procedimento utilizado foi o descrito por Herrero-Martinez (2003) em que
utilizava a técnica da derivatizagdo das amostras com cisteina em meio acido para
caracterizar misturas de proantocianidinas, investigar o grau de polimerizagcéo e o

tamanho molecular destes compostos por cromatografia eletrocinética micelar.

Contudo, a amostra FRP submetida a analise ndo foi possivel obter
resultados quantitativos com seguranga, como era o esperado, devido a alta
complexidade da matriz. O eletroferograma (figura 26) apresentado da uma visao
qualitativa da composicéo da fracdo rica em proantocianidinas. O eletroferograma
apresenta duas substancias majoritérias, catequina e galocatequina bem como a
identificacdo de dois dimeros, um deles a catequina-(4a-8)-epicatequina e a

presenca de proantocianidinas poliméricas.
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Figura 26: Eletroferograma da FRP.
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4.3.6. DETERMINACAO DO TEOR DE PROANTOCIANIDINAS POR
ANALISE COLORIMETRICA PELO METODO DA BUTANOLISE

Este método fundamenta-se numa reacdo colorimétrica com intensa
absorgcdo em 550 nm, apds tratamento com acido. A clivagem ou a depolimerizacdo
oxidativa de taninos condensados formam antocianidinas evidenciando a labilidade

da ligacdo C,—Cs (Schofield et al., 2001). A reag&o é mostrada na figura 28.

Detalhando esta reacdo € possivel verificar que a decomposicdo de
proantocianidinas catalisada por &cido produz cianidinas da parte superior do dimero
e um flavan-3-ol da unidade terminal. Esta reagédo acontece pela protonagéao do anel
D da unidade terminal do dimero, estabelecendo uma ressonéancia para estabilizar o
carbocétion. Posteriormente ha a ruptura da ligagdo entre flavan para estabilizar o
ion, por conseguinte o dimero fragmentado forma um mondmero (unidade terminal)
e a cianidina (unidade superior). A unidade superior em forma de carbocétion perde
proton gerando flavan-3-ene, este sofre oxidacdo fornecendo antocianidina de cor
vermelha (figura 28) (Haslam, 1975).

Em meio &cido, alcodlico e a quente, as proantocianidinas caracterizam-se
pela liberacdo de antocianidinas, devido a ruptura das ligagfes estabelecidas entre
as unidades monomeéricas. As antocianidinas liberadas para o meio poderao ser a
pelargonidina, a cianidina ou a delfinidina, conforme for o grau de hidroxilagédo do

anel “B”.

O produto da reacdo é a formagdo quantitativa de antocianidinas, resultado
da quebra das ligacdes interflavona pelo acido (ligagbes 4 > 6 (C—C) e 4 > 8 (C—
C), sendo a primeira mais resistente). Estes compostos possuem uma coloragéo
vermelha cuja densidade Gtica € proporcional a quantidade de proantocianidinas nas
amostras, obedecendo a Lei de Lambert-Beer. Procedeu-se a leitura de uma
amostra (Fr. AcOEt) na regidao UV-Vis para confirmacéo da absor¢do em 550 nm.
Portanto as densidades oOticas das amostras foram lidas no comprimento de onda
550 nm (figura 27).

Os resultados da analise de proantocianidinas na tabela 6 demonstram sua

grande concentracdo nos extratos desta espécie de Croton, principalmente nas
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fracbes AcCOEt 74,43% e Acetona 69,67% submetidas ao tratamento alternativo

desenvolvido no laboratério.

Tabela 6: Teor de proantocianidinas totais nas fragcdes de C. celtidifolius.

FracOes %PA A =551 nm
Aquoso 3,45
Fr. AcOEt 23,30
Fr. Acetona 29,46
Fr. AcOEt tratada 74,43
Fr. Acetona tratada 69,67
Dimero 47,75
Polimero 75,65

Absorbancia

Figura 27: Espectro de absor¢éo na regido UV-Vis da Fr. AcOEt.
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Figura 28: Decomposicao catalisada por acido de uma procianidina B-4.

