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RESUMO

As plantas tém fornecido ao homem conforto e matéria-prima em todas as suas
necessidades em termos que abrangem desde moradia, vestuario, alimentos, aromas e
fragrancias e medicamentos, que sdo de imensurdvel importancia para a humanidade
em seu estado atual. Dentre as mais de 500 espécies do género Caesalpinia spp., cerca
de 30 espécies, apenas, foram estudadas quanto sua potencialidade bio-farmacoldgica.
Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, objeto do estudo a ser sistematizado neste
trabalho foi testada quando as propriedades farmacoldgicas de seus constituintes. Na
literatura existem relatos escassos sobre informacdes de sua utilizacdo tradicional
onde uma excecao é dada aos estudos preliminares a fim de conhecer a agao
moluscicida dos extratos de diversas plantas, e dentre elas a Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides. Para o estudo fitoquimico de seus constituintes, os extratos brutos
etandlicos (E.B.E.) do caule, flores, folhas e frutos, foram obtidos por macera¢do em
etanol P.A., concentrados e posteriormente particionados em hexano, acetato de etila
e EtOH/H,0 (hidroalcodlica), sendo posteriormente testados quanto sua atividade
anti-inflamatadria, analgésica, antioxidante. Os testes farmacoldgicos mostraram que os
E.B.Es. apresentaram atividade significativa contra a inflamacao induzida por
carragenina, com reducdo de edema de 53,81% na quarta hora do teste para a dose de
100mg/Kg para o caule e de 43,69% para as flores na dose de 100mg/Kg na terceira
hora do teste, enquanto o padrdo indometacina (10mg/Kg) apresentou redugdes de
75,49% e 82,73% de inibigao, respectivamente para as horas 3 e 4, do experimento. Os
resultados do teste da Formalina para a atividade analgésica dos E.B.Es. mostram que
ha atividade nas duas fases de andlise (neurogénica [1] e inflamatdria [2]). No teste
Von Frey, analisando a intensidade de hipernocicepg¢do induzida por carragenina, os
extratos se mostraram significativos como agentes antinociceptivos. Os valores dos
limiares de retirada de pata proximos ao padrdo morfina obtidos para as flores
apresentou o melhor resultado na dose de 300mg/Kg na primeira hora, com um delta
de 1,21+0,35 e na terceira hora, um delta de 1,38+0,47, enquanto que o farmaco
referéncia apresentou valores de 0,617+0,25 e 0,66+0,21, respectivamente para a

primeira e terceira horas de analise. A atividade antioxidante da particdo acetato das



flores de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides foi maior que o padrdao Butil-
hidréxitolueno (BHT) e equivalente ao padrdo Acido Ascérbico (AA), préxima a 100%
de inibicdo do radical DPPH’. O resultado do teste fendlicos totais mostrou que a
espécie é rica em polifendlicos, apresentado valores de 28,62%, 32,07%, 39,18%,
30,63%, respectivamente, para os E.B.Es. do caule, folhas, flores e frutos. Um
biflavonoide isolado da fracdo acetato de etila do caule teve sua estrutura
determinada como inédita na literatura pesquisada até o momento. Onde foram
utilizadas técnicas de RMN de 'H e 13'C, além das correlacdes bidimensionais COSY,
HSQC e HMBC e também Infravermelho. No género Caesalpinia, apenas uma espécie
apresentou a ocorréncia desta classe de compostos rarissima, os biflavonoides, sendo
ela a Caesalpinia pyramidalis. O presente trabalho contribuiu para o conhecimento
guimiotaxondmico do género Caesalpinia e o conhecimento sobre a espécie

trabalhada com suas atividades farmacolégicas testadas.

Palavras chave: Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides. Anti-inflamatérios.

Antioxidantes. Analgésicos. Biflavonoide.



ABSTRACT

Plants have provided comfort to the man and raw materials in all their needs in
terms ranging from housing, clothing, foods, flavors and fragrances and chemicals that
are of immeasurable importance for humanity in its current state. Among the more
than 500 species of the genus Caesalpinia spp., 30 species only were studied for their
potential bio-pharmacological. Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, object of
study to be systematic in this work, will be tested about the pharmacological
properties of its constituents, providing important information of the species. In
literature there are few reports on information from its traditional use. An exception is
given to preliminary studies about the molluscicide activity of extracts from various
plants, and among them Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides. For the
phytochemical study of its constituents, the crude ethanol extracts (CEE) of the stem,
flowers, leaves and fruits were obtained by extraction in ethanol PA, concentrated and
subsequently fractionated into hexane, ethyl acetate and EtOH/H20 (hydro-alcoholic)
and then tested for its anti-inflammatory, analgesic and antioxidant activities.
Pharmacological tests showed that the CEE. has significant activity against
carrageenan-induced inflammation, reducing the paw edema at 53.81% in the fourth
hour of the test for a dose of 100mg/kg (stem) and 43.69% (flowers) at a dose of
100mg/kg in third hour of testing, while the standard indomethacin (10mg/Kg) showed
reductions of 75.49% and 82.73% inhibition, respectively, for the hours 3 and 4 of the
experiment. The test results of Formalin for analgesic activity of the CEE. show that
there is activity in the two phases of analysis (neurogenic [1] and inflammation [2]). In
Von Frey test, analyzing the intensity of hypernociception induced by carrageenan, the
extracts were significant as antinociceptive agents. Values of paw withdrawal
threshold close to the standard morphine were obtained, where the CEE of the flowers
showed the best result at a dose of 300 mg/kg in the first hour, with a delta of
1.21£0.35 and third hours, a delta of 1.38+0.47, while the reference drug showed
values of 0.617+0.25 and 0.66%0.21, respectively, for the first and third hours of
analysis. The antioxidant activity of ethylic acetate partition of the flowers of

Caesalpinia  pluviosa  var.  peltophoroides was higher the standard



Butylatedhydroxytoluene and equivalent to the Ascorbic Acid, close to 100% inhibition
of DPPH® radical. The results of Total Phenolics Test showed that the phenolic species
is rich in polyphenols, presented values of 28.62%, 32.07%, 39.18%, 30.63%,
respectively, for the CEE. stem, leaves, flowers and fruits. A biflavonoide isolated from
the ethyl acetate fraction of the stem of Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides and
its structure was determined to be unprecedented in the literature so far. For the
structural determination was performed techniques of NMR were used hydrogen and
carbon, in addition to the two-dimensional correlations COSY, HSQC, HMBC and also
the technique of mass spectrometry. In the genus Caesalpinia, only one species
showed the occurrence of this rare class of compounds, the biflavonoids, she being the
Caesalpinia pyramidalis. This work contributed to the knowledge of the genus
Caesalpinia chemotaxonomic and knowledge about the species worked with their

pharmacological activities tested.

Keywords:  Caesalpinia  pluviosa  var.  peltophoroides.  Analgesics.

Antiinflammatory. Antioxidants. Biflavonoid.
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1 INTRODUCAO

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo sé pelos
recursos oferecidos para sua alimentacdao e manutencdo, mas por ser sua principal fonte de
inspiracdao e aprendizado. A busca continua pela compreensao das leis naturais e o desafio
de ultrapassar barreiras a sua sobrevivéncia, como o clima e as doencas, encaminharam o
homem ao atual estagio de desenvolvimento cientifico, mesmo apds o avango tecnoldgico

observado nos dias de hoje (BOLZANI, et al., 2006).

No inicio do século XIX, com o desenvolvimento da quimica farmacéutica, as plantas
passaram a representar a fonte primordial de substancias para o desenvolvimento de
medicamentos. Além disso, devido ao elevado custo de muitos medicamentos, a populagdo
de muitos paises pobres e em desenvolvimento, que ndo tem acesso a medicina moderna,
tem utilizado dos produtos naturais para o tratamento de suas enfermidades. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), dados de 2007, de 65% a 80% da populacdo
mundial (estimada em 7 bilhdes de pessoas) ndo tém acesso ao atendimento primdrio de
saude e recorre a medicina tradicional, especialmente as plantas medicinais, na procura do

alivio para muitas doencas (SIMOES, et al., 2007).

Com o surgimento de diversas técnicas para o auxilio no conhecimento e aplicagao,
desde a atividade farmacoldgica e a elucidacao estrutural, as plantas medicinais se tornaram
importantes fontes de novos medicamentos, o que vem sendo confirmado nos ultimos anos
através de pesquisas cientificas, especialmente nas areas de quimica e farmacologia (YUNES,

etal., 2001).

O interesse pela natureza como uma fonte potencial de agentes quimioterdpicos é
continua. Produtos naturais e seus derivados representam mais de 50% de todos os
medicamentos em uso clinico no mundo. As plantas superiores contribuem com cerca de
30% do total destes medicamentos. Durante os ultimos quarenta anos, pelo menos uma
duzia de potentes medicamentos, derivados de plantas, foi descoberta, seguem alguns

exemplos:
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* Dioscorea spp: Diosgenina — Esteroides contraceptivos e todos seus derivados;

* Espécies de Rauwolfa: Reserpina e outros alcaloides anti-hipertensivos;

* Pilocarpus spp: Pilocarpina — Tratamento de glaucoma;

* Digitalis spp. Agentes cardiotonicos;

* Catharanthus roseus. Poderosos agentes antileucémicos (Vimblastina e Vincristina);

* Taxus brevifolia. Taxol, um poderoso anticancerigeno.
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FIGURA 1 - Substancias que se tornaram classicas pela sua utilizagdo nos ultimos quarenta anos, provenientes de
Produtos Naturais.

A busca de novas substancias, atualmente, tomou uma rota um pouco diferente,
onde a ciéncia da etnobotéanica e etnofarmacognosia estdo sendo usadas como guia para
conduzir o Quimico para fontes de diferentes classes de compostos. E neste contexto que a
flora dos trépicos, em virtude de sua diversidade, tem um papel importante para fornecer
novos esqueletos quimicos com atividades biolégicas que sejam passiveis de aplicagdo a
grande parte da populacdo. Dando origem a medicamentos, oriundos de métodos sintéticos
inspirados ou ndo em substancias naturais e/ou fontes totalmente extraidas do reino
vegetal, que atuem nos mais diversos tipos de enfermidades que abordam a humanidade

(GURIB-FAKIM, 2006).
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Na procura de compostos que sejam eficazes, quer pela sua estrutura ou pelo modo
de atuacdo, as fontes de substancias provenientes do reino vegetal, foram e sempre serao
um alicerce fundamental para a busca de novos componentes quimicos, para beneficios a
saude da sociedade. Além do fato de que o estudo quimico e farmacoldgico de plantas é
uma estratégia economicamente vidvel para industrias farmacéuticas. Onde hd também o
embasamento na informacdo popular, que faz o uso das plantas com fins terapéuticos, e que
na maioria das vezes, exerce um papel essencial para induzir a pesquisa de provaveis

agentes biologicamente ativos (GURIB-FAKIM, 2006).

A ciéncia em que estas vertentes se baseiam é a quimica dos produtos naturais, e
esta inserida de maneira multidisciplinar em diversas areas do conhecimento. Sua
abrangéncia é vasta apresentando atuac¢do para o bem estar do ser humano na alimentacgao;
como inseticida; perfumaria; matéria-prima para produtos de sintese; sua atuacdo
farmacoldgica contra inflamacdo (anti-inflamatérios); contra a dor (analgésico); contra
doencgas que acometem populacdes carentes, como malaria, leishmaniose; contra AIDS,
cancer, Alzheimer, dentre diversas outras; a utilizagdo dos produtos naturais na medicina
tradicional demonstra sua importancia e instiga no homem a razao, para validar os métodos
utilizados, trazendo maior confianca e seguranca no uso desta vasta enciclopédia natural de

substancias bioativas e os infinitos papéis existentes para os produtos naturais.

Estas descobertas, onde medicamentos sao provenientes de plantas, envolvem
diversos campos de estudo e varios métodos de andlise. O processo tipicamente comecga
com o trabalho a identificacdo da planta de interesse. Onde os quimicos de produtos
naturais (Fitoquimicos), a fim de conhecer a atuacdo farmacoldgica das plantas estudadas
preparam os extratos destas e os submetem aos ensaios relevantes de triagem bioldgica e
farmacoldgica, seguido do processo de isolamento e caracterizagdo de compostos
biologicamente ativos. O que se apresenta de acordo com a definicdo de farmacognosia
dada pela Sociedade Americana de Farmacognosia (American Society of Pharmacognosy),
sendo “o estudo de propriedades fisicas, quimicas, bioquimicas e bioldgicas de
medicamentos, farmacos ou potenciais farmacos de origem natural, assim como a pesquisa

por novos medicamentos de fontes naturais” (BALUNAS, et al. 2005).
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A partir das plantas medicinais podem ser obtidos medicamentos fitoterapicos
(complexidade de compostos) e fitofarmacos (compostos isolados), os quais sdao formulados
a partir de pesquisas cientificas, que duram anos, envolvendo diversos testes, para serem
introduzidos no mercado. No entanto, o sucesso de um trabalho cientifico depende
inicialmente da selecdo adequada de uma planta, que pode ser feita pela observagao, assim
como dito, do uso popular, do conteddo quimico (quimiotaxonomia), toxicidade, selecdo ao

acaso ou a combinagao de muitos critérios (RATES, 2000).

Além do fato de poder encontrar cura ou tratamento para diversas enfermidades, a
pesquisa em plantas medicinais também pode ter sua razdao em diversas vertentes: conhecer
a potencialidade medicinal da diversidade vegetal nativa; a elucidagao de base racional para
a utilizacdo medicinal de algumas espécies; no desenvolvimento de fitoterapicos que
tenham baixo custo e atividade satisfatédria; na descoberta de protétipos para drogas; dentre
outras aplicagdes. Atualmente, inUmeras atuagdes farmacolodgicas de plantas medicinais e
suas substancias s3ao conhecidas, o que é relatado em dissertacbes, artigos em
medicamentos sendo produzidos, mostrando que as plantas sdao fontes potenciais de
substancias bioativas com estrutura diferenciada e mecanismo de acdo inovador

(ELISABETSKY, 1991).

No contexto apresentado acima, o Brasil se encaixa como o retentor da maior
biodiversidade mundial, que compreende mais de 50.000 espécies de plantas superiores
(20-22% do total existente no planeta). Em fungdo disso e, sobretudo pela grande tradigao
do uso das plantas medicinais pela medicina popular no Brasil, o interesse pelos estudos das
propriedades medicinais das plantas vem sendo intensamente explorado pelos
pesquisadores brasileiros e, mais recentemente, pela indUstria farmacéutica, interessada em

desenvolver novos medicamentos (YUNES & CALIXTO, 2001).

Até a presente data, o Brasil conta com apenas um medicamento oriundo
exclusivamente da biodiversidade brasileira. O Acheflan (Aché), desenvolvido em conjunto
com a industria farmacéutica Aché e a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), tem
como principio ativo o a-humuleno, presente no 6éleo essencial de Cordia verbenacea
(popularmente conhecida como erva baleeira), que apds cerca de sete anos de trabalho em

pesquisa e nos testes pré-clinicos e clinicos, possibilitou a inclusdo do medicamento no
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mercado (PASSOS, et al. 2007). Este exemplo, em meio as intensas pesquisas realizadas no
pais, incentiva a continuidade para novos estudos e a possibilidade de obtenc¢do de novas

formulacGes e medicamentos a partir de produtos naturais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA:

2.1 0 GENERO Caesalpinia:

O género Caesalpinia L. € um género de plantas fabdaceas, pertencente a subfamilia
Caesalpinioideae. As espécies deste género sdo plantas lenhosas que ocorrem em zonas
tropicais e subtropicais. O nome do género é uma homenagem ao botanico do século XVI
Andrea Cesalpino.

O género Caesalpinia (Caesalpiniaceae) consiste em uma fonte inesgotavel de
metabodlitos bioativos apesar de ser ainda pouco investigada quimicamente e
farmacologicamente. Este género conta com mais de 500 espécies distribuidas
mundialmente muitas das quais endémicas como, por exemplo, o pau-brasil (C. echinata)
existente apenas no territdrio brasileiro e que participou efetivamente do processo histérico
do pais. Além desta, C. pulcherrima, nativa da América Central com exemplares em varios
lugares do mundo, apresenta acdao abortiva e emenagoga e é amplamente utilizada na
medicina popular. Outras espécies, tais como C. sappan e C. bonduc, vem sendo utilizadas
para o tratamento da inflamacdo e aumento da circulagdo sanguinea apresentando também
propriedades antimaldrica, anti-helmintica, no tratamento de ictericia e como digestiva
(PINTO, et al., 1995; SRINIVAS, et al., 2003; NAGUMO, et al., 2009).

Estudos quimicos deste género levaram ao isolamento de varias classes de
compostos isoladas, dentre as quais se destacam flavonoides, diterpenos, esteroides entre
outros. Do ponto de vista farmacoldgico, estas espécies apresentam atividades
antiulcerogénica, anticancer, antidiabética, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antirreumatica
dentre outras, comprovando informacdes oriundas de dados etnofarmacoldgicos

(UNDENIGWE, et al., 2007).
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2.2 PERFIL MOLECULAR E POTENCIAL FARMACOLOGICO DO GENERO Caesalpinia:

2.2.1 0 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO GENERO Caesalpinia:

Diversas espécies do género apresentam atividade antimicrobiana. Um
homoisoflavonoide, (3E)-2,3-diidro-6,7-dimetoxi-3[(3-hidroxi-4-metoxifenil) metileno]-4H-1-
benzopiran-4-ona (1), isolado das partes aéreas de C. pulcherrima, se destacou pela maior
atividade antibacteriana contra Staphyilococcus aureus, Klebsiella aerogenes e
Chromobacterium violaceum, na concentracdo de 100 pg/mlL, enquanto que na
concentracdo de 30 pg/mL foi fracamente ativo (DAS, et al., 2009). A isobonducelina (2),
isolada de C. pulcherrima mostrou atividade expressiva contra B. subtilise C. violaceum
(SRINIVAS, et al., 2003). O extrato metandlico bruto das sementes de C. bonducella
apresentou eficdcia para inibicdo de crescimento de bactérias gram-positivas e gram-
negativas, cujo potencial mostrou-se similar ao padrdo (canamicina). Apds isolamento,
foram obtidos os derivados ativos que foram identificados como os triterpendides a-amirina
(3), B-amirina (4), acetato de lupeol (5) e lupeol (6) (SAEED, et al, 2001). C. benthamiana
forneceu alguns diterpenos da classe cassano, deoxicaesaldekarina C (7), benthaminina 1 (8),
benthaminina 2 (9), todos com atividade antibacteriana. Esses estudos mostraram que o
composto 8 apresentou maior atividade ICso = 47,0 uM contra S. aureus e Micrococcus
flavus.