4.3.7. AVALIACAO DO CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS E
FLAVONOIDES TOTAIS.

O teste de Folin-Ciocalteu baseia-se na reagao de oxidac&do-redugcédo em que
os ions fenolatos sdo oxidados, enquanto o0s reagentes fosfotungistico-
fosfomolibidico sdo reduzidos. A produgcdo de um croméforo de cor azul é atribuida
ao complexo fosfotungistico-fosfomolibidico de estrutura indefinida e o mecanismo
quimico desta reacdo ndo é bem compreendido (Shofield et al., 2001). A
concentracdo dos compostos fendlicos nas fragBes € proporcional a intensidade da

cor azul.

O ensaio para flavondides totais com AICI; é determinado pela formacéo de

complexos estaveis que absorvem em 415 nm. A formacdo do complexo deixa a
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solugdo verde-escura. Quanto maior a concentracdo de flavondides no extrato ou
fragcdo maior serd a intensidade da coloracdo, podendo desta forma ser quantificado

pela intensidade de absor¢éo no UV-VIS.

A tabela 8 apresenta os resultados dos teores de fendlicos e flavondides
totais nas fragdes do particionamento de C. celtidifolius. A quantidade de compostos
fendlicos totais na frag@o acetona tratada mostrou ser a mais intensa em relagédo as
demais fracdes, equivalendo a 473,82 mg em termos de &cido galico / g de fragéo,
porém constatou-se que o residuo tem quantidades inferiores, 257,75 mg em termos

de &cido galico / g de fracdo, em comparacdo com as outras fragdes.

Tabela 7: Teor de fendlico totais e flavondides das fracdes de C. celtidifolius

Fendlicos totais Flavondides

(mg /g)** (mg /g)**
Fracdo acetona 462,21+3,07 4,34+0,02
Fracdo acetato de etila 452,50+2,59 2,06+0,01
Residuo Aquoso 257,75 +1,43 7,79+0,03
Fracdo Acetona tratada 473,82+0,20 6,19+0,05
Fracdo AcOEt tratada 438,38+5,88 4,25+0,02

3Valor é a média + o desvio padrdo
quuivaIente de acido galico
°Equivalente de quercetina

Por outro lado a avaliacdo de flavonodides totais foi observado maior
quantidade no residuo aquoso, compreendendo 7,79 mg em termos de quercetina/ g
de fracdo. Entretanto, podé-se observar que esta espécie do Croton ndo é téo rica
em flavondides, para o teste de complexacdo com AICIz, pois, variaram de 2,06 -
7,79 mg em equivalente de quercetina/ g de fragdo no residuo motivo, pelo qual esta
planta tem maior teor de flavan-3-ol que ndo séo capazes de formar complexos téo
estaveis quanto os flavonois. Apesar do método colorimétrico para determinacdo de
flavondides totais, através do AICI;, ser rdpido e préatico, ndo € um meétodo preciso,
pois o efeito batocrdmico da absorcdo causado pelo complexo com AI** ndo é

uniforme para todos os flavonéides. Isto porque a formagdo de quelatos entre o AI**
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e os flavonodides ocorre de forma diferente, dependendo da estrutura do flavonodide
(Jurd e Geissman, 1956).

Dois sitios de complexacdo de ions metalicos nos flavondides podem ser
observados: estruturas com grupos o-difendlicos 3’,4’-dihidroxi no anel B (grupo
catecol), estruturas em que hé carbonila, ou seja, grupos 4-ceto, 3-hidroxi ou 4-ceto
e 5-hidroxi (quercetina) no anel C (Rice-Evans et al., 1995). O aumento do grau de
hidroxilacdo do nicleo leva ao aumento do efeito batocrémico e, consequentemente,
as bandas deslocam-se no sentido de maiores comprimentos de onda (Jurd e
Geissman, 1956). Desta forma, dependendo da composicdo de flavondides os

resultados podem ser sub ou super estimados.

4.3.8. AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO
DPPH

Estudos de flavonoides quanto sua capacidade de captura de radicais livres
(figura 29) permitem caracterizar os principais componentes fenélicos que ocorrem
naturalmente como antioxidantes. Trabalhos recentes tém evidenciado o nivel do
potencial fotoquimico destes compostos, incluindo os fenil propandides e acidos
fendlicos. Os polifendis, entre eles proantocianidinas, possuem uma estrutura
quimica ideal para combater radicais livres e tem se mostrado mais efetivos que os
antioxidantes usuais. As propriedades quimicas dos polifendis como agentes
redutores na forma de doar hidrogénio ou doar elétrons prediz seu potencial de acdo

como sequestrador de radicais livres (Rice-Evans et al.,1995).

[\!]. + ROH & &——m [{]_H + R@.

On MO O o

MO MO

Figura 29: Reacao do radical livre representado pelo DPPH com fenol (ROH).

Os resultados obtidos para o sequestro do radical livre DPPH para as fragoes

e compostos isolados estéo apresentados na tabela 8.
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Tabela 8: Avaliag&o da captura de radicais livres DPPH

Fracdes DPPH mg de fragéo/
Croton celtidifolius mg AA
AcOEt 19
Acetona 20
FAq 3,38
FAcetona tratada 8,43
FACOEt tratada 8,13
Catequina 3,2
Galocatequina
Dimero
Polimero 3,80
Acido galico 2,10

Conforme demonstrado na tabela 8, o composto isolado catequina I1Csg = 3,2
ug/mL do procedimento cromatogréfico se mostrou com maior atividade antioxidante
valor semelhante a substancia referéncia acido galico 2,10 ug/mL, conhecida pela

sua atividade antioxidante.

As fragOes acetona e AcOEt tratadas apresentaram atividade antioxidante
semelhante 8,43 e 8,13 ug/mL respectivamente. Este ensaio confirma os resultados
mostrados com relacdo aos fendis totais, ja que proantocianidinas sdo compostos

fendlicos de ampla atividade antioxidante.

4.4. ENSAIOS BIOLOGICOS
4.4.1. TESTE DA FORMALINA

A injecdo intraplantar de 20 pL de formalina 2,5% (formaldeido 0,92%) na
pata posterior direita de camundongos induziu um quadro nociceptivo intenso com

duas fases bem definidas.

O tratamento de camundongos com FRP por via intraperitoneal, 30 minutos
antes da injecéo de formalina, reduziu de maneira dependente da dose o tempo de
reagdo dos animais tanto na primeira (Figura 30 A), quanto na segunda fase (Figura
30 B) da nocicepgéo causada pela formalina. Entretanto a FRP mostrou-se mais
potente na segunda fase, uma vez que a DI50 na primeira fase foi de 36,0 (24,4 —
53,0) mg/kg, enquanto que na segunda fase foi de 11,2 (8,8 — 14,3) mg/kg. Além
disso, a FRP causou inibicdo de 83% e 99,5%, da primeira e da segunda fase da

nocicepgao induzida pela formalina, respectivamente.
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Figura 30: Efeito antinociceptivo causado pela FRP (0,3 — 100 mg.kg™, i.p.), administrada 30
minutos antes, em relacdo a primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepc¢éo induzida pela
injecdo intraplantar de formalina 2,5% em camundongos. O grupo controle recebeu apenas
veiculo. Cada barra representa a média do tempo de reatividade (s) de 6-10 animais e as
linhas verticais os E.P.M. **p < 0,01 representa as diferencas estatisticamente significativas
dos grupos, quando comparado com o grupo controle.

4.4.2. TESTE DA PLACA QUENTE

A Figura 31 demonstra que o tratamento dos animais com FRP (100 e 300
mg.kg™, i.p.) também aumentou de maneira significativa a laténcia dos animais
qguando avaliados no teste da placa quente. Da mesma forma, os animais tratados
com morfina (10 mg.kg™?, i.p.), 30 minutos antes, causou marcado efeito

antinociceptivo neste teste.
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Figura 31: Efeito antinociceptivo da FRP (100 e 300 mg.kg™, i.p.) ou morfina (10 mg.kg™, i.p.),
administrada 30 minutos antes do teste da placa quente em camundongos. Cada barra
representa a média de 6-10 animais e as linhas verticais os E.P.M. *p < 0,05; **p < 0,01
representa as diferencas estatisticamente significativas entre as medidas antes e depois do
tratamento com FRP e morfina. %PEM representa a Porcentagem do Efeito Maximo da
atividade antinociceptiva produzida pelas drogas.
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4.4.3. EFEITO VASORELAXANTE