C. paraguaiensis também possui representantes testados quanto ao potencial
antibacteriano. Dos compostos relatados desta espécie apenas o composto acido oleandlico
(10) apresentou atividade contra B. subtilis e S. aureus (espécies sensivel e resistente a
meticilina) com 1Cso = 8,8 e 64 pg/mL, respectivamente (WOLDEMICHAEL, et al, 2003).
Outros compostos de C. pulcherrima, tais como os furano-diterpenos conhecidos como
isovouacapandis A-D (11 — 14), também apresentaram atividade antimicrobiana frente a
varias espécies de micro-organismos (RAGASA, et al., 2002).

O extrato metandlico do caule de C. sappan foi testado no efeito de crescimento de
cinco micro-organismos intestinais, sendo o constituinte ativo a 5-hidroxi-1,4-naftoquinona
(15), o qual produziu forte inibicdo em 5 e 2 mg/disco e inibicdo moderada em 1,0, 0,5 e 0,25

mg/disco no teste com Clostridium perfringens. Este composto revelou ainda fraca inibi¢cdo
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contra a proliferagcdo de Lactobacillus casei em 5,0 e 2,0 mg/disco. Em comparacdo, 5-
hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona (16) apresenta moderada inibicdo contra C. perfringens em
50 e 2,0 mg/disco enquanto que a 1,4-naftoquinona (17) em 5,0 mg/disco inibiu
significativamente o crescimento de todas as bactérias testadas. Por outro lado, a 1,2-
naftoquinona (18 — Figura 1) mostrou inibicdo contra todas as bactérias testadas em 1,0
mg/disco. Desta forma, pode-se inferir que as substancias obtidas do caule de C. sappan
podem ser util como um agente preventivo contra doencas causadas por C. perfringens (LEE,
et al., 2007).

Em estudos comparativos da atividade antimicrobiana dos frutos de C. pulcherrima
(Cpa), das folhas de Euphorbia hirta (Eh) e das flores de Asystasia gangeticum (Agm), a
atividade de C. pulcherrima foi maior que as demais (os resultados apresentados abaixo
seguem a abreviacdo do nome da planta seguido do valor de ICso em mg/mL), contra Proteus
vulgaris - Cpa-0,175; Eh-0,200; Agm-0,273; Bacillus subtilis, - Cpa-0,257; Eh-0,296; Agm-
0,320; Staphylococcus aureus - Cpa-0,166; Eh-0,216; Agm-0,230. Streptococcus faecalis -
Cpa-0,221; Eh-0,241; Agm-0,283; Candida albicans - Cpa-0,211; Eh-0,275; Agm-0,262;
Aspergillus niger - Cpa-0,215; Eh-0,304; Agm-0,317; Rhizopus oligosporus - Cpa-0,215; Eh-
0,304; Agm-0,317 (SUDHAKAR, et al., 2006).
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12 - R1=H, R2=0OH
13 - R1=0H, R2=H

FIGURA 2 - Substancias isoladas de espécies do género Caesalpinia com potencial antimicrobiano.
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2.2.2 O POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO DO GENERO Caesalpinia:

Dentre as espécies do género que tém, relatadas na literatura, atividade anti-
inflamatdria, estdo presentes C. sappan (NAGUMO, et al., 2009; LEE, et al., 2007; LEE, et al.,
2010; CHOI, et al., 2007; HONG, et al., 2002; JUN, et al., 2008); C. ferrea (CARVALHO, et al.,
1996; NAKAMURA, et al., 2002; SAMPAIO, et al., 2009; MENEZES, et al., 2007); C. bonduc
(UDENIGWE, et al., 2007); C. minax (HU, et al., 2006); C. bonducella (SHUKLA, et al., 2010;
ARCHANA, et al., 2005; DEVI, et al., 2008); C. mimosoides (YODSAOQOUE, et al., 2010); C.
digyna (SRINIVASAN, et al., 2007).

O dleo das sementes de C. bonducella exibiu atividade anti-inflamatdria no teste de
edema de pata. Em concentragdes de 400 mg/kg, nas horas trés e quatro do experimento, a
atividade anti-inflamatdria do éleo das sementes apresentou valores equivalentes ao padrao
fenilbutazona, cuja dose administrada foi de 100mg/kg (SHUKLA, et al., 2010). O ensaio anti-
inflamatério dos extratos das raizes de C. mimosoides levou ao isolamento de varios
compostos da classe dos diterpenos. A atividade anti-inflamatdria de todos os compostos foi
avaliada quanto a atividade inibitdria de lipopolissacarideo (LPS) induzindo producdo de
oxido nitrico (NO) na linhagem de células RAW264.7. Os resultados mostraram que o
composto chamado de Mimosol D (19), foi o mais ativo e apresenta uma potente atividade
inibitdéria para ambos os testes com ICso de 3uM para inflamacdo e 6,5 UM para inibicdo da
producdo de TNF-a (YODSAOQUE, et al., 2010).

Sete compostos isolados do extrato metandlico de C. sappan inibiram mediadores
guimicos da inflamacdo in vitro usando linhagem de célula J774.1, dentre os quais brasilina
(20), sappanchalcona (21) e protosappaninas A - E (22 — 26 — Figura 2). Tais compostos
foram avaliados quanto aos seus efeitos na inibicdo de 6xido nitrico e prostaglandina E2
(PGE2), producdo e efeitos supressores em TNF-a, interleucina-6 (IL-6), ciclooxigenase-2
(COX-2), e a expressao de mRNA induzida por éxido nitrico sintase (iNOS). O composto 23
inibe a produgdo de 6xido nitrico e ndo inibe a PGE2. Ao contrario, 21, 25 e 26 inibem ambos
(iNOS e PGE2), a producdo e a supressao de TNF-a, IL-6, COX-2 e a expressdao de iNOS e
mRNA (NAGUMO, et al., 2009).
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FIGURA 3 - Substancias isoladas de espécies do género Caesalpinia com potencial anti-inflamatério.
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2.2.3 0 POTENCIAL ANALGESICO DO GENERO Caesalpinia:

Espécies como C. sappan, C. ferrea e C. bonducella demonstram efeitos relacionados
a analgesia. No teste de contorg¢des induzido pelo acido acético, os extratos do caule de C.
sappan inibiram significativamente o nimero de contor¢des em concentracdes de 200 e 400
mg/kg. O extrato etandlico da planta inibiu 69,71% e 73,33% respectivamente, sendo o mais
ativo. Seguido da fragdo éter de petrdleo, 53,16% e 55,16% e da fracdo acetato de etila com
62,47 e 68,84%. A aspirina (50 mg/kg) diminuiu as contor¢des em 75,22% em comparag¢ao
com o grupo controle (HEMALATHA, et al., 2007). O extrato dos frutos de C. ferrea tratados
com o mesmo modelo de teste apresentaram resultados de 51% e 88% na redugdo das
contragdes abdominais respectivamente para 10 e 20 mg/kg, onde o padrdo indometacina
(20 mg/kg) apresentou reducdo em 92% das contracdes, enquanto que o dleo das sementes
de C. bonducella apresentou inibi¢do de 48,6% em 400 mg/kg e o padrdo aspirina em 100
mg/kg apresentou inibicdo de 66,5% nas contor¢Ges (CARVALHO, et al., 1996; SHUKLA, et al.,
2010). O extrato do nucleo das sementes de C. bonducella apresentou atividade analgésica
no modelo citado, uma vez que em 300 mg/kg houve inibicdo de 65,65%, enquanto que o
padrdo (aspirina) mostrou 67,59% de inibicdo (ARCHANA, et al., 2005). Outros estudos com
C. bonducella revelaram que a atividade analgésica do extrato das flores pode atribuida pela

presencga de flavonoides (DEVI, et al., 2008).
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2.2.4 DEMAIS ATIVIDADES BIO-FARMACOLOGICAS DO GENERO Caesalpinia:

Do ponto de vista farmacoldgico, espécies do género Caesalpinia apresentam, além
do seu potencial antimicrobiano, anti-inflamatério e analgésico, sdo encontrados relatos de
atividade adaptogénica, onde os extratos das sementes de Caesalpinia bonduc Roxb.
(Caesalpiniaceae) foram testados no modelo de estresse frio e 0 modelo de nado forgado, o
tegumento da semente e seu nlcleo mostraram atividade anti-estresse significante quando
administrada oralmente em uma dose de 300mg/kg (KANNUR, et al., 2006); atividade anti-
helmintica, onde um estudo realizado demonstrou que as sementes de Caesalpinia crista (L.)
(Fabaceae) apresentaram atividade contra Haemonchus contortus maduros e seus ovos no
ensaio de motilidade adulta e teste de eclosdao de larvas, respectivamente; atividade
antipirética, onde o extrato de flores de Caesalpinia bonducella foi administrado oralmente
(30, 100 e 300 mg/kg) e reduziu a pirexia em camundongos adultos (DEVI, et al., 2008).
Outro estudo mostra que o 6leo das sementes de Caesalpinia bonducella apresenta
atividade antipirética ao ser comparada com o padrdo paracetamol no teste de pirexia
induzido por levedura de cerveja em ratos (SHUKLA, et al., 2010); é relatado também a
atividade imunossupressora, onde estudos demonstram efeitos da brasileina em linfocitos
de camundongos com corag¢do transplantado (DU, et al., 2006); além destas contribuicdes
citadas, existem muitas outras, evidenciando a importancia bio-farmacoldgica do género

Caesalpinia.
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2.2 ANTIOXIDANTES NATURAIS:

A oxidacdo é essencial para muitos organismos vivos, para a producdao de energia e
para processos bioldgicos, por exemplo. Entretanto, o papel dos radicais de oxigénio implica
em diversas doencas, incluindo cancer, diabetes e doengas cardiovasculares,

envelhecimento, dentre outras (ARIF, et al., 2009).

Radicais livres sdo espécies produzidas continuamente durante os processos
metabdlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em vdrias reacoes

bioquimicas, desempenhando fungdes relevantes ao metabolismo (BAE, et al., 1999).

Os antioxidantes sdo substancias vitais que possuem a funcdo de proteger o
organismo de danos causados pelo estresse induzido por radicais (ZHANG, et al., 2008). Para
tanto, ha um aumento no interesse em antioxidantes naturais, isto €, compostos fenélicos,
presentes em plantas medicinais e da prépria dieta, que ajudam a prevenir tais danos (RAO,

et al., 2008).

Compostos naturais, como os polifenois, possuem estrutura quimica ideal para
sequestrar radicais livres, e muitos destes compostos tém-se mostrado mais efetivos
antioxidantes in vitro que tocoferol e acido ascérbico. As propriedades antioxidantes dos
polifenois surgem de sua alta reatividade e de agirem como doadores de elétrons,
capacidade de estabilizar espécies deficientes em elétrons (radicais livres) por deslocalizar o
elétron desemparelhado, e de sua capacidade de quelatar ions de metais de transicao

(PAWAR, 2009).

O corpo humano possui multiplos mecanismos antioxidantes especialmente sistemas
enzimaticos e ndo enzimaticos que protegem as células contra danos causados por espécies
reativas de oxigénio (ERO). Entretanto, a defesa natural pode ndo ser suficiente para varios
outros mecanismos de oxidacdo. Portanto, certa quantidade de antioxidante adquirida
exdgenamente é constantemente requerida para a manutencdo do nivel adequado de
antioxidantes para o equilibrio entre estas espécies e ERO. Muitos antioxidantes sintéticos,

tais como, 2 e o 3-terc-butil-4-hidroxianisol (BHA) e Butil-hidroxi Tolueno (BHT) sdo eficazes



38

e muito utilizados apenas em processos industriais por possuirem alguns efeitos colaterais

toxicos para a sautde humana (MURUGANANTHAM, et al., 2010).

Entretanto, compostos especialmente de fontes naturais que sdo capazes de
proteger o organismo contra ERO podem ter aplicacdo potencial na prevencdo e/ou

ocorréncia de algumas doencas (SHUKLA, et al., 2009).
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2.3 ANTIMICROBIANOS:

Os microrganismos sao 0s menores seres vivos existentes, encontrando-se em uma
vasta diversidade de ambientes e desempenhando importantes papéis na natureza. Este
grupo caracteriza-se por ser completamente heterogéneo, tendo com unica caracteristica

comum o pequeno tamanho dos organismos.

Acredita-se que cerca de metade da biomassa do planeta seja constituida pelos

microrganismos, sendo os 50% restantes distribuidos entre plantas (35%) e animais (15%).

Em termos de habitat, os microrganismos sdo encontrados em quase todos os
ambientes, tanto na superficie, como no mar e subsolo. Em ambientes de elevadas
temperaturas, em regides polares, com temperaturas inferiores a -10°C; em ambientes
extremamente dacidos (pH=1) ou bdsicos (pH=13). Alguns sobrevivem em ambientes
extremamente pobres em nutrientes, assemelhando-se a 34gua destilada. Em termos
metabdlicos, temos também os mais variados tipos, desde aqueles com vias metabdlicas
semelhantes a de eucariotos superiores, até outros que sao capazes de produzir acido
sulfurico, ou aqueles capazes de degradar compostos pouco usuais como canfora,

herbicidas, petrdleo, etc.

Uma vez que os microrganismos precederam o homem em bilhdes de anos, ha
evolucdo mutua. Portanto, é comum a associacdo homem-microrganismo em complexidade,
com os microrganismos habitando nosso organismo, em locais tais como a pele, intestino,
cavidade oral, nariz, ouvidos e trato urindrio. Embora a maioria destes microrganismos nao
seja danosa, compondo a denominada “microbiota normal”, algumas vezes estes podem
originar uma série de doencas, com maior ou menor gravidade. Nesta classe de organismos
estdo aqueles denominados patogénicos e potencialmente patogénicos (TORTORA, 2005;

TORSVLK, 2002).

Embora a minoria dos micro-organismos seja patogénica, milhares de pessoas
morreram em epidemias devastadoras, cujas causas eram desconhecidas. Até o
descobrimento de  agentes antibidticos. Os antibidticos desenvolveram-se

extraordinariamente desde o reconhecimento das propriedades antibacterianas da
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penicilina-G, em 1932. Esta classe terapéutica representou significativo avanco na medicina
e deveu-se a Alexander Fleming que, em 1928, detectou a inibigdo do crescimento de placas
de cultura semeadas com colonias de estafilococos contaminadas com fungos,
posteriormente identificado como pertencente ao género Penicillium chrysogenum

(BOLZANI, et al., 2006).

Com o grande numero de pesquisas e substancias aprovadas para uso humano com
fim antibidtico, nota-se que nas Ultimas décadas o aumento no uso irracional de
antimicrobianos é gritante, o que acarreta o surgimento de cepas de micro-organismos
multirresistentes, impulsionando a comunidade cientifica a pesquisa nas areas de quimica,
farmacologia e microbiologia para descoberta de novos agentes antibidticos (CECHINEL
FILHO, 2000; MACIEL, et al., 2002; SOUZA, et al., 2003). Os produtos naturais sdo
responsaveis, direta ou indiretamente, por cerca de 40% de todos os farmacos naturais
disponiveis na terapéutica moderna e, se considerarmos os usados como antibidticos e
antitumorais e, esta porcentagem pode chegar a aproximadamente 70% (PHILLIPSON, 2000;

YUNES E CALIXTO, 2001).

O numero de antibidticos aprovados do ano de 1983 até o ano de 2007 vem
diminuindo, os novos antibiéticos do mercado sdao uma variagao estrutural de seus originais,
o que releva ainda mais a busca por novos agentes com capacidade antimicrobiana

(DEMAIN, 2009).

Uma vez que as plantas medicinais produzem uma variedade de substancias com
propriedades antimicrobianas, é esperado que uma triagem fitoquimica promova o
descobrimento de compostos que sejam ativos e possuam a capacidade de se tornarem

novos antibidticos (AHMAD & BEG, 2001).
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2.4 ANTI-INFLAMATORIOS:

A inflamacdo é uma resposta do organismo ao agente lesivo. Consiste na resposta
organica mais precoce diante da lesdo tissular ou infecgdo (KUMMER & COELHO, 2002). E
um processo fisioldgico que envolve a agdo conjunta entre o sistema imunoldgico e o tecido
lesado (TILLEY, et al., 2001), e estd associada a uma acdo de defesa do organismo, tornando-
se prejudicial quando inapropriadamente desenvolvida. Na maioria das vezes, quando os
efeitos inflamatdrios sdo evidenciados, sdo caracterizados como indesejaveis, pois causam
desconforto e sdo desagradaveis, entretanto se apresentam essencialmente benéficos. A
resposta inflamatdria é um mecanismo que provoca alteracdes do sistema vascular, visando
destruir, diluir ou isolar o agente lesivo, sendo assim uma reacdo de defesa e de reparagao
do dano tecidual. No entanto, a inflamacdo pode também produzir efeitos indesejaveis, tais

como, efeitos incapacitantes da artrite reumatoide (ROCHA, 2006).

Embora os sinais de inflamacdo tenham sido descritos em papiros egipcios datados
de 3000 a.C., somente no ano 30 d.C. Celsus descreveu os quatro sinais classicos da

inflamacao: rubor, calor, dor e edema (VANE E BOTTING, 1998).

O processo inflamatério pode ser iniciado por diversos motivos, tais como, agentes
infecciosos, isquemia, interacdo antigeno-anticorpo e traumas quimicos, mecanicos ou
térmicos. Caracteriza-se morfologicamente pela saida de fluidos e de células do sangue para
o intersticio (PEREIRA E BOGLIOLO, 1996), e macroscopicamente pode ser acompanhado por
eritema e edema (CAMPBELL E HALUSHKA, 1996). A resposta imediata a lesdo tissular
implica em uma alteragao vascular, aumentando o fluxo sanguineo local e a permeabilidade
microvascular, seguido por extravasamento de leucécitos e proteinas plasmaticas para o

intersticio e posterior migracdo leucocitaria para o tecido (DI VAIO E FREITAS, 2001).

O processo inflamatério é complexo, com fases distintas: uma aguda, caracterizada
por vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular, uma subaguda, caracterizada
pela infiltracdo de leucdcitos e células fagociticas, e uma fase proliferativa crénica, com
degeneracdo tecidual e fibrose. Os “sinais classicos” e as fases do processo sdao o resultado
da acdo de diversas substancias, estando presentes aquelas derivadas da cascata do acido

araquiddnico entre os principais mediadores da inflamacao.
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Os medicamentos anti-inflamatérios constituem um grupo heterogéneo de
compostos que, na maioria dos casos, ndo estdo relacionados quimicamente por suas
estruturas quimicas (embora a maioria deles seja de acidos orgéanicos), porém compartilham

de algumas ac¢Ges terapéuticas e efeitos colaterais (GOODMAN & GILMAN, 1996).

Existem duas classes de compostos classificados como anti-inflamatérios, que sdo os
esteroidais (corticosteroides) e os ndo esteroidais (AINEs), onde os primeiros apresentam o
nucleo basico ciclopentanoperidrofenantreno caracteristico e, os ultimos, compreendem

maior diversidade estrutural com atividades bioldgicas semelhantes.

Os corticosteroides sdao substancias enddgenas classificadas quimicamente como
esteroides, e sdao produzidos no cértex da glandula adrenal, que sdo duas pequenas
glandulas dispostas acima dos rins. A porcdo externa da glandula adrenal, o cértex adrenal, é
essencial para a vida. Sua origem embrioldgica é completamente diferente daquela da
medula adrenal. O cdértex adrenal produz vdrios hormoénios potentes, todos derivados

esteroides.

Os hormonios esteroides sdo agrupados em 3 classes gerais, cada uma com func¢des

caracteristicas:

e(Os glicocorticoides, que atuam primariamente no metabolismo das proteinas,
carboidratos e lipidios.

e Os mineralocorticoides, que atuam primariamente no transporte de eletrdlitos e na
distribuicdo de dgua nos tecidos.

e Os andrdgenos ou estrégenos, que atuam primariamente sobre as caracteristicas

sexuais secundarias em seus érgaos alvos especificos.

Os anti-inflamatérios esteroidais apresentam relevantes efeitos adversos devido a
acdo comum aos esteroides. Ja os recentes moduladores ou anti-citocinas (anti-IL-1p e anti-
TNF-a.) sdo muito caros e a via de administracdo é subcutanea, e continua, o que diminui a

adesdo ao tratamento (CALIXTO, et al., 2004).

Devido a esses inconvenientes, torna-se necessdria a busca por substancias naturais

com potencial anti-inflamatdrio que possam dar origem a novos farmacos de baixo custo e
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com efeitos adversos reduzidos, ou que ao menos possam auxiliar no entendimento de

mecanismos de acao (PAULA, 2010).

Os farmacos anti-inflamatoérios ndo-esteroidais, também conhecidos como AINEs sdo
um grupo heterogéneo de substancias, que, diferentemente dos corticoides, ndo estdo
relacionados estruturalmente, entretanto, mostram efeitos terapéuticos comuns, como
atividade antipirética, analgésica e anti-inflamatdria. O fato primordial para serem tdo
diferentes e classificados em um mesmo grupo é porque atuam na biossintese das
prostaglandinas, agindo diretamente na inibicdo de enzimas da via cicloxigenase, mas ndo na

via lipoxigenase.

Como um exemplo mundialmente conhecido e consagrado, a aspirina é o protdtipo
dos AINES. Com cerca de cem anos de existéncia, € o farmaco mais usado além de ser
referéncia. Entretanto, cerca de 20% dos pacientes mostram intolerancia a aspirina, levando
a busca de novos agentes anti-inflamatdrios que apresentem menos efeitos colaterais e
maior eficacia, (HARVEY, et al., 2000). Nesta perspectiva os produtos naturais sdo
promissores para tal finalidade, uma vez que a prdpria aspirina foi descoberta através do
composto ativo extraido das espécies vegetais como a Ulmaria (Spiraeaulmaria), Salgueiro
(Salixalba) e Murta (Myrtus L.), sendo a salicilina, em que sua atividade farmacoldgica era
conhecida ha milhares de anos a.C., onde escrituras de civilizagdes antigas indicam o uso de
cascas de salgueiro na Mesopotamia e folhas de murta no Egito como medicamentos

(MYERS, 2007).

De forma geral, a atividade anti-inflamatdria dos AINES tem mecanismo similar ao da
aspirina, sendo mediada principalmente pela inibicdo da sintese das PGs. Em graus variaveis,
todos os AINES s3o analgésicos, anti-inflamatdrios e antipiréticos; todos inibem a agregacao
plaquetdria. Todos sdo também irritantes gdastricos, embora componentes desse grupo

tendam a causar menor irritacdo gastrica que a aspirina (NORTHEY, 1999).

Relacionando o processo inflamatdrio e a utilizacdo de plantas medicinais, sao
generalizadas a utilizacdo e aceitacao destes pelo fato de inUmeros representantes do reino
vegetal exibirem propriedades quimicas auxiliares no tratamento das doencas inflamatdrias

(MARTINS, et al., 2000).
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Das varias aplicacdes terapéuticas dos vegetais, muitos apresentam atividade anti-
inflamatdria, sendo largamente utilizados na medicina popular e por isso, ha necessidade de
pesquisas e estudos para comprovar tanto essas atividades, quanto um possivel quadro

toéxico, em ensaios bioldgicos (SILVA, 1978).
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2.5 ANALGESICOS:

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (em inglés, IASP), a
dor é definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a uma
lesdo real ou potencial, ou descrita em tais termos de lesao (IASP, 2009), como por exemplo,
na cefaleia e na dor pélvica cronica, onde parece ocorrer sem lesdo tissular detectavel pelos
métodos diagndsticos disponiveis na pratica clinica atual, favorecendo a hipdtese de que
pode haver altera¢des neurofuncionais restritas ao ambito biomolecular, cuja interacdo é
pouco conhecida entre neuromediadores, neurotransmissores e transdutores de sinais, em
uma rede de bilhdes de sinapses, dificultando a compreensdo da etiologia da dor (ROCHA, et

al., 2007).

Por outro lado, o trauma e a estimulacao do sistema nervoso periférico ou central
também podem alterar as respostas imunes. Como consequéncia, observa-se a ativagao de
peptidios e receptores, com posterior transducdo do sinal para o meio intracelular. Neste
contexto, o avango no conhecimento da neuroanatomia das vias de condugao, da
neurofarmacologia e da fisiopatologia da dor facilita o desenvolvimento de pesquisas
visando novas modalidades de tratamento. Assim, a analgesia efetiva para as sindromes

dolorosas ainda é um grande desafio (ROCHA, et al., 2007).

Ha um sistema especifico de dor, o qual transfere informacg&es sobre a lesdao tecidual
para o cérebro. A informacdo nociceptiva é traduzida em sinais eletrofisiolégicos que sdo
transmitidos por aparatos perceptivos. Esta transmissao é mediada por diversos
mecanismos, incluindo sensibilizacdo periférica (primaria) e central (secundaria)

(FARQUHAR-SMITH, 2007).

O estimulo doloroso é propagado através das fibras aferentes primarias C ou A onde
se encontram os nociceptores que sao ativados por diversos neuromediadores inflamatdrios
guando liberados por macrofagos, mastdcitos, células endoteliais ou nervos traumatizados.
Isso facilita a transmissdo dolorosa e as alteragdes inflamatérias periféricas e,
consequentemente, o quadro de hiperalgesia, sendo chamados de algiogénicos. Dentre
estes, se destacam a acetilcolina (ACh), histamina, bradicinina, leucotrieno (LT), substancia P

(SP), fator de ativacdao de plaguetas (PAF), radicais acidos, ions potdssio, prostaglandinas
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(PGs), tromboxanos (TX), interleucinas (ILs) e o fator de crescimento do nervo (NGF)

(KRAYCHETE, et al., 2006).

O desenvolvimento cientifico atual é rapido, ocasionando o aperfeicoamento de
métodos utilizados e a criagcdo de novos métodos. Existem varios métodos para a medida de
dor e seu alivio em animais de laboratdrio. A maioria dos testes realizados se baseia na
inducdo da dor através de estimulo doloroso que resulta em uma resposta mensuravel
guantitativamente, com valores diretamente proporcionais a intensidade da dor, que com a
introducdao de substancia é diminuida (analgésico) ou aumentada (algogénico ou
hiperalgésico). O método quimico mais utilizado é o teste da formalina e de contor¢des

(LAPA, et al., 2008).

Os animais submetidos a um estimulo nociceptivo sdo capazes de exibir respostas
comportamentais, motoras e fisioldgicas semelhantes as observadas em seres humanos. Por
isso, utiliza-se o termo resposta nociceptiva. Essas respostas comportamentais sdo
estudadas e comparadas na presenca de drogas potencialmente analgésicas que interferem
no processo fisiolégico da dor, o que nos permite inferir que um animal esta

experimentando uma resposta algica (PERAZZO, et al., 2007).

Para avaliagdo farmacoldgica usam-se drogas como morfina e/ou analgésicos e/ou
anti-inflamatdrios ndo-esteroidais — AINES como controle, assim como as doses do extrato
de plantas testadas devem ser administradas de 30 minutos a 1 hora antes do estimulo
nociceptivo, quando por via oral ou intraperitoneal, respectivamente (PERAZZO, et al.,

2007).

Existem diversos testes para avaliar a nocicep¢ao em animais. O teste da formalina é
utilizado para avaliar a atividade analgésica de substdncias por meio da injecdo intraplantar
de formalina na pata traseira de camundongos e ratos (HUNSKAAR & HOLE, 1987). E um
modelo bifasico, sendo que a primeira fase, que se desenvolve até 5 minutos apds a injecao
da formalina, tem um cardter neurogénico e é sensivel a analgésicos opioides. A segunda
fase inicia-se 15 a 20 min apds a injecdo de formalina e atinge valores maximos 30 a 45 min
apos, é de origem inflamatéria e sensivel a analgésicos nao-esteroidais (TJOLSEN, et
al.,1992). O indice de nocicepcdo é avaliado pelo tempo que o animal permanece lambendo,

mordendo ou sacudindo a pata injetada.
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A utilizacdo de testes preliminares nao possibilita a elucidagdo do mecanismo
definitivo do extrato de plantas ou de uma substancia testada, porém, a vantagem é que
representam um passo importante para caracterizacdo farmacoldgica de novas drogas

capazes de interagir com mediadores da dor e/ou da inflamagdo (PERAZZO, et al., 2007).
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2.6 A ESPECIE:

2.6.1 TAXONOMIA E NOMENCLATURA:

De acordo com o sistema de classificagdo baseado no The Angiosperm Phylogeny
Group (APG) Il (2003), a posicdo taxondmica de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides

(Figura 4) obedece a seguinte hierarquia:

e Divisdao: Angiospermae

e Clado: Eurosideas |

e Ordem: Fabales [em Cronquist (1981), é classificada em Rosales]

e Familia: Fabaceae [em Cronquist (1981), é classificada em Leguminosae]
e Subfamilia: Caesalpinioideae

e Género: Caesalpinia

e Espécie: Caesalpinia pluviosa DC. var. peltophoroides (Benth.) G. P. Lewis
e Publicacdo: in Martius, Flora Brasiliensis 15 (2):72. 1870.

e Sinonimia botéania: Caesalpinia peltophoroides Bentham.

A espécie apresenta nomes vulgares aplicados por Unidades da Federac¢do: na Bahia,
mucitaiba-verdadeira; em Minas Gerais, coragao-de-negro, falso-pau-brasil e sibipiruna; na
Paraiba, coracao-de-negro; em Pernambuco, maria-preta, e em S3o Paulo, pau-brasil-do-

amarelo.

Etimologia: o nome genérico Caesalpinia é atribuido por Linnaeus, uma homenagem

ao célebre médico e botanico italiano Andrea Caesalpinio (1519-1603).

Em tupi-guarani, o termo capo-piruna (sibipiruna) significa “raiz de casca preta”

(Embrapa Florestas).
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FIGURA 4 - Esquerda - Sibipiruna em fase de floragao; Direita - Cachos de flores; Abaixo — Frutos de Sibipiruna.

2.6.2 DESCRICAO BOTANICA:

Forma bioldgica: arvore perenifdlia. As arvores maiores atingem dimensdes préximas
a 28m de altura e 50cm de DAP (didametro a altura do peito, medido a 1,30m do solo), na

idade adulta.
Tronco: é mais ou menos reto. O fuste mede até 7 m de comprimento.

Ramificacdo: é cimosa ou dicotébmica. A copa é arredondada, moderadamente ampla,
de até 6 m de diametro com um verde colorido muito vistoso. Na época da brotacdo, sua

folhagem é vermelho-bronzeada.
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Casca: mede até 5mm de espessura. A casca externa ou ritidoma é aspera, cinzenta,
fissurada e com marcas horizontais, resultantes das lenticelas. A casca interna é amarelo-

clara.

Folhas: sdo bipinadas, imparipinadas, alternas, sem estipulas, com 8 a 9 pares de
pinas e uma solitaria, no apice; o peciolo mede de 2 cm a 10 cm de comprimento; cada pina
com 11 a 13 pares de foliolos alternos, pequenos, falciformes ou rémbicos, quase glabros,

com a base assimétrica.

Inflorescéncias: reunidas em inflorescéncias eretas, voltadas para o alto, em rdcemos
densos, terminais, conicos, articuladas acima do meio do pedicelo longo, conferindo-lhe um

aspecto de singular beleza.
Flores: sdo hermafroditas, abundantes e amarelas.

Fruto: é um legume lenhoso, plano, duro, deiscente, obliquo, oblongo-lanceolado ou
falcado, comprimido, seco liso, coridceo, bivalvo com as valvas torcidas apds a abertura, com
deiscéncia explosiva, medindo de 7,6cm a 12,0cm de comprimento por 2,7cm a 3,1cm de

largura, com um sulco em cada sutura e uma a cinco sementes.

Semente: é comprimida, irregularmente circular, transversa, ovato-obovada ou
orbicular a subglobosa, com testa dura e muito rigida, clara, grossa ou sem albumen, provida
de um bico no hilo e marginada (como no pau-brasil — Caesalpinia echinata) (EMBRAPA

FLORESTAS).

2.6.3 BIOLOGIA REPRODUTIVA E EVENTOS FENOLOGICOS:

Sistema sexual: Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides é uma espécie hermafrodita,

tendo como polinizadores essencialmente, diversas espécies de abelhas.

Floragdo: de agosto a setembro, no Distrito Federal; de agosto a novembro, em
Minas Gerais; de agosto a janeiro, no Estado de S3o Paulo; de setembro a novembro, no
Parand; de setembro a dezembro, no Estado do Rio de Janeiro, e de dezembro a janeiro, em

Pernambuco.
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Frutificacdo: os frutos amadurecem de abril a julho, em Pernambuco de abril a
agosto, no Estado de Sao Paulo; de abril a outubro, no Estado do Rio de Janeiro; de junho a
outubro, em Minas Gerais; em julho, no Distrito Federal; e de outubro a novembro, no Rio

Grande do Sul (Embrapa Florestas).

2.6.4 OCORRENCIA NATURAL:

Latitudes: de 42 15’ S, no Ceara a 222 55’ S, no Estado do Rio de Janeiro.
Variacdo altitudinal: 50m, na Bahia, até 1.000m de altitude, em Pernambuco.

Distribuicdo geografica: Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides ocorre de forma
natural no Brasil, nas seguintes Unidades da Federacdo: Alagoas; Bahia; Ceara; Espirito
Santo; Mato Grosso; Minas Gerais; Paraiba; Pernambuco; Piaui; Rio de Janeiro (Embrapa

Florestas).
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FIGURA 5 - Ocorréncia natural da espécie Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides no Brasil (Fonte: Embrapa Florestas).
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3 JUSTIFICATIVA:

Dentre as varias espécies de plantas empregadas na medicina, seja tradicional ou
cientifica, o género Caesalpinia spp. que contem mais de 500 espécies (Trépicos, acesso em
12/2011), tem importantes fungdes, relatadas na literatura por pesquisas ao redor do

mundo.

O género Caesalpinia tem, até a data presente, cerca de 30 espécies estudadas, o que
é precario devido a quantidade de espécies catalogadas e as atividades demonstradas pelas

espécies que ja foram sistematizadas com dados de pesquisas ao redor do mundo.

Dentre os varios representantes do género, a Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides, escolhida para o estudo a ser sistematizado neste trabalho, sera testada
guando as propriedades farmacoldgicas de seus constituintes quimicos (substancias
isoladas) e extratos (matriz organica), proporcionando importantes informacdes sobre a

espécie.

Na literatura existem relatos escassos sobre informagbes de sua utilizagdo
tradicional, e ndo ha relatos quando se trata de dados cientificos em bases de pesquisa
sobre estudos de suas atividades farmacolégicas. Onde apenas uma excec¢do é dada aos
estudos preliminares a fim de conhecer a acdo moluscicida dos extratos de diversas plantas,

e dentre elas a Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides (MENDES, et al., 1984).

O trabalho realizado conta com a ndo degradacdo ou extingdo dos exemplares da
espécie, uma vez que todas as partes trabalhadas da planta sdo naturalmente renovaveis,
tais como folhas, flores e frutos além da casca do caule. Ao final da coleta, os exemplares da

espécie que forneceram material vegetal ndo sdo depredados e/ou danificados.

O conhecimento das atividades farmacoldgicas abordadas na literatura, associadas
aos representantes do género, e o estudo quimico de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides, tem como justificativa principal a contribuicdo para a busca de moléculas
detentoras de acdo medicinal e aplicabilidade, podendo fornecer resultados importantes
para o uso e descoberta de substancias promissoras para tornarem-se farmacos. O que é de

imensuravel importancia, pois a busca pode resultar em medicamentos mais eficazes, com
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menos efeitos indesejaveis. Além da vertente bdsica de tentar erradicar enfermidades que

acercam a humanidade.

Outro fato importante, como ja citado, é que na literatura especializada, ndo ha
relatos sobre a atividade anti-inflamatéria, antioxidante, analgésica ou antimicrobiana dos

constituintes da espécie e, tdo pouco, compostos isolados.
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4 OBIJETIVOS:

A proposta do trabalho realizado permeou o estudo fitoquimico dos constituintes de
Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, e a aplicacdo em testes a fim de consolidar o
conhecimento do género e da espécie, contribuindo para o conhecimento das atividades

apresentadas no género Caesalpinia e seu estudo quimiotaxonoémico.
Os procedimentos organizados, que compdem os objetivos, sdo listados abaixo:

1. Obter extratos de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides coletadas no campus da
Unifal-MG;

2. lIsolar e identificar estruturas moleculares dos constituintes quimicos bioativos
presentes nos extratos da planta em estudo, através de métodos cromatograficos e
espectroscopicos usuais (RMN, IV, EM);

3. Avaliar o potencial da atividade anti-inflamatdria, antifingica, antibacteriana e

antioxidante dos extratos e substancias isoladas da planta estudada;
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5 METODOS FITOQUIMICOS EMPREGADOS:

5.1 PREPARO DO MATERIAL VEGETAL:

O preparo do material vegetal proveniente do Caule, Folhas, Flores e Frutos de
Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, seguiram algumas etapas adotadas para a
obtencdo do extrato bruto e suas respectivas particdes, que possibilitaram a sistematizacao

do trabalho.

5.1.1 COLETA E IDENTIFICAGAO:

No campus universitario da Universidade Federal de Alfenas, na cidade de Alfenas —
MG existem diversos exemplares da espécie. O material vegetal de todas as partes
trabalhadas da planta foi coletado em novembro de 2009 e armazenado para secagem; Com

coletas subsequentes nos anos de 2010 e 2011.

As coordenadas geograficas do campus onde o material vegetal de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides foi coletado sao: Latitude: 21° 25’ 45” Sul e Longitude: 45° 56’
50” Oeste. A identificacdo botéanica foi realizada na Universidade Federal de Alfenas pelo
Professor Dr. Marcelo Polo (Instituto de Ciéncias da Natureza). E a espécie foi catalogada
numa exsicata sob o nimero UALF-1634 e depositada no herbdrio Universidade Federal de

Alfenas.

5.1.2 SECAGEM:

O material vegetal de folhas e flores, apds coleta, foi distribuido uniformemente em
bandejas de aluminio da prdpria estufa. Apds o acondicionamento do material vegetal, foi
submetido ao processo de secagem para a retirada de agua, o que possibilita um maior

tempo de armazenamento, por evitar a proliferagdo de microrganismos que possam
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degradar os constituintes existentes, corroborando ao erro de posterior andlise. A secagem

foi realizada em estufa com circulac3o de ar por 72 horas em temperatura padrao de 45°C;

5.1.3 TRITURACAO:

Com o intuito do preparo do material vegetal para a retirada de seus constituintes
quimicos, realizou-se a trituracdo para que uma maior superficie de contato fosse criada
para o arraste eficaz pelo solvente adotado. Para a trituragcao foi utilizado moinho de facas
onde o maior tamanho de particulas foi de 3mm, de acordo com as especificacoes da

peneira utilizada.

5.1.4 PESAGEM:

A fim de conhecer o rendimento de extrato a partir da massa de material vegetal,

toda massa utilizada foi pesada para o posterior cdlculo do rendimento;

5.1.5 MACERACAO:

A maceracdo é, dentre outros, um procedimento utilizado para retirar os
constituintes quimicos existentes em plantas para estudos fitoquimicos. A técnica adotada
faz utilizacdo de EtOH para a solubilizacdo das de substancias presentes. O EtOH possui
vasta afinidade e consegue arrastar inUmeras classes de compostos, formando solugdo.
Foram realizadas quatro maceracdes, adotadas como padrdo, para os constituintes. A
solugdo constituintes/etanol foi concentrada em rota-evaporador, originando o extrato
bruto etandlico (E.B.E.) de Caule, Flores, Folhas e Frutos. O processo detalhado estd descrito

na tabela 1:
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TABELA1- Detalhamento do processo de maceragdo e da obtencdo do extrato bruto dos constituintes de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides

Maceragdo  Massa Bruta  Vol. Etanol

de (&) (mL) Inicio Fim
Caule 3000 4350 01/08/2011 06/08/2011
Flores 4692,3 10830 01/03/2010 07/04/2010
Folhas 3184,1 7500 01/03/2010 29/03/2010
Frutos 1285 1900 29/03/2010  08/04/2010

5.1.6 PARTICIONAMENTO:

Tem como func¢do iniciar o trabalho de isolamento dos constituintes quimicos e
avaliar atividades farmacoldgicas para os extratos e de suas particdes de forma preliminar. O
particionamento é importante para separar substdncias de mesma polaridade que os
solventes utilizados. Para trabalhar com os extratos de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides todos foram particionados. Os solventes adotados foram Hexano, Acetato de

Etila e Etanol, como procedimento padrao.

5.1.6.1 METODOLOGIA PARA OBTENCAO DAS FRACOES HEXANICA, ACETATO ETILICA E
HIDRO-ALCOOLICA (PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO):

Para a realizacdo da particdo liquido-liquido, o extrato bruto etandlico dos
constituintes botanicos de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides foi suspenso em solucdo
EtOH/H,0 (1:2) e transferido para um funil de separacdo com capacidade adequada para a

realizacdo da técnica. Apds a suspensdo do extrato em EtOH/H,0 foram adicionados:

a) Hexano (3X), para a retirada de compostos apolares, caracteristicos dessa fase;

b) Acetato de Etila (3X), para a retirada de compostos que possuam polaridade

intermediaria;

c) Concentracdo da torta remanescente (EtOH/H,0), onde compostos de elevada

polaridade estardo presentes.
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O método de particionamento (particdo liquido-liquido) é adotado para facilitar o
isolamento dos constituintes quimicos de extratos de plantas, arrastando-os de acordo com
sua afinidade ao solvente trabalhado. A Figura 6 mostra o esquema adotado para o

particionamento.

Os volumes padrdes de solventes

MATERIAL

utilizados foram de EtOH:H,O (250:500mL), VEGETAL

Hexano (400mL) e Acetato de Etila (400mL),

EXTRAGCAO COM
ETOH (Maceracgéo)

em cada uma das 3 repeti¢des, visando o v
N . EXTRATO
esgotamento das substancias presentes na ETANGLICO

fase, que apresentem afinidade ao sistema de

SUSPENSAO EM
H.O EETOH (2:1)E

particao. Estes valores correspondem a uma PARTICAO COM
SOLVENTES

particdo realizada com 100g de material

. HEXANO (3X)
vegetal. Para maiores valores ou menores

valores, o volume aplicado foi proporcional.

FRAGCAO
HEXANICA
Cada extrato bruto proporcionou trés

ACETATO DE
ETILA (3X)

particbes que foram codificadas como

mostrado na Tabela 2:

FRAGCAO
ACETATO

FRAGAO HIDRO-
ALCOOLICA

APLICACAO AOS TESTES
REALIZADOS COM AS
FRAGCOES

FIGURA 6 - Esquema de obtengdao das partiges
a)Hexano; b)Acetato e c)Hidro-Alcodlica dos
dos extratos brutos etandlicos dos
constituintes botanicos de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides.



TABELA 2 - Codificagao para os constituintes botanicos de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides.

FRACAO CODIGO SIGNIFICADO DOS CODIGOS
HEXANO ECFHex EXTRATO DO CAULE — F. HEXANICA
ACETATO ECFAC EXTRATO DO CAULE — F. ACETATO
CAULE . EXTRATO DO CAULE —F.
HIDROALCOOLICA ECFET )
HIDROALCOOLICA
HEXANO EFLFHex EXTRATO DAS FLORES — F. HEXANICA
ACETATO EFLFAC EXTRATO DAS FLORES — F. ACETATO
FLORES . EXTRATO DAS FLORES — F.
= HIDROALCOOLICA EFLFET )
HIDROALCOOLICA
HEXANO EFOFHex EXTRATO DAS FOLHAS — F. HEXANICA
ACETATO EFOFAc EXTRATO DAS FOLHAS — F. ACETATO
FOLHAS . EXTRATO DAS FOLHAS — F.
HIDROALCOOLICA EFOFET )
HIDROALCOOLICA
HEXANO EFTFHex EXTRATO DOS FRUTOS — F. HEXANICA
FRUTOS ACETATO EFTFAC EXTRATO DOS FRUTOS — F. ACETATO
- . EXTRATO DOS FRUTOS - F.
HIDROALCOOLICA EFTFET

HIDROALCOOLICA

5.1.7 PROCESSO DE LIOFILIZAGAO:
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A liofilizacdo é largamente aplicada ao tratamento de extratos de plantas. E um

processo que retira a d4gua do produto congelado, seja extrato ou substancia, por

sublimagdo. Como a maioria dos extratos de plantas possui substancias que podem ser

degradadas ou convertidas pela acdo de temperatura elevada, a retirada de solventes e dgua

em processos que sao dependentes diretos de temperatura ndo é apropriado, uma vez que a

analise de constituintes quimicos pode ser prejudicada, por ndo se ter conhecimento das

propriedades fisicas e quimicas dos compostos presentes na matriz vegetal. Para a obtencao

das particoes oriundas dos extratos brutos, o processo de liofilizacdo foi realizado no

liofilizador L101 da Liotop durante 72h a uma temperatura média de -50°C e a uma pressdo

média de 340uHg.
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5.2 MASSA DE MATERIAL VEGETAL TRABALHADO E RENDIMENTO DE PARTICOES:

Os constituintes botanicos de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, coletados no
campus da Universidade Federal de Alfenas, foram submetidos a maceracdao em EtOH. As
massas referentes aos extratos brutos etandlico obtidos de caule, flores, folhas e frutos

estdo representados nas tabelas abaixo:

5.2.1 RENDIMENTO PARA EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS:

TABELA 3 - Rendimento para extratos brutos de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides

CONSTITUINTE MATERIAL VEGETAL (kg) E.B.E (g) RENDIMENTO (%)
CAULE 3,0 100 3,33
FLORES 4,7 251,59 5,35
FOLHAS 3,2 149,1 4,65
FRUTOS 1,3 27,7 2,13

5.2.2 RENDIMENTO PARA PARTICOES:

TABELA 4 - Rendimento para parti¢des obtidas das particdes de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides
CONSTITUINTE E.B.E. PARTIC@ES (g) RENDIMENTO (%)

CAULE 13,1g
HEXANICA 2,8 21,4
ACETATO 2,2 16,8
HIDRO ALCOOLICA 8,1 61,8
FLORES 105g
HEXANICA 45,6 43,4
ACETATO 23,2 22,1
HIDROALCOOLICA 36,2 34,5
FOLHAS 65,6g
HEXANICA 17 25,9
ACETATO 20,7 31,6
HIDRO ALCOOLICA 27,9 42,5
FRUTOS 15,6g
HEXANICA 2,9 18,6
ACETATO 8,6 55,1

HIDRO ALCOOLICA 4,1 26,3
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5.3 CROMATOGRAFIA:

5.3.1 CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC):

Utilizou-se silica Gel 60 - 70 a 230 Mesh (0,063 — 0,200 3m) ou 230 — 400 Mesh (0,200
— 0,360 3m) ASTM da Macherey-Nagel. As especificagdes da coluna seguem na realizagdo

dos experimentos, sendo diferentes para cada caso.

Utilizou—se Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich para a purificagdo dos compostos isolados.

5.3.2 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD):

Para a realizacdo de CCD, foram utilizadas placas de vidro com 0,25 mm de silica gel
60 G Merck, com indicador de fluorescéncia UV-254. O Agrupamento das fracdes obtidas foi
realizado de acordo com o padrdo de eluicdo de cada fragdo recolhida no procedimento de

cromatografia em coluna, apds a utilizacdo de reveladores especificos.

5.3.3 SOLVENTES PARA ELUICAO:

Para a eluicdo, tanto em cromatografia em coluna, quanto em cromatografia em
camada delgada, com silica, foram utilizados os solventes Hexano (puro), Hexano/Acetato de
Etila (mistura), Acetato de Etila (puro), Acetato de Etila/Metanol (mistura). As proporg¢oes de

cada coluna sdo explicitas em cada experimento separadamente.

Para a eluicao em Sephadex, utilizou-se apenas Metanol em todos os casos.
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5.3.4 REVELADORES:

Como reveladores foram utilizados luz ultravioleta (A = 254 ou 365 nm); Vanilina
sulfurica: solugdo 1:1 (v/v) de vanilina a 1% em etanol com solu¢do de acido sulfdrico a 3%
(v/v) em &agua destilada, borrifada na superficie da placa cromatografica apds a elui¢do e

submetida a aquecimento.
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6 ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA 1:

Uma fracdo com massa de 8 gramas da particdo acetato de etila do extrato bruto do

caule de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides (ECFAc), devidamente liofilizada, foi

submetida ao processo de cromatografia em coluna para a separacao dos seus constituintes.

O procedimento foi acompanhado por cromatografia em camada delgada analisada em

camara de UV de A = 254 e 365nm para o agrupamento das fra¢cdes obtidas. Todas as

fragcdes foram concentradas em evaporador rotativo com pressao reduzida e temperatura de

50°C. As especificacdes de cada processo estao detalhadas abaixo.

6.1 COLUNA DA FRACAO ACETATO DO CAULE DE Caesalpinia pluviosa var. peltophodoires

(CECFAc):

Especificagdes da Coluna e Dados Gerais:

Massa de Amostra: 8g

Silica Gel: 135,5g

Diametro da Coluna: 11,5cm
Altura de Silica: 27cm

Inicio: Hexano 100%

FracOes: 250mL

Estratégia Adotada:

Solventes e proporgdes:
Hexano 100%
Hexano/Acetato — 1:1
Acetato 100%
Acetato/Metanol - 9,5:0,5
Metanol 100%
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Solventes Fragdes Recolhidas Fraces Agrupadas
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FIGURA 7 - Fluxograma demonstrando (1) as etapas do processo de cromatografia em coluna para a fragdo acetato
proveniente do extrato bruto do caule de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides (CECFAc), com os solventes
adotados e suas proporgées; (2) o agrupamento das fracbes por meio de andlise em cromatografia em
camada delgada; ressaltando a origem do composto isolado.
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6.2 COLUNA DA FRAGCAO ACETATO DO CAULE - FRAGAO 4 A 8 DE Caesalpinia pluviosa var.
peltophodoires (CECFAc 4-8):

A partir da massa de 2,4g obtida da coluna anterior, foi feita uma nova coluna para a
separacdo dos constituintes dessa fracdo. Uma vez que se mostraram mais concentrados em
relacdo aos outros quando analisados em cromatografia em camada delgada com os

reveladores adotados.

Especificagdes da Coluna e Dados Gerais:

e Massa de Amostra: 2,4g

e Silica Gel: 80,1g

e Diametro da Coluna: 9,5cm
e Altura de Silica: 26cm

e |nicio: Hexano/Acetato (1:1)
e Fragdes: 50mL

Estratégia Adotada:

e Solventes e proporgGes:

e Hexano 100%

e Hexano/Acetato—1:1

e Acetato 100%

e Acetato/Metanol - 9,5:0,5
e Metanol 100%
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FIGURA 8 - Fluxograma demonstrando (1) as etapas do processo de cromatografia em coluna para a fragdo acetato
proveniente do extrato bruto do caule de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides (CECFAc 4-8), com os
solventes adotados e suas proporgdes; (2) o agrupamento das fracdes por meio de analise em cromatografia

em camada delgada; ressaltando a origem do composto isolado.
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6.3 COLUNA DA FRAGCAO ACETATO DO CAULE — FRAGAO 4 A 8 — SUBFRAGAO 17 A 24 DE
Caesalpinia pluviosa var. peltophodoires (CECFAc 4-8:17-24):

Para a purificacdo dos constituintes isolados da fragcdo anterior, a massa de 250mg da
fracdo CECFAc 4-8:17-24 foi submetida ao processo de cromatografia em coluna em

Sephadex, uma vez que a separacao pela linha eluitrépica ndo se mostrou eficaz.

Especificagdes da Coluna e Dados Gerais:
e Massa de Amostra: 250mg

e Sephadex: 100g

e Diametro da Coluna: 9,5cm
e Altura de Sephadex: 32cm
e Solvente: Metanol

e Fragdes: 12mL

Massa: 250mg

r

Coluna da Fracdo 17-
24 (4-8) de ECFAC — 1a2

Cromatografia em Coluna

de Sephadex
Fragdes de 12mL > 4a7

(Especificagdes no texto

descritivo)
/—>
: ) Substancia A
MeoH
100%
= > 24a27
—> 28a36
— 37a51
—> 61a63
—>

FIGURA 9 - Fluxograma demonstrando a obtengdo da substancia A proveniente do extrato bruto do caule de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides (CECFAc 4-8:17-24) em Sephadex.
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6.4 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 1:

A fracdo 13-23-SPD, proveniente da fragcdo acetado de etila do caule de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides apds ser tratada com Sephadex forneceu um sélido amarelo
escuro (40 mg e cerca de 0,5% de rendimento) aparentemente pura em cromatografia em
camada delgada, a qual foi submetida aos experimentos espectroscépicos para a elucidacao

estrutural.

6.4.1 CARACTERISTICAS PRINCIPAIS:

A substadncia 1 (fracdo 13-23-SPD) apresentou-se como um sélido amarelo, soltvel
em solventes organicos polares como Acetato de Etila e Metanol. Apresentou ponto de
fusdo em cerca 227°C (experimento realizado com um aparelho PFM Il AAKER). Préximo a
250°C, pode-se perceber uma mudanca brusca de cor da amostra, o que, apds resfriamento,
permaneceu da mesma forma, ndo retornando a aparéncia inicial, podendo inferir que esta

é sua temperatura de decomposicao.

Para determinar a estrutura quimica da substancia presente na fracdo trabalhada,

foram utilizadas as técnicas de Infravermelho, RMN de *H, 3C, COSY, HSQC e HMBC.



6.4.1 ANALISE DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DA AMOSTRA 1 OBTIDA DE
pluviosa var. peltophoroides:
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Caesalpinia

FIGURA 10 - Espectro de RMN de 'H da substancia 1, 500MHz, MeOD.

No espectro de RMN de 'H da substancia 1 (Fracdo 13-23-SPD), obtido em MeOD,

observou-se sinais compativeis com um flavonoide (Figura 10).

Na regido entre & 6ppm e & 8ppm - regido de aromaticos — foram observados sinais

gue indicaram a presenca de anéis p-substituidos. As integrais dos sinais (2 hidrogénios com

multiplicidade dupleto), assim como as suas constantes de acoplamento (Tabela 5)

indicaram a presenca de dois anéis aromaticos na estrutura. As constantes de acoplamento

observadas foram J = 8,7 Hz para os hidrogénios em 6 6,822ppm e 6 7,017ppm; e de J=8,5 Hz

para os sinais de hidrogénio em 6 6,646ppm e 6 6,954ppm. As constantes de acoplamento

sugeriram um padrdo de substituicdo dos hidrogénios na posicdo orto. Os sinais de

hidrogénio sao atribuidos na figura 18. As correla¢des destes hidrogénios foram confirmadas

através do experimento de 'H X 'H COSY90 (Correlation Spectroscopy). As ampliagées do

espectro sdo mostradas e discutidas nas Figuras 11, 12 e 13, adiante.
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6.4.1.1 AMPLIACAO DA REGIAO DOS SINAIS DOS HIDROGENIOS AROMATICOS DO
ESPECTRO DE RMN *H DA SUBSTANCIA 1:
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FIGURA 11 - Ampliagao da regiao de aromaticos do espectro de RMN 'H da substancia 1, 500MHz, MeOD.

Através da analise da regido de aromaticos (Figura 11) apresentada como sinais de
dupletos em & 7,017ppm e & 6,822ppm foi possivel definir os hidrogénios H3’,5" e H2",6’ (d;
J=8,7 Hz) respectivamente. As correlacbes entre esses hidrogénios foram confirmadas
através dos espectros de COSY e também através de correlagdes a longa distancia entre Bex

4 apresentados nos espectro de HMBC discutidos a partir da pagina 85.
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6.4.1.2 AMPLIACAO DA REGIAO DOS SINAIS DOS HIDROGENIOS AROMATICOS DO
ESPECTRO DE RMN DE *H COMPREENDIDA ENTRE & 6,0ppm E & 6,3ppm DA AMOSTRA 1:

_——6.237

6.233
6.227

ppm

FIGURA 12 - Amplia¢do do espectro de RMN 'y (6 6,0ppm - 6 6,3ppm) da substancia 1, 500MHz, MeOD.

Na regido entre 6 6,0ppm e 6 6,3ppm (Figura 12) observou-se através da integracao

presenca de quatro hidrogénios. Esses hidrogénios foram identificados como os H6” em &

6,151ppm (dd; J=9 e 2,5 Hz); H8 em & 6,237ppm (d; J=2,5 Hz). O sinal em & 6,194 ppm,

integrado para dois hidrogénios foram relacionados aos H6 (d; J=2,5 Hz) e H8" (d; J=2,5 Hz).



6.4.1.3 AMPLIACAO DA REGIAO COMPREENDIDA ENTRE & 5,0ppm E & 3,0ppm DO ESPCTRO

DE RMN DE “H. DA SUBSTANCIA 1:

4.869
4.703
4.689

T~ 4.676

H2"”

FIGURA 13 - Amplia¢do do espectro de RMN 'y (6 5,0ppm - 6 3,0ppm) da substancia 1, 500MHz, MeOD.

A ampliagdo mostrada (Figura 13) contém, além dos sinais do solvente, trés

hidrogénios, que foram relacionados, pelas suas multiplicidades aos H2” (dd; 6 4,689ppm) e

H3"” (dois sinais compreendidos entre H3,” & 3,466ppm (dd; /=14,0 e 6,5 Hz) e H3,” &

3,094ppm (dd; J=14,0 e 7,5 Hz) se apresentando como dois duplos dupletos).
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6.4.2 ANALISE DE RMN DE CARBONO (RMN *3C) DA SUBSTANCIA 1 OBTIDA DE Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides:

203.54

Processing

125.75

I ) .

T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

FIGURA 14 - Espectro de RMN de 3¢ da substancia 1, proveniente da fracdo acetato de etila do caule de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides, 125MHz, MeOD.

A andlise do espectro de Carbono da fracdo 13-23-SPD permitiu definir os sinais
referentes aos carbonos carbonilicos (C=0), através do deslocamento quimico entre &
210ppm e & 180ppm, os carbonos oxigenados aromaticos (C-O) compreendidos entre &
180ppm e 6 150ppm (Figura 15), os carbonos aromaticos presentes entre & 140ppm e &
90ppm além de carbonos com deslocamentos quimicos entre 6 50ppm e & 20ppm

referentes aos carbonos C2”" e C3” (Figura 16).
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6.4.2.1 AMPLIACAO DA REGIAO DO ESPECTRO DE RMN *3C ENTRE & 205ppm - & 150ppm,
RELACIONADA AOS CARBONOS CARBONILICOS (C=0) E OXIGENADOS AROMATICOS (C-O):
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FIGURA 15 - Ampliago do espectro de RMN >C, 125MHz, MeOD.

Os deslocamentos quimicos caracteristicos das carbonilas,

desblindadas do espectro de RMN B¢ (Figura 15), foram confirmadas através de andlise dos

nas regides mais

espectros de HMBC. O carbono C4” foi atribuido ao sinal no deslocamento quimico &

203,5ppm e o carbono C4 ao sinal com deslocamento quimico em 6 182,3ppm. Os carbonos

oxigenados C7; C7”; C5; C2; C9”; C4’; C9’; C4"” foram relacionados as suas vizinhancas

também através da analise dos espectros de HMBC, que sdo discutidos a partir da pagina 85.
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6.4.2.2 AMPLIACAO DO ESPECTRO DE RMN **C DA SUBSTANCIA 1. REGIAO ENTRE &
135ppm - & 20ppm RELACIONADA AOS CARBONOS AROMATICOS E CADEIA ALQUILICA:
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FIGURA 16 - Amplia¢do para o espectro de RMN 1?'C, 125MHz, MeOD.

A andlise do espectro de **C da substancia 1 na area dos arométicos (Figura 16)
evidencia quatro sinais que coalesceram. Estes sinais foram definidos como os carbonos
aromaticos C3’ e C5’ (6 131,5); C2’ e C6’ (6 116,2); C3"” e C5” (6 131,4) e; C2"”" e CE6"” (6
116,1). A atribuicdo inequivoca se deu através da andlise das correlacdes entre os *H e °C

observadas nos espectros de HSQC e HMBC apresentados a partir da pdagina 80.
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6.4.3 EXPERIMENTO DE CORRELACAO *H X *H COSY90 DA SUBSTANCIA 1:

FIGURA 17 - Espectro de correlagées de "HX'H COSY90 da substancia 1 , MeOD, 500MHz

Através da andlise do espectro de correlagdes ‘Hx'H  COSY90
(Correlation Spectroscopy) (Figura 17) foi possivel definir a posicdo dos hidrogénios
aromaticos através de seus acoplamentos; o padrdo de substituicdo do anel A e A’; assim

como o acoplamento H2” e os dois H3"/, puderam ser confirmados.

TABELA 5 - Principais correlagdes observadas no experimento de COSY90 "Hx'H para a substancia 1.

H Sppm m ; J(Hz) H Sppm m ; J(Hz)

6 6,194 d;2,5 8 6,237 d;2,5

2 6,822 d;8,7 3 7,017 d8,7

5 7,017 d8,7 6’ 6,822 d8,7
5" 7,258 d;9,0 6" 6,151 dd;9,0;2,5
6" 6,151 dd;9;2,5 8” 6,194 d;2,5
2" 4,689 dd;7,5 3a” 3,466 dd;7,5
2" 4,689 dd;6,5 3b” 3,094 dd;6,5
3a” 3,466 dd;14 3b” 3,094 dd;14
2" 6,646 d;8,5 3" 6,954 d;8,5

5" 6,954 d;8,5 6" 6,646 d;8,5
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6.4.3.1 AMPLIACAO DA REGIAO DOS SINAIS DOS HIDROGENIOS AROMATICOS NO *HX'H
COSY90 PARA A SUBSTANCIA 1:
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FIGURA 18 - Ampliacdo da regido das sinais das correlacbes entre os hidrogénios aromaticos no espectro COSY da
substancia 1, MeOD, 500MHz

As correlagdes apresentadas entre os hidrogénios aromaticos H3’/5" (6 7,017ppm)
com os H2'/6’ (6 6,822ppm), permitiu defini-los como adjacentes. Foi possivel observar
também as correlagées entre H3"’/5"”" (6 6,954ppm) com os H2"”’/6"”’ (&6 6,646ppm) no
mesmo anel. Observou-se o acoplamento entre os hidrogénios aromaticos H5” (6
7,258ppm) e HE” (6 6,151ppm), presentes no anel A’, com constante de acoplamento orto

(/=9 Hz) (Figura 18).
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6.4.3.2 AMPLIACAO DA REGIAO DOS SINAIS DOS HIDROGENIOS AROMATICOS EM &
6,0ppm E 56,3ppm NO *H X *H COSY90 PARA A SUBSTANCIA 1:

~6.10

H8”,"H6“

~6.15
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FIGURA 19 - Ampliac¢do da regido dos sinais dos hidrogénios aromaticos 6 6,3ppm- & 6,0ppm no espectro 'H X *H cosy90
da substancia 1 500MHz, MeOD.

No sinal de H6” (dd; & 6,151ppm), observou-se uma constante menor de J=2,5 Hz,
que foi também encontrada para o H8” em &6 6,194ppmn justificando a substituicdo em
meta. Observou-se também o acoplamento em meta do H6 (d; 6 6,194ppm) com o H8 (d; 6

6,237ppm) com J=2,5 Hz. A figura 19 mostra o acoplamento entre estes hidrogénios (Figura
19).
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6.4.3.3 AMPLIACAO DA REGIAO DOS SINAIS DOS HIDROGENIOS 2” E 3” E SEUS
ACOPLAMENTOS NO ESPECTRO DE *HX'H COSY90:

o o
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FIGURA 20 - Ampliagao da regidao dos sinais dos H2" e dos H3" da substancia 1 no experimento de "HX'H cosY90.

Nesta ampliacdo, os hidrogénios H2” em & 4,689ppm (dd; J=7,5; 6,5Hz) e H3,” e
H3,”. Estas correlagdes confirmam a vizinhanca entre os hidrogénios. O acoplamento dos
H3"” se da, além de com H2” (dd; J=6,5; 7,5 Hz), e um com o outro, sendo estas correlagdes
observadas entre H3,” 6 3,466ppm (dd; J=14,0; 6,5 Hz) e H3,” 6 3,094ppm (dd; J=14,0; 7,5

Hz). As integrais para os sinais de H3"” correspondem a dois hidrogénios (Figura 20).
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6.4.4 EXPERIMENTO DE CORRELACAO 'H X *3C HSQC DA SUBSTANCIA 1 DE Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides:

lull*JI JL \ N ‘ ppm
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FIGURA 21 - Espectro de correla¢oes "Hx*3c HSQC da substancia 1, 500MHz, MeOD.

A andlise do espectro de correlacdes 'Hx™C HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Correlation), permitiu confirmar os hidrogénios e seus respectivos carbonos. Com
a relacdo dos espectros de "Hx®c HSQC e 'Hx™ cOSY90, foi possivel confirmar os
deslocamentos quimicos para os carbonos diretamente ligados aos hidrogénios H5” (&
7,258ppm — d — J=9 Hz); H6” (6 6,151ppm — dd — J=9;2,5 Hz) e H8" (6,194ppm — d — J=2,5
Hz). Além de auxiliar a confirmacdo da localizacdo dos hidrogénios H6 (6 6,194ppm — d —

J=2,5Hz) e H8 (6 6,237 — d — J=2,5 Hz) (Figura 21).
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6.4.4.1 AMPLIACAO DA REGIAO DOS HIDROGENIOS AROMATICOS C2’; C6’; C2’” E C6””” DOS
ANEIS p-SUBSTITUIDOS NO EXPERIMENTO DE *Hx">C HSQC DA SUBSTANCIA 1:
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FIGURA 22 - Amplia¢do da regido de sinais dos H aromaticos dos anéis p-substituidos da substancia 1 do espectro de
Hx"*C HsQC, 500mHz, MeOD.

Através da analise do espectro de Hx3c HSQC, foi possivel constatar a ocorréncia de
sinais que indicaram a conectividade entre os C2'e C6’ (6 116,3ppm) e os H2' e H6’
(6,822ppm — d — J=8,7 Hz); os C2"” e C6'" (6 116,1ppm) e os H2"”" e H6"" (6,646ppm — d —

J=8,5 Hz) também foram relacionados (Figura 22).
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6.4.4.2 AMPLIACAO DA REGIAO DOS HIDROGENIOS AROMATICOS C3’; C5’; C3”” E C5”” DOS
ANEIS p-SUBSTITUIDOS NO EXPERIMENTO DE *Hx">C HSQC DA SUBSTANCIA 1:
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FIGURA 23 - Ampliagdo da regidao dos sinais dos hidrogénios aromaticos dos anéis p-substituidos no do espectro de
'Hx*3C HSQC da substancia 1, 500mHz, MeOD.

A andlise do experimento de Hxt3c HSQC, permitiu visualizar a ocorréncia de sinais
que indicaram a conectividade entre os C3’e C5’ (6 131,5ppm) e os H3’ e H5’ (7,017ppm — d
—J=8,7 Hz); os C3""" e C5"” (6 116,1ppm) e os H3""’ e H5"” (6,954ppm — d — J=8,5 Hz) foram

relacionados da mesma forma (Figura 23).
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6.4.4.3 AMPLIACAO DA REGIAO DOS SINAIS DOS HIDROGENIOS AROMATICOS C6; C8; C6” E
C8” DOS ANEIS SUBSTITUIDOS A E A’ NO EXPERIMENTO DE *H X 3C HSQC DA SUBSTANCIA
1:
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FIGURA 24 - Amplia¢do da regidao dos sinais dos hidrogénios aromaticos do anel A e A' da substancia 1 no experimento
de 'Hx"*C HSQC, 500mHz, MeOD.

Através da andlise do espectro de HSQC apresentado na figura 24, percebe-se a
correlacdo entre os carbonos C8 (& 94,6ppm) com o sinal de hidrogénio aromatico (&
6,237ppm — d — J=2,5 Hz), H8. Em & 100,1 ppm o C6 esta relacionado ao H6 (6 6,194 — d —
J=2,5 Hz — coalescéncia). Sao relacionados também o sinal do C8” (& 103,9ppm) com o
hidrogénio em (6 6,194 — d — J=2,5 Hz — coalescéncia), chamado de H8. E, finalmente, o
acoplamento do sinal do C6”” em 6 108,5ppm com o sinal de hidrogénio em 6 6,151ppm (dd;
J=2,5 Hz). Estes dados confirmam as atribuicGes ja observadas no espectro de COSY na figura

19, pagina 78.



84

6.4.4.4 AMPLIACAO DA REGIAO DOS HIDROGENIOS C2” E C3” DO ESPECTRO DE 'HX“C
HSQC DA SUBSTANCIA 1:
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FIGURA 25 - Amplia¢do da regido dos sinais das correlagées entre os Carbonos 2" e 3"' no experimento de "Hx®c HsQC
da substancia 1, 500MHz, MeOD.

Através da andlise do espectro de hx*c HsQc apresentado na figura 25, pode-se
confirmar o deslocamento quimico dos carbonos C2”” e C3”, uma vez que as correlagbes de
seus hidrogénios ja foram determinadas. Assim, C2"” tem 6 49,2ppm, ligado ao H2"” em 6
4,689ppm (dd; J=7,5; 6,5 Hz) e que C"”’ tem & 36,0ppm ligado diretamente aos H3a” em &
3,466ppm (dd; J=14,0; 6,5 Hz) e H3b”” em & 3,094ppm (dd; J/=14,0; 7,5 Hz). Os acoplamentos

mostrados sdo confirmadas no experimento de '"Hx'H COSY90 na figura 20, pagina 79.
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6.4.5 EXPERIMENTO DE CORRELACAO 'H X *C HMBC DA SUBSTANCIA 1 DO CAULE DE
Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides:
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FIGURA 26 - Espectro de correla¢oes "Hx"3C HMBC da substancia 1, 500MHz, MeOD.

A andlise do espectro de *HX"3C HMBC (Heteronuclear Shift Correlations via Multiple
Bond. Connectivities), a partir das confirmacdes realizadas com os experimentos de 'H RMN;
B3¢ RMN; 'HX'H COSY90 e *HXC HSQC foi possivel confirmar a localizagio dos carbonos
oxigenados dos anéis A, B, A’ e B’, bem como a posicio no espectro de carbonos

guaternarios, confirmando a proposta de elucidagao para a substancia 1.
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6.4.5.1 AMPLIACAO DA REGIAO DOS SINAIS H2” E 3” COM SUAS CORRELACOES NO
EXPERIMENTO DE HX**C HMBC:
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FIGURA 27 - Ampliagao do espectro de "HX"3C HMBC da substancia 1, 500MHz, MeOD.

A andlise da ampliacdo do espectro de *HX**C HMBC da substancia 1 possibilitou
confirmar qual o anel aromatico estava ligado préximo aos H2” e H3”. As correla¢des
observadas sao mostradas na figura 27. Os carbonos aromdaticos C3"”’ e C5"” (6 131,4ppm)
apresentaram correlacdo com os H3” (6 3,466ppm e 3,094ppm — duplo dupleto). Notou-se
também, o acoplamento dos H3" (6 3,466ppm e 3,094ppm - duplo dupleto) e do H2"” (&
4,689ppm — duplo dupleto) com o C3 com deslocamento quimico & 120,9ppm, na regido de

aromaticos.
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6.4.5.2 AMPLIACAO DA REGIAO DOS SINAIS H2” E 3” COM SUAS CORRELACOES COM AS
CARBONILAS NO EXPERIMENTO DE *HX*3C HMBC:
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FIGURA 28 - Ampliagao do espectro de "HX"3C HMBC da substancia 1, 500MHz, MeOD.

Uma proposta de uma chalcona como subunidade molecular é apresentada, para o
biflavonoide, pelo fato de que o H2” em 6 4,689ppm (dd; J=7,5; 6,5 Hz) apresentar
correlagdes tanto com a carbonila, C4” (6 203,5ppm) quanto com a carbonila C4 (6
182,6ppm) (Figura 28). O H2” também apresentou, nesta ampliacdo correlacdo com o
carbono quaterndrio C2 (& 165,8ppm). A descoberta do sinal deste carbono possibilitou a

confirmacdo do anel aromatico B com suas correlagdes apresentadas na figura 31.
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6.4.5.3 AMPLIACA'O DA REGIAO DOS SINAIS DOS HIDROGENIOS AROMATICOS DOS ANEIS A
EA’:
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FIGURA 29 - Ampliagao do espectro de "HX"3C HMBC da substancia 1, 500MHz, MeOD.

As correlacdes observadas nesta ampliacdo (Figura 29) confirmaram as posicdes dos
hidrogénios coalescentes H6 e H8"” em &6 6,194ppm (d; J=2,5 Hz — coalescéncia), assim como
as correlagdes entre os carbonos quaternarios C10 (& 104,98ppm), pelos H6 em & 6,194ppm
(d; J=2,5 Hz) e H8 em 6 6,237ppm (d; J = 2,5 Hz); e do C10” (6 113,7ppm pelos H6” em &
6,151 (dd; J = 9,0; 2,5 Hz) e 8’ em & 6,194ppm (d; J=2,5 Hz). Notou-se também o
acoplamento onde o C6 (6 108,5ppm) foi correlacionado ao H8 e o C8 (6 94,6ppm) foi

relacionado ao H6.
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6.4.5.4 AMPLIACAO DA REGIAO DOS SINAIS DOS HIDROGENIOS AROMATICOS E OS
CARBONOS OXIGENADOS DO ANELAEA’:
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FIGURA 30 - Ampliago do espectro de "HX**C HMBC da substéncia 1, 500MHz, MeOD.

Através da analise da ampliagdao (Figura 30), confirmou-se a estrutura dos dois anéis
A e A’ a partir da correlagao dos hidrogénios vizinhos aos carbonos oxigenados aromaticos.
O espectro mostra que o H8 em & 6,237ppm (d; J = 2,5Hz) no anel A se acopla com os C7 (6
166,31ppm) e C9 (6 159,25ppm), e que o H6 em 6 6,194ppm (d; J=2,5 Hz) do anel A se
acopla com o C5 (& 165,9ppm). Enquanto que o H8” em & 6,194ppm (d; J=2,5 Hz —
coalescéncia) do anel A’ se acopla com os C7” (6 163,0ppm) e C9”(6 163,3ppm).

Confirmando a proposta levantada na interpretacao do espectro de "Hx'H cosy9o0.
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6.4.5.5 AMPLIACAO DA REGIAO DOS SINAIS DOS HIDROGENIOS AROMATICOS E OS

CARBONOS OXIGENADOS 4’ E4 E 7”:
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FIGURA 31 - Ampliagao do espectro de "HX"3C HMBC da substancia 1, 500MHz, MeOD HMBC.

A analise da figura 31, a ampliacdo do espectro de 'Hx**c HMBC para a regido dos

anéis aromaticos p-substituidos, confirma as correlacdes de H2'/H6’ em & 6,822ppm (d; —

J=8,7 Hz) com C2 (6 165,8ppm) e com o carbono oxigenado aromatico C4 (6 182,6ppm); e o

acoplamento de H3’/H5 em 6 7,017ppm (d; J=8,7 Hz) com C2 (& 165,8ppm) no anel B. O

acoplamento de H2’/H6"”” em & 6,646ppm (d; J=8,5 Hz) e de H3"’/5"” em &6 6,954ppm (d;

J=8,5 Hz) com o carbono oxigenado aromatico 4’ (6 156,86ppm) é notado. Nesta ampliacdo

do espectro, consegue-se confirmar também o acoplamento do H5” em & 7,258ppm (d; J=9

Hz) com o carbono oxigenado aromatico C7” (6 163,00ppm).
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6.5 TABELA DE CORRELACOES PARA A SUBSTANCIA 1 DO CAULE DE Caesalpinia pluviosa
var. peltophoroides:

TABELA 6 - Relagoes encontradas para carbono e hidrogénio da substancia 1 (13-23-SPD)

Carbono 8(ppm) H (6ppm) Multip. J (Hz) Acoplamento com
2 165,8 - -- - H2"
3 120,9 - - - H2"” /H3"
4 182,6 - -- - H2"
5 165,9 - - - H6
6 100,10 6,194 d 2,5 H8
7 166,31 - -- - H8
8 94,6 6,237 d 2,5 H6
9 159,25 - -- - H8
10 104,98 - -- - H8
1 124,6 -- -- - -
2’;6’ 116,3 6,822 d 8,7 -
3’;5’ 131,5 7,017 d 8,7 -
4 161,1 - -- - H3’/H5’
2" 49,2 4,689 dd 7,5; 6,5 H3”
3.” 36,0 3,466 dd 14,0; 6,5 H3b” /H2"”
3" 36,0 3,094 dd 14,0; 7,5 H3a"/H2"
4” 203,5 - -- - H2"’ /H3"
5” 132,1 7,258 d 9,0 H6"
6” 108,5 6,151 dd 9,0; 2,5 H5”’ /H8"
77 163,0 - - - H8"”
8” 103,9 6,194 d 2,5 H6"
9” 163,3 - -- - H8"
10” 113,7 - -- = H5
1 132,11 - - - H2” /H2""
2';6"" 116,1 6,646 d 8,5 =
3’"7;5"" 131,4 6,954 d 8,5 -
4" 156,86 - - - H3’’/H5"”
/ 3 OH \
HO 8

T
o

FIGURA 32 - Estrutura Quimica da substancia 5,7-dihidrdxi-2-(4-hidroxifenil)-3-(3-(2,4-dihidroxifenil)-1-(4-hidroxifenil)-3-
oxopropil)-4H-cromen-4-ona, isolada do caule de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides.
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6.6 EXPERIMENTO DE INFRAVERMELHO PARA A FRACAO 13-23 OBTIDA ATRAVES DO
PROCESSO DE CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX, PROVENIENTE DA FRACAO ACETATO DO
CAULE DE Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides:
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FIGURA 33 - Espectro de IV obtido em IR-Shimadzu Prestig-21 e manipulado em IR-Solution para a substancia 1. Grafico
mostrado em Transmitancia (y) e Numero de Onda (cm'l).

O espectro de absor¢do no Infravermelho para a substancia 1 (Figura 32) mostrou
uma forte absorcdo na regido de 3600cm™ até 3000cm™, caracteristica de estiramento de
ligacdo O-H (hidroxila), pela sua banda forte e larga nesta regido. Pode-se observar bandas
na regiao de 3000cm™ a 2900cm™, referentes ao estiramento de ligagbes C-H de anel
aromatico sendo carbono sp2. Notou-se bandas no espectro em 1653cm™ e 1615,41cm™

referente a deformacdo axial de C=0 que é influenciada pela ressonancia pois desloca os
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valores para uma menor frequéncia. Uma vez que o estiramento de cetonas (C=0) em
flavonoides tem sua faixa de absorgao entre 1670cm™ e 1625cm™, onde a posi¢ao da banda
varia em funcdo do grupo substituinte. A deformacdo axial de C=C de anel aromatico foi
notada em 1512,22cm'1. Em 1445,67cm'1 foi notada a banda de deformacdo angular de CH,,
do anel C3 da flavanona, adjacente a carbonila. Bandas de deformacdo axial de C-O foram
encontradas em 1273,04cm™ e 1242,18cm'1. Em 839,05cm™ uma banda caracteristica de

deformacdo angular fora do plano de C-H do anel aromatico foi observada.
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6.7 DISCUSSAO

Apds a andlise das técnicas e a determinacao estrutural, pode-se confirmar a
estrutura quimica do biflavonoide isolado da fracao acetato do caule de Caesalpinia pluviosa
var. peltophoroides como 5,7-dihidroxi-2-(4-hidroéxifenil)-3-(3-(2,4-dihidréxifenil)-1-(4-

hidroxifenil)-3-oxopropil)-4H-cromen-4-ona.

A presenca de compostos fendlicos e terpenoides é comum ao género Caesalpinia,
entretanto, a presenga de biflavonoides foi identificada anteriormente apenas na espécie
Caesalpinia pyramidalis (BAHIA, et al. 2010). Este trabalho relata pela primeira vez a
ocorréncia de biflavonoides em Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides. Portanto, estas
duas espécies sdo, até o momento, as Unicas a apresentarem em sua composicao quimica

estruturas de biflavonoides, consideradas raras.

Estes resultados contribuem com elevada importancia para o estudo da

guimiotaxonomia do género Caesalpinia.
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7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FENOLICOS TOTAIS DOS
CONSTITUINTES DE Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides:

7.1 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE:

Para avaliar o poder antioxidante dos constituintes de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides, foram realizados os testes Antioxidante por DPPH®, Redutor de Fe*? para
Fe*? e Fendlicos Totais para mensurar, respectivamente a atividade sequestrante de radicais
DPPH®, o poder redutor e quantificar os compostos fendlicos existentes em cada constituinte

da planta.

7.1.1 TESTE DPPH":

O teste antioxidante por DPPH" é utilizado para demonstrar a atividade sequestrante
de radicais livres (ASRL) através da estabilizacdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil.
Quando este radical é neutralizado por um agente antioxidante, sua absorbancia natural em
A=517nm sofre decréscimo em funcdo do aumento da ASRL da amostra, podendo se
transformar em uma solucdo violeta-claro a amarela, indicando a estabilizacdo total do
radical. A quantidade de DPPH® removida do meio, acompanhada pela diminuicdo na
absorbancia da solucdo do radical, é proporcional a atividade sequestrante (scavenging) da
amostra, sendo possivel, portanto, assumir que o consumo de DPPH® é equivalente &

capacidade antioxidante pelas substancias presentes na amostra (ESPIN, et al., 2000).

Metodologia para o teste DPPH’ e prepara¢do das amostras: O teste foi realizado
segundo a metodologia de Yen (2005), com algumas modificacdes. A faixa de concentracao
média adotada abrange 12,5ppm até 100ppm. Para evitar degradac3o do radical DPPH®, o
teste foi realizado em tubos de ensaio envoltos por papel aluminio, tampados e
devidamente etiquetados com os cédigos das particGes e as concentragdes trabalhadas. As

amostras foram preparadas a partir de cinco miligramas solubilizadas em 50mL de EtOH,
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gerando uma solucdo mae de 100ppm para cada particao. Diluicdes foram realizadas para
obter concentra¢des de 50ppm, 25ppm e 12,5ppm. Em seguida, foram pipetados 4mL de
cada uma das solucdes padrdes aos tubos de ensaio e 1mL da solu¢do 0,5mmol/L de DPPH’,
em triplicatas, aguardando-se trinta minutos para a leitura em espectrofotometro no
comprimento de onda de 517nm. Apds a leitura, os dados foram tratados
matematicamente, onde a média da absorbancia foi tratada com a féormula, resultando na

porcentagem de neutraliza¢do de radicais livres.

Preparagdo do (2,2-difenil-1-picril hidrazill DPPH’: O DPPH® é um radical
fotossensivel, portanto, foi preparado em béquer isolado tendo seu volume acertado em
baldo volumétrico na concentracdo de 0,5mmol/L. Uma solu¢do de 100mL foi preparada

para a realizac3o do teste, onde a massa de 20mg de DPPH® foi utilizada.

Prepara¢dao dos padrdes antioxidantes adotados para o teste: Os padrdes para
comparacao da atividade antioxidante dos constituintes de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides foram Acido Ascérbico (AA) e Butil-Hidréxi Tolueno (BHT), preparados com
5mg de cada, gerando a solucdo mae em EtOH de 100ppm, também diluidas para produzir

solucdes de 50, 25 e 12,5ppm.

Calculo da atividade antioxidante dos constituintes de Caesalpinia pluviosa var.

peltophoroides: A equacdo utilizada para o calculo da atividade antioxidante foi:

o ] Absorancia (Branco) — Absorbancia (Amostra)
% Atividade A. oxidante = Absorbancia (Branco) * 100

Mostrando os resultados em % de atividade antioxidante, comparada aos padrdes
adotados e ao branco, que foi preparado em triplicata com todos os componentes menos as

amostras das parti¢des e padroes.
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7.1.2 TESTE REDUTOR:

A avaliacdo do poder redutor das particdes de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides foi realizada de acordo com a metodologia citada por Yen e Chen, 2005, com
algumas modificacOes. O teste demonstra o poder redutor das amostras, por aumento da
absorbancia em 700nm. Quanto maior a absorbancia neste comprimento de onda, maior o
poder redutor da particdo, o que é observado pela coloracdo azulada mais intensa pela
reducdo do ion ferricianeto (Fe™) a ferrocianeto (Fe*?) que, na presenca do ion férrico

(proveniente do FeCls), forma o azul da Prussia (SANTOS, et al. 2007).

Preparac¢ao das amostras para o teste: As solucdes das particdes Hexano, Acetato de
Etila e Hidroalcodlica foram preparadas na mesma faixa de concentragdo adotada para o
DPPH®, pesando-se 5mg de amostra, solubilizados em 50mL de EtOH, produzindo uma
solu¢gdo mae de 100ppm, sendo diluida para a formagao das demais, assim como para os

padroes AA e BHT.

Metodologia para o teste REDUTOR: O teste redutor também foi realizado em
triplicatas para a leitura em espectrofotometro. O comprimento de onda para a leitura dos
resultados do teste foi 700nm. Solucdes padrdes de Acido Tricloroacético (10%); Cloreto
Férrico (0,1%); Ferricianeto de Potéssio (1%) e Solucdo Tamp3o Fosfato Acido de Sédio (0,2M
— pH 6,6 — corrigido com Acido Fosférico), foram preparadas para a realizacio do teste
redutor, que consistiu nas etapas Quente e Fria. Para a etapa Quente do teste, seguiram-se
0s seguintes passos: a) ao tubo de ensaio devidamente etiquetado quanto a particdo e a
concentracdo, adicionou-se 2mL da amostra; 2,5mL da solucdo tampdo; 2,5mL da solugdo de
Ferricianeto de Potéssio; b) o sistema foi aquecido durante trinta minutos a 50°C; c)
Adicionou-se 2,5mL de acido tricloroacético e o sistema foi mantido em agitacdo por dez
minutos. Para a etapa Fria: a) adicionou-se ao tubo de ensaio devidamente etiquetado ao
extrato e a concentracdo, 2,5mL da solucdo Quente e 2,5mL de dgua destilada; b) adicionou-

se 0,1mL da solucdo FeCls (0,1%); c) leitura em espectrofotdmetro em A=700nm. O mesmo
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procedimento citado foi realizado para os padrdes AA e BHT. O branco foi preparado com

todos os reagentes menos as amostras e os padrdes antioxidantes adotados.

Poder redutor de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides: O poder redutor das
partes aéreas de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides pode ser observado pela
comparacao no grafico em cada concentracdo pela absorbancia apresentada por cada
amostra, comparada ao padrdo, onde um valor de absorbancia maior, mostra um maior

poder redutor (Resultados expressos em porcentagem de aumento da absorbéancia).

7.2 DETERMINAGAO DOS FENOLICOS TOTAIS:

O teste adotado para Fendlicos Totais consiste na redug¢ao do Molibdénio e
Tungsténio do reagente Folin-Ciocalteau com numeros de oxidacdo +6 para +5,
guantificando em equivalentes de acido galico, a concentracdo total de compostos fendlicos
nos extratos trabalhados. Os acidos do reagente Folin-Ciocalteau apresentam coloracao
amarela, passando a absorver no comprimento de onda de A=750nm, apresentado uma
coloracdo azulada quando reduzidos. Quanto maior a absorbancia neste comprimento de

onda, maior a concentracdo de compostos fendlicos capazes de reduzir os metais.

Metodologia para o teste Fendlicos Totais: Segundo a metodologia adotada, descrita
por SOUZA, et al. (2007), com algumas modificaces, seguiu-se os seguintes passos: a) 7,5mg
da amostra foi solubilizado em MeOH, tendo seu volume acertado para 50mL, produzindo
uma solucdo mae de 0,15mg/mL; b) a uma aliquota de 100uL da solugdo mae foram
adicionados 500uL de Folin-Ciocalteau e 6mL de agua; c) apds 1 minuto, adiciona-se 2mL da
solugcdo Na,COs; d) apds 30 segundos, acerta-se o volume da solucdo para 10mL; e) A
solucdo deve permanecer em repouso por 2 horas tendo sua leitura realizada em A=750nm.

Foram utilizadas cubetas de acrilico.
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Curva de Calibragdo do Acido Galico: A curva de calibragdo foi elaborada com 12

pontos de 0 até 200ug/mL, em triplicatas, tendo como resultado um coeficiente de relagédo

de R’=0,9978. A equacdo da curva de calibragio foi A = 0,002C + 0,0218, onde A é a

absorbancia e C, a concentracdo de 4acido gélico (Figura 41).

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO:

7.3.1 QUANTO AO TESTE DPPH":

As particoes acetato de caule, flores, folhas e frutos, sdo significativamente ativas

comparadas aos padrdes AA e BHT, destacando-se perante as demais, apresentando os

menores valores de absorbancia em 517nm, indicando uma maior neutraliza¢dao do radical

DPPH®, como visto na tabela abaixo:

TABELA 7 - Valores de absorbancia obtidos através da leitura em 517nm da avaliagdo sequestrante de radicais DPPH® dos
extratos de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides e dos padroes AA e BHT, adotando-se desvio padrao
aproximado com duas casas decimais.

Extratos Absorbancia em 517nm
Particao 12,5ppm 25ppm 50ppm 100ppm

Caule Hexanica b 0,814+0,07 0,671%0,03 0,620%0,01 0,526%0,02
Acetato de etila a 0,127+0,01 0,049+0,00  0,045+0,00 0,039+0,00
Hidroetandlica a 0,313+0,02 0,170+0,02 0,049+0,01 0,046+0,00
Flores Hexanica b 0,632+0,01 0,571+0,00  0,459+0,02 0,203+0,01
Acetato de etila a 0,037+0,01 0,028+0,00  0,027%0,00 0,026%0,00
Hidroetandlica a 0,49710,01 0,304+0,01 0,06410,02 0,024+0,00
Folhas Hexanica c 0,811+0,02 0,671+0,02 0,434+0,01 0,115+0,00
Acetato de etila a 0,063+0,00 0,057£0,00  0,049+0,00 0,044+0,00
Hidroetandlica a 0,521+0,02 0,181+0,02 0,057+0,00 0,053+0,00
Frutos Hexanica c 0,822+0,00 0,735+0,01 0,561+0,02 0,328+0,02
Acetato de etila a 0,083%0,00 0,053+0,00  0,043%0,00 0,039+0,00
Hidroetandlica a 0,701%0,01 0,505%0,01 0,233%0,02 0,040x0,00
Padroes AAa 0,044+0,01 0,039+0,00  0,038+0,00 0,037+0,01
BHT b 0,890+£0,00 0,723+0,05 0,643+0,02 0,303+0,00

*Mesmas letras indicam que os valores nado diferem entre si pelo Teste de Skott-Knott (P<0,05).

Os resultados apresentados nos graficos a seguir sao interpretados de acordo com a

porcentagem de inibicdo de radiais DPPH® em soluc3o:
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Porcentagem de inibi¢do de radicais DPPH’ das particdes do Caule de Caesalpinia pluviosa var.

peltophoroides nas concentragdes de 12,5; 25; 50 e 100 pg/ml no teste de antioxidante.
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FIGURA 35 - Porcentagem de inibi¢do de radicais DPPH® das particdes das Flores de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides nas concentra¢des de 12,5; 25; 50 e 100 pg/ml no teste de atividade sequestrante de

radicais DPPH.
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FIGURA 36 - Porcentagem de inibicdo de radicais DPPH® das particdes das Folhas de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides nas concentragcées de 12,5; 25; 50 e 100 ug/ml no teste antioxidante.
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FIGURA 37 - Porcentagem de inibicdo de radicais DPPH® das partigdes dos Frutos de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides nas concentragbes de 12,5; 25; 50 e 100 pg/ml no teste antioxidante.

Cabe destacar a particdo acetato das flores, que apresentou maior ASRL que o padrao
BHT em todas as concentracdes e maior ASRL que o préprio padrdo AA em todas as
concentragcdes, com excecdo de 12,5ppm e também resultou em um Clsy menor que o

padrdao adotado, demonstrando sua potencialidade como sequestrante de radicais livres.
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7.3.1.1 DETERMINAGAO DO Cls, (CONCENTRACAO INIBITORIA MEDIA) :

Os valores de Clsy foram obtidos pela regressao linear dos dados de cada fracao,
admitindo os valores oriundos da equacdo de reta para cada caso, onde o eixo “y”
representa a atividade (%) e o eixo “x” representa a concentracdo (ug/mL). Os valores de ICsg

obtidos sdo demonstrados na Tabela 8:

TABELA 8 - Concentragdo inibitéria média (Clso) das particbes de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides pelo teste
antioxidante por DPPH®, obtidos por regressdo linear, com os respectivos desvios padrdes.

Extrato Particéo ICsg
(ug/mL)
ECFHex  103,48+3,00
CAULE ECFAc 4,49+0,08
ECFET 32,61+11,36
EFLFHex  40,56%1,14
FLORES EFLFAC 2,45+0,10
EFLFET 13,77+6,89
EFOFHex  48,21+1,62
FOLHAS EFOFAC 4,36%2,27
EFOFET 10,24+0,21
EFTFHex  67,47+2,57
FRUTOS EFTAC 5,55+0,07
5 EFTFET 29,14+0,31
PADROES
AA 3,99+40,10
BHT 69,51+1,47

7.3.2 QUANTO AO TESTE DO PODER REDUTOR:

O indicativo para quantificar a atividade das particbes é dado pelo aumento da
absorbancia em 700nm, resultando em uma coloracdo azulada (complexo azul da Prussia),
sendo mais intensa quanto mais eficaz se apresentar a amostra.

Assim como o DPPH®, as particdes acetato de caule, flores, folhas e frutos,
proporcionaram melhores resultados. O padrdo acido ascérbico foi melhor que todas as
amostras em todas as concentragdes, e as particdes acetato mostraram resultados préximos

ao padrao BHT, como pode ser observado nos resultados mostrados abaixo:
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FIGURA 38 - Absorbancia em 700nm para as particoes Hexanica, Aceto Etilica e Hidroalcodlica do Caule de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides, nas concentragdes de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL pelo teste do poder redutor.
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FIGURA 39 - Absorbancia em 700nm para as partices Hexanica, Aceto Etilica e Hidroalcodlica das Flores Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides, nas concentragdes de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL pelo teste do poder redutor.
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FIGURA 40 - Absorbancia em 700nm para as particoes Hexanica, Aceto Etilica e Hidroalcodlica das Folhas de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides , nas concentragdes de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL pelo teste do poder redutor.
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FIGURA 41 - Absorbancia em 700nm para as particoes Hexanica, Aceto Etilica e Hidroalcodlica das Folhas de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides , nas concentragdes de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL pelo teste do poder redutor.
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Os resultados obtidos pelo teste redutor foram tratados, segundo SANTOS, et al.,
2007, oferecendo resultados que demostram a atividade redutora das particbes em

porcentagem de aumento na absorbancia em 700nm em relag¢do ao branco (Tabela 9).

TABELA 9 - Porcentagem de aumento de absorbancia em 700nm para as particbes Hexanica, Aceto Etilica e

Hidroalcodlica das Folhas de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, nas concentragoes de 12,5, 25, 50 e 100
ug/mL pelo teste do poder redutor.

Extratos (%) Aumento de absorbancia

Particao 12,5ppm 25ppm 50ppm 100ppm
Hexanica a 38,27+3,29 35,75+1,08 38,47+2,34 39,59+1,84
Caule Acetato de etila a 43,83+0,93 52,47+1,86 62,17+0,79 73,70+0,63
Hidroetandlica a 36,46x2,27 40,53+1,45 46,46x0,83 53,01+0,49
Hexanica a 34,36£3,25 34,66+2,45 36,31+2,25 49,26+3,41
Flores Acetato de etila a 44,10+6,49 56,44+2,96 63,42+0,31 74,96+0,57
Hidroetandlica a 35,13+2,48 37,29+5,14 40,65+2,56 46,00+1,87
Hexanica a 39,33+2,52 40,20+0,33 39,97+0,87 44,23+1,92
Folhas Acetato de etila a 48,19+1,22 56,09+1,07 67,42+1,09 75,93+1,60
Hidroetandlica a 33,22+3,25 39,60+1,53 49,47+1,54 51,43+4,95
Hexanica a 37,29+0,95 40,14+1,53 40,67+2,29 45,67+1,10
Frutos Acetato de etila a 52,47+1,13 58,27+0,55 66,3610,81 76,27+0,23
Hidroetandlica a 27,61+1,47 29,98+1,37 34,02+2,63 40,79+3,82
AAa 52,66x+1,32 59,66+0,26 70,84+0,45 78,95+0,55
BHT a 49,47+0,20 54,8610,43 64,88+0,14 75,30+0,62

Assim como no teste DPPH®, as fracdes acetato das particdes obtidas do extrato
bruto apresentaram maior atividade redutora, onde o maior destaque é dado para a fracao
acetato dos frutos. Podendo inferir que a maior atividade é andloga a compostos existentes
nos frutos para proteger as sementes de qualquer tipo de estresse, que podem causar a
morte celular, inviabilizando o desenvolvimento natural das sementes. Esse tipo de estresse
pode ser proveniente da acdo de poluentes, herbicidas e metais, que em concentragdes
excessivas causam alteracGes metabdlicas e fisioldgicas irreversiveis, induzindo a planta a
producdao de compostos que possam interagir com estes agentes externos neutralizando a
acdo prejudicial (BERNAL, et al., 2007). O padrao AA foi mais eficaz que as particdes em
todas as concentrag¢des adotadas, entretanto, o poder redutor das particdes acetato podem
ser comparadas a atividade do padrdao AA, enquanto que quando comparadas ao BHT, o
poder redutor foi maior para a fragcdo acetato dos frutos em todas as concentracdes; o poder
redutor das folhas foi maior nas trés maiores concentra¢des; o poder redutor das flores foi

maior apenas em 25ppm; e o poder redutor do caule foi maior em apenas em 100ppm.
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7.3.3.1 ELABORACAO DA CURVA DE CALIBRACAO DO ACIDO GALICO:

O teste se baseia na interpolacdo dos resultados de leitura em UV-vis, obtidos

experimentalmente das amostras a serem quantificadas com a curva de calibragdo padrdo

do acido galico, adquirida experimentalmente, que fornece a equacao da reta para o célculo

(Tabela 10):

TABELA 10 - Resultado de Absorbancia em 750nm para as solugdes formadoras da curva de calibragdo do acido galico,
nas concentrag¢des de 0 até 200pug/mL.

(CONC. ug/mL) RESULTADO (absorbancia)

MEDIA

0
10
20
40
60
80

100
120
140
160
180
200

0,03
0,041
0,062
0,097
0,141

0,18
0,215
0,262
0,318
0,329
0,377

0,43

0,029
0,041
0,061
0,097
0,152
0,175
0,214
0,259
0,31

0,333
0,387
0,43

0,03
0,041
0,062
0,097

0,16
0,185
0,215
0,261
0,317
0,353
0,407

0,43

0,029
0,041
0,061
0,097
0,151
0,180
0,214
0,261
0,315
0,338
0,390
0,43

Para a construcdo da curva de calibracdo, que fornecerd os dados da equacdo de reta

para possibilitar o cdlculo de equivalentes de acido gdlico, os resultados foram apresentados

na sua média, onde R experimental foi de 0,9978 (Figura 42):
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FIGURA 42 - Curva de calibragdo obtida apds a plotagem dos dados de absorbancia das solu¢des padroes de acido galico
nas respectivas concentragdes para a obtengao do coeficiente de relagao.

Com a equacao de reta (Figura 42) A=0,002C + 0,0218, onde A = absorbancia em A =

750nm e C = a concentracdo relativa de equivalentes de acido galico/g (coeficiente de

relacdo R2=0,9978) referente ao padrdo, pode-se inferir sobre a concentracdo de compostos

fendlicos presente nas amostras.



108

TABELA 11 - Absorbancia resultante em 750nm para o teste FENOLICOS TOTAIS para as parti¢cdes dos constituintes de
Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides

Partic3o 1 2 3 MEDIA RESULT. EAG/g %

Caule
Hexano 0,108 0,108 0,107 0,1077(+0,0006) 42,93 286222,2 28,62
Acetato 0,17 0,171 0,179 0,1733(+0,0049) 75,76 505111,1 50,51
H.Alcodlica 0,122 0,12 0,121 0,1210(+0,001) 49,6 330666,7 33,07
Flores
Hexano 0,082 0,079 0,081 0,0807(+0,0015) 29,43 196222,2 19,62
Acetato 0,164 0,168 0,166 0,1660(+0,002) 72,1 480666,7 48,07
H.Alcodlica 0,1 0,096 0,0102 0,0687(+0,0507) 23,46 156444,4 15,64
Folhas
Hexano 0,113 0,102 0,102 0,1057(+0,0063) 41,93 279555,6 27,96
Acetato 0,179 0,177 0,176 0,1773(x0,0015) 77,76 518444,4 51,84
H.Alcodlica 0,134 0,131 0,131 0,1320(x0,0017) 55,1 367333,3 36,73
Frutos
Hexano 0,094 0,092 0,091 0,0923(+0,0015) 35,26 235111,1 23,51
Acetato 0,167 0,165 0,167 0,1663(+x0,0012) 72,26 481777,8 48,18
H.Alcodlica 0,112 0,109 0,109 0,1100(+0,0017) 44,1 294000 29,40
E.B.E.
Caule 0,109 0,107 0,107 0,1077(x0,0012) 42,93 286222,2 28,62
Flores 0,12 0,117 0,117 0,1180(+0,0017) 48,1 320666,7 32,07
Folhas 0,14 0,139 0,139 0,1393(+0,0006) 58,76 391777,8 39,18
Frutos 0,114 0,114 0,114 0,1140(x0,0000) 46,1 307333,3 30,73

Os resultados obtidos na determinacdo dos fendis totais (FT) pelo método Folin-
Ciocalteu, expressos como equivalentes de acido galico (EAG) por grama sdo apresentados
na Tabela 12. Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides é rica em compostos fendlicos,
mostrando concentragdes significativas, assim como descrito para outras representantes da
familia (ZAMBLE, et al., 2008; JUN, et al., 2008).

Concentragao expressiva foi relatada principalmente no extrato bruto das folhas,

com destaque para as fragdes acetato de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides:
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TABELA 12 - Porcentagem de compostos fendlicos para os constituintes de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides em
suas respectivas parti¢des. Resultado apresentado em Equivalentes de Acido Galico.

Extrato
Particao %
ECFHex 28,6210,19
CAULE ECFAc 50,51+1,64

ECFET 33,06%0,33

EFLFHex 19,62+0,51

FLORES EFLFAc 48,07+0,67
EFLFET 25,84+1,02

EFOFHex 27,95+2,12

FOLHAS EFOFAc 51,84+0,51
EFOFET 36,73+0,58

EFTFHex 23,51+0,51

FRUTOS EFTAc 48,18+0,38
EFTFET 29,40+0,58
CAULE 28,62+0,38

E)B(;E?BC;S FLORES 32,07+0,58
DE FOLHAS 39,18+0,19

FRUTOS 30,73%0,00

Os resultados para as flores, evidenciando elevada ASRL e a menor concentracao de
compostos fendlicos, levam a inferir de maneira preliminar, que compostos polifendlicos
com caracteristicas adequadas para a atividade antioxidante, como por exemplo, o grupo
catecol, estejam presentes e sejam responsdveis pela melhor neutralizacdo do radical DPPH".

Todos os extratos avaliados apresentaram altos teores de compostos fendlicos,
quando comparados a dados de outras espécies do género, descritos na literatura (SHUKA,
et al., 2009). Quando comparado aos niveis de compostos fendlicos encontrados em
classicos antioxidantes naturais, as uvas Vitis vinifera, C. peltophoroides apresentou maior
concentracdo desta classe de compostos quando comparada com o trabalho realizado por
SANTOS, et al. 2011.

Sabendo que substancias naturais podem ser responsaveis pela prote¢do contra os
riscos de muitos processos patoldgicos envolvidos com processos oxidativo no organismo, os
resultados acima descritos estimulam a continuidade dos estudos para avaliar a acao

antioxidante de substancias isoladas de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides.
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8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS E
PARTICOES DE Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides:

A atividade antimicrobiana dos E.B.E. do caule, flores, folhas e frutos, juntamente
com suas particdes hexanica, acetato de etila e hidroalcodlica, foi avaliada pela técnica de
difusdao em Agar conforme documento M44A2 (CLSI, 2009) e M7A6 (CLSI, 2003) para fungos
e bactérias respectivamente; foram utilizados o meio Agar Mueller Hinton para as bactérias
e Agar Mueller Hinton + 2% de glicose para as leveduras. Os meios de cultura foram
preparados e adicionados em placas de Petri de 150 mm de diametro, até que uma
espessura de 4 mm de camada de Agar seja obtida. Os extratos e particbes, sob avaliacdo,

foram preparadas em DMSO e avaliadas na concentragdo de 100 pg/mL.

8.1 MICRORGANISMOS:

Leveduras do género Candida: Candida albicans ATCC 09548, Candida krusei ATCC
6258. Bactérias Gram positivas: Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Gram negativas:
Escherichia coli ATCC 25922. As amostras de bactérias serdo mantidas em agar BHI e os
fungos, em Agar Sabouraud, a 8°C, até o momento de realizacdo dos testes (CLSI, 2003;

2009).

8.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA:

O teste de sensibilidade com leveduras foi realizado através da técnica de difusdo em
Agar com modificagdes. Para a realizacdo do teste, as leveduras foram repicadas em Agar

Sabouraud e mantidas a 35°C por 24h.

A suspensdo sera preparada através do indculo das colénias de leveduras em 5mL de

salina estéril e padronizada de acordo com a escala 1 de Mac Farland. O indculo sera
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espalhado sobre a superficie do meio de cultura Agar Mueller Hinton suplementado com 2%

de glicose. Apds, as placas serdo incubadas por 15min a 35°C.

Volumes correspondentes a 5uL dos derivados, a 100ug/mL, serdo analisados. O
antifingico anfotericina B (2ug/mL), solucdo salina e o solvente DMSO serdo utilizados como
controle positivo e solucdo salina (0,85%) como controle negativo dos testes. Apds, as placas
serdo incubadas a 35°C e a leitura serd realizada apds 24h e 48h. Os ensaios serdo realizados

em duplicata. (CLSI, 2003; 2009)

8.3 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA:

O teste de sensibilidade com bactérias serd realizado através da técnica de difusdao
em Agar com modificacGes. Para a realizacdo do teste, as bactérias serdo repicadas em Agar

BHI e mantidas a 37°C por 24h.

A suspensdo sera preparada através da inocula¢do das colonias bacterianas em 5mL
de salina estéril (0,85%) e padronizada de acordo com a escala 0,5 de Mac Farland. 3mL do

indculo serdo espalhados sobre o meio de cultura em placa de Petri.

Volumes correspondentes a 5uL dos derivados, a 100ug/mL, serdo avaliados. O
antibidtico cloranfenicol (0,5ug/mL), solucdo salina e o solvente DMSO serdo utilizados como

controle. Os ensaios serdo realizados em duplicata.

8.4 INTERPRETAGAO:

Avaliacdo dos halos de inibicdo de crescimento microbiano na presenca dos extratos
brutos e das fragGes hexanica, acetato de etila e hidroalcodlica do caule, flores, folhas e

frutos de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides.
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8.5 RESULTADOS:

N3ao houve inibicdo de crescimento microbiano na presenga dos E.B.E. dos
constituintes de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides e nem de suas particoes.
Significando que as substancias presentes no extrato bruto etandlico e nas particdes nao

atuam como agentes antimicrobianos em se tratando das espécies testadas.



113

9 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DOS EXTRATOS DE
Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides:

Para a determinacdo da atividade farmacoldgica dos extratos de Caesalpinia pluviosa
var. peltophoroides foram realizados os seguintes testes e suas metodologias:

9.1 CONDIGOES EXPERIMENTAIS:

Para a realizacdo dos testes farmacolégicos foram utilizados ratos machos adultos
Wistar pesando de 200-250g e camundongos machos Swiss pesando de 25-35g obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas. Foram mantidos em temperatura
controlada de 23°C (+1°C) com acesso a agua e alimento ad libitum e mantidos a luz
controlada em um ciclo de 12:12h luz-escuro sendo as luzes ligadas as 06:00. Os animais se
adaptaram ao alojamento com antecedéncia minima de uma semana antes do inicio dos
testes. Foram agrupados ao acaso para os testes, permanecendo em jejum por 12 horas
antecedentes ao experimento a ser executado. Todos os experimentos foram conduzidos em
acordo com a Declaracdo de Helsinki para o bem-estar animal e com a aprovacao do Comité

de Etica da Universidade Federal de Alfenas.

9.2 TESTE DA FORMALINA:

O método utilizado sera baseado no descrito por Santos e Calixto, 1997. Onde é
aplicada subcutaneamente 20uL de solucdo de formaldeido a 10% na regido plantar da pata
traseira direita dos camundongos (n=8 camundongos). E observado o tempo que os animais
gastam lambendo a pata que recebeu a solugdo de formalina durante 5 minutos iniciais apds
a aplicacdo e por mais 10 minutos, apds 20 minutos iniciais da aplicacdo do estimulo
nociceptivo. Serdo administrados aos animais os extratos nas doses 30, 100 e 300mg/Kg,
veiculo (CMC - 10mL/Kg) e indometacina 5mg/Kg via oral (v.0) 1 hora antes da aplicacdo da

formalina e, morfina (10mg/Kg), via intraperitoneal, 30 minutos antes da formalina.
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Com base no padrao de respostas é possivel estabelecer dois periodos de resposta:
primeira fase — chamada neurogénica — durante os primeiros 5min, e segunda fase —

inflamatoria — durante os préximos 15-30 min. apds a injecao.

9.3 TESTE DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA:

Para a realizacdo do teste de edema de pata induzido por carragenina, grupos de 8
ratos serdo tratados com indometacina 10mg/Kg (v.0), veiculo 10mg/Kg (v.0), os extratos
nas doses de 30, 100 e 300mg/Kg (v.0). Transcorrido 60 minutos da administracdo, sera
induzido o edema pela injecdo de carragenina (1000ug/pata) como agente inflamatdério no
volume de 0,1mL, a qual sera aplicada na regido plantar de uma das patas posteriores dos
ratos, e na outra pata serd injetado volume idéntico de solugdo salina, como controle. Cada
pata do animal serd imersa até a regido tibio-tarsica com o uso de um pletismémetro e o
edema serd expresso como o aumento no volume da pata injetada, comparando os volumes
antes, e depois da administracdo da carragenina em uma, duas, trés e quatro horas.

(HENRIQUEZ, 1987).

9.4 TESTE DE VON FREY ELETRONICO:

A hiperalgesia mecanica é avaliada por meio do teste de pressao crescente na pata de
ratos, denominado de teste Von Frey eletrénico. O método consiste no uso de um
anestesiometro eletronico, o qual possui um transdutor de for¢a conectado a um contador
digital de forca expressa em gramas (g). A precisdo do aparelho é de 0,1g e 0 mesmo é
calibrado para registrar forca maxima de 150g, mantendo a precisdao de 0,1g até a forca de
80g. O contato do transdutor de forca com a pata é realizado por meio de uma ponteira
descartavel de polipropileno com 0,5mm de didmetro adaptada ao transdutor. Os animais
sdo colocados em caixas de acrilico, medindo 12 x 20 x 17cm, cujo assoalho consiste de uma
rede de malha igual a 5mm?, constituida de arame n3o maledvel de 1mm de espessura,
durante 15 minutos antes do experimento, para adaptagdo ao ambiente, onde os animais

foram tocados de 2 a 3 vezes. Espelhos posicionados 25cm abaixo das caixas de
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experimentacdo facilitam a visualizacdo das plantas das patas dos animais. O
experimentador aplica, por entre as malhas da rede, forca linearmente crescente no centro
da planta da pata do rato até que o animal produza uma resposta de retirada e "sacudida"
da pata estimulada. Os estimulos s3o repetidos até seis vezes, em geral até que o animal
apresente trés medidas similares com uma nitida resposta de "sacudida" apds a retirada da
pata. A intensidade da hiperalgesia é quantificada como a variacdo na forca (D de reacdo em
gramas) obtida subtraindo-se a média dos trés valores expressos em gramas (forca)
observada antes do procedimento experimental (zero hora ou estado basal) da média de

trés valores em gramas (forga) apds a administragao de estimulos hiperalgésicos.

A hipernocicepcdo sera induzida pela injecdo intraplantar de carragenina 100ug/pata e
os efeitos antinociceptivo dos extratos a serem testados pelos filamentos de Von Frey serdo
registrados para cada animal num total de 6 animais por medida. No ensaio a intensidade do
estimulo é automaticamente registrada quando o animal retira a pata da ponta do

transdutor. O estimulo da pata é repetido até a obtencao de duas medidas similares.

Apds uma hora do tratamento com os extratos, ocorreu a aplicacdo de carragenina
(s.c.) na concentragdo citada e registrou-se a sensibilidade nociceptiva de cada animal depois
de uma e trés horas da aplicagdao da carragenina. O padrao morfina (i.p.) foi aplicado a uma

concentracdo de 1mg/Kg, 30 minutos antes do experimento (CUNHA, et al., 2004).

9.5 RESULTADOS:

9.5.1 TESTE DA FORMALINA:

A injecao subcutanea de formalina gera o aparecimento de uma gama de respostas
motoras estereotipadas, o que, por meio da sua quantificacdo, possibilita a avaliacdo da
intensidade de nocicepcdo. A resposta nociceptiva a formalina ocorre de maneira bifasica:
ha um curto periodo inicial (fase I, com duracdo de 5 a 10min); posteriormente, apds um
curto periodo de remissdo de comportamentos, inicia-se a fase ll, que consiste em um
periodo mais longo (20 + 40min). Em geral, a resposta inicial é atribuida a ativacdo direta de

nociceptores, enquanto a fase Il esta associada a liberacao de mediadores enddgenos locais,
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que geram resposta inflamatéria local, responsdvel pela sensibilizacdo de aferentes
primarios e de neurénios medulares seguido da ativacao de nociceptores (SOUZA, et al.,
2008). As duas fases da resposta a formalina tém mediacdo quimica e mecanismos de
modulacdo distintos, apresentando diferencas marcantes quanto a sensibilidade a drogas
analgésicas. Assim, atribui-se a primeira fase um carater neurogénico, sendo sensivel a
analgésicos opioides e a alguns agonistas das vias descendentes, enquanto a segunda fase é,
geralmente, caracterizada como dor de origem inflamatdria, sensivel aos analgésicos anti-

inflamatorios ndo esteroidais (LAPA, et al., 2008).
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FIGURA 43 - Avaliagdo da atividade analgésica do Extrato Etandlico Bruto do Caule de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides pelo teste de nocicepcdo induzida por formalina em ratos nas fases 1 e 2 em mg/Kg. Os
valores dentro dos intervalos de confianga *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001 em relagdo ao veiculo, foram
considerados estatisticamente significativos.

Os resultados obtidos no teste da formalina para o extrato bruto etandlico do caule
de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, demonstrados na Figura 43 evidenciam que o
E.B.E. foi estatisticamente ativo em todas as concentra¢des adotadas comparado ao veiculo
na fase 1 (p<0,01 para 30mg/Kg e p<0,001 para 100 e 300mg/Kg), com destaque para as
doses de 100 e 300mg/Kg, com valores médios menores que o padrdo indometacina em
5mg/Kg; e na fase 2, para todas as concentracGes adotadas (p<0,001 para 30, 100 e
300mg/Kg).0 efeito antinociceptivo elevado na fase neurogénica (1) e inflamatéria (2)
induzida pela formalina mostra que o E.B.E. do caule de Caesalpinia pluviosa var.

peltophoroides, possui substancias que contém atividade analgésica.
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FIGURA 44 - Avaliagdo da atividade analgésica do Extrato Etandlico Bruto das Flores de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides pelo teste de nocicepgdo induzida por formalina em ratos nas fases 1 e 2. Os valores dentro
dos intervalos de confianga *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001 em relagdo ao controle positivo foram

considerados estatisticamente significativos.

Os resultados obtidos no teste da formalina para o extrato bruto etandlico das flores

de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, demonstrados na figura 44, evidenciam que o

E.B.E ndo foi significativamente ativo nas doses de 30mg/Kg e 100mg/Kg na primeira fase,

entretanto, foi estatisticamente ativo na dose de 300mg/Kg (p<0,05) e em todas as

concentracdes na segunda fase, sendo que para 30mg/Kg obteve-se p<0,01, para 100mg/Kg,

o valor de p<0,05 e destaque para a dose de 300mg/Kg, com valor de p<0,001. O efeito

antinociceptivo significativo na fase neurogénica (1) e inflamatdria (2) induzida pela

formalina mostra que o E.B.E. das flores de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, pode

conter substancias que, quando isoladas, apresentem atividade analgésica.
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FIGURA 45 - Avaliagdo da atividade analgésica do Extrato Etandlico Bruto das Folhas de Caesalpinia pluviosa
var. peltophoroides pelo teste de nocicep¢ao induzida por formalina em ratos nas fases 1 e 2. Os
valores dentro dos intervalos de confianga *p<0,05, **p<0,01 e ***p< 0,001 em relagdo ao
controle positivo foram considerados estatisticamente significativos.

Os resultados obtidos no teste da formalina para o E.B.E. das folhas de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides, demonstrados na Figura 45, mostram que, na primeira fase, o
E.B.E. ndo foi significativamente ativo na dose de 30mg/Kg, entretanto, se apresentou
estatisticamente ativo nas doses de 100mg/Kg, 300mg/Kg, ambos com valores de p<0,001,
onde, na dose de 100mg/Kg o E.B.E. das folhas de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides
mostrou atividade equivalente ao padrdo indometacina. A dose de 30mg/Kg, que ndo foi
ativa na primeira fase, foi mais ativa na segunda fase, mostrando que os compostos
existentes no extrato tem atuacao na fase inflamatdria da dor. O efeito antinociceptivo
significativo na fase neurogénica (1) e inflamatdria (2) induzida pela formalina mostra que o
E.B.E. das folhas de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, pode conter substancias que

apresentardo atividade analgésica quando isoladas.
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9.5.2 TESTE DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA:
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FIGURA 46 - Atividade anti-inflamatoéria do extrato etandlico bruto do caule de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides
no modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos, nas quatro primeiras horas experimentais.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao controle.

A variacdo do volume da pata provocado pelo agente inflamatério nos tempos 1h,
2h, 3h, e 4h foi considerado como o edema resultante na pata do animal pela agressao do
agente inflamatdrio (carragenina 0,1mg/pata no volume de 0,1ml). Esta substancia aumenta

os niveis de prostaglandinas, como foi demonstrado por NORTHEY, et al., (1999).

A figura 46 mostra os resultados dos testes de edema induzido por carragenina (1%;
s.c.) com o E.B.E. do caule de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides nas doses de 30,100 e
300mg/Kg (v.o.), utilizando indometacina (10mg/Kg v.o0.) como controle positivo, que é um
AINE padrdo para este teste. Os resultados obtidos indicam que o E.B.E. causou, na primeira
hora e dose de 100mg/Kg, melhor reducdo de edema que o padrdo indometacina,
entretanto, na segunda e terceira horas houve aumento no volume da pata, indicando o
aumento do edema, que, novamente decaiu na hora 4. Contudo, os valores de atividade
anti-inflamatdria do caule de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides se mostraram
medianos nos valores estatisticamente ativos com p<0,001. A concentracdo mais efetiva
para o tratamento da inflamacdao mediada por carragenina no presente resultado foi dada

em 100mg/Kg, com 39,46% de inibicdo na primeira hora, 48,41% na segunda hora, 44,75%
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na terceira e 53,81% na quarta hora, os resultados apresentaram o intervalo de confianga de
p<0,001. O padrdo indometacina apresentou 30,27%, 53,17%, 75,49% e 82,73% de inibigao,

respectivamente para as horas 1, 2, 3 e 4, do experimento.
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FIGURA 47 - Atividade anti-inflamatdéria do extrato etandlico bruto das Flores de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides no modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos, nas quatro primeiras horas
experimentais. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao controle.

Na figura 47, os resultados apresentados inferem sobre o teste de edema de pata
induzido por carragenina (1%, s.c.) com o E.B.E. das flores de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides nas doses de 30,100 e 300mg/Kg (v.0.), utilizando indometacina (10mg.Kg
'v.0.) como controle positivo, que é um AINE padrdo para este teste. Os resultados
demonstram que a atividade anti-inflamatdria do E.B.E. das flores de Caesalpinia pluviosa
var. peltophoroides é de carater médio, tendo como melhores valores de inibigao, a dose de
100mg/Kg, assim como no tratamento da inflamagdo com o E.B.E. do caule. Os valores de
inibicdo do edema para a dose de 100mg/Kg, nas horas 1, 2, 3 e 4, foram, respectivamente,
31,53%, 27,15%, 43,69% e 39,79%.Enquanto que padrao indometacina apresentou 30,18%,
52,98%, 75,40% e 82,61% de inibicdo, respectivamente para as horas 1, 2, 3 e 4, do

experimento.
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FIGURA 48 - Atividade anti-inflamatdéria do extrato etandlico bruto das Folhas de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides no modelo de edema de pata induzido por carragenina, em ratos, nas quatro primeiras
horas experimentais. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao controle.

A figura 47 mostra os resultados da atividade anti-inflamatdria do extrato etanélico
bruto das folhas de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides no modelo de edema de pata
induzido por carragenina (1%; s.c.) nas doses de 30, 100 e 300mg/Kg, utilizando
indometacina (10mg.Kg'1 v.0.) como controle positivo, que é um AINE padrao para este
teste. Os resultados demonstram que a atividade anti-inflamatdria do E.B.E. das folhas de
Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides é de carater médio, tendo, na dose de 30mg/Kg, os
menores valores de edema nas trés primeiras horas. Ja as doses de 100 e 300mg/Kg ndo
foram estatisticamente significativas nas primeiras duas horas do teste, apresentando
atividade equivalente a de 30mg/Kg na terceira hora. Os valores de inibicdo do edema mais
significativos (em porcentagem) foram 31,13% (p<0,001) para a dose de 30mg/Kg na
segunda hora, 33,98%, 35,15% e 34,20%, respectivamente para as doses 30, 100 e 300mg/Kg
(p<0,001) na terceira hora do teste. Enquanto que, na quarta hora, os resultados foram
préximos a 30% de inibicdo nas trés doses testadas (P<0,001). Os resultados apresentados
para o padrao indometacina foram 30,18%, 52,98%, 75,40% e 82,61% de inibicdo,

respectivamente para as horas 1, 2, 3 e 4, do experimento.
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9.5.3 TESTE DE VON FREY ELETRONICO:

O teste Von Frey eletronico mede a variacdo da forca crescente aplicada a pata dos
ratos, a qual o agente inflamatério foi administrado, no momento exato em que o animal
retira a pata, registrando o valor em gramas no instante em que o efeito algésico ja ndo é
suportado. Os valores sao medidos na hora basal, onde, em condi¢ées normais, sem o
agente inflamatodrio, é necessaria uma forca (em gramas) maior para que o animal realize o
movimento de retirada da pata ou “sacudida”. Apds a aplicacao do agente inflamatdrio, este
valor decai, pois o animal ndo suporta o mesmo estimulo nociceptivo inicial