Substéncias com atividade vasorelaxante podem reduzir a pressao arterial
por promover um aumento no calibre dos vasos. Atualmente tem sido muito
discutido a acdo de substancias que promovem dilatagdo por ativar o relaxamento
de forma dependente do endotélio. O que é caso da FRP, j& que a mesma promove
efeito vasorelaxante, concentragdo dependente no modelo de aorta isolada de ratos
(vasos de grande calibre). Neste modelo, observamos o relaxamento com auxilio de
um aparelho que permite medir a tenséo do vaso, que representa diretamente se o

vaso esta mais contraido ou mais relaxado,

A fragdo apresenta efeito vasorelaxante, dependente do endotélio funcional,
j& que com a retirada do endotélio praticamente desaparece o efeito relaxante (figura
32).
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Figura 32: Curva concentracdo-resposta de PRF induzida vasodilatacdo (0,01 — 100 pg.mL™)
em aorta isolada pré-concentrada com Phe (1 uM) em preparacées com endotélio intacto
(+E) e endotélio (-E). Valores representando a média + erro padrdo da media (E.P.M.) de
pelo menos seis experimentos. *p<0.05, **p,0.01 sdo diferencas significativas dos grupos,
guando comparado com o grupo controle.

Foram testadas também substancias isoladas neste mesmo modelo. As
concentragdes utilizadas foram equivalentes as concentragdes de cada composto na
FRP. Foi observado que nenhum dos compostos apresenta efeito equivalente ao da
fracdo rica em proantocianidinas, apresentando efeito apenas nas concentragdes
mais altas (dimero). Os mon6meros e polimeros ndo apresentaram efeito. Isso
sugere que a atividade da fragdo deve ser um somatério dos efeitos dos compostos
isolados, ou seja, efeito sinérgico e ou aditivo entre os mondmeros, dimeros e

polimeros.
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5. CONCLUSOES



65

* A espécie vegetal Croton celtidifolius se apresenta como uma importante fonte de
compostos que possuem atividades bioldgicas, visto que as frac6es apresentaram

atividades antioxidante, antinociceptiva e vasorelaxante, objeto deste estudo.

* A espécie Croton celtidifloius assume uma posi¢do quimiotaxonomica baseada no
grande acumulo de catequina, galocatequina, proantocianidinas diméricas e

poliméricas

» As cascas de Croton celtidifolius possuem elevado teor de compostos fendlicos

totais, proantocinidinas totais e um baixo teor de flavonadides.

» O composto isolado catequina ICsp = 3,2 ug/mL do procedimento cromatogréafico se
mostrou com maior atividade antioxidante cujo valor se revela semelhante a
substancia referéncia é&cido galico 2,10 pg/mL, conhecida pela sua atividade

antioxidante.

* O fracionamento liquido-sélido, seguido do procedimento elaborado para
isolamento de compostos fendlicos possibilitou a obtencdo de fracdes ricas em

proatocianidinas (FRP).

* A andlise por eletroforese capilar demonstrou qualitativamente a presenca de duas
substancias majoritéarias, catequina e galocatequina bem como a identificacdo do

dimero catequina-(4a-8)-epicatequina e a presenca de polimeros.

» Foram isolados catequina, galocatequina e catequina-(4a-8)-epicatequina obtidos
da FRP a partir das cascas de Croton celtidifolius, os quais tiveram suas estruturas

confirmadas através do uso de métodos espectroscopicos e cromatograficos.

» Néao foi possivel identificar a amostra D, utilizando as técnicas disponiveis, embora
tenha sido possivel verificar que este é uma mistura de proantocianidinas

poliméricas.

* A FRP apresentou excelente atividade antinociceptiva pelo teste da formalina e
também aumentou de maneira significativa a laténcia dos animais quando avaliados

no teste da placa quente, resultado idéntico aos animais tratados com morfina.
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* No teste do efeito vasorelaxante observou-se que a FRP promove um aumento no
calibre dos vasos. Estas substancias responsaveis pela atividade vasorelaxante
podem reduzir a presséo arterial. A atividade da FRP deve ser um somatorio dos
efeitos dos compostos isolados, ou seja, efeito sinérgico e ou aditivo entre os
mondmeros, dimeros e polimeros, j& que os ensaios dos compostos individuais ndo

apresentaram atividade frente a este modelo.
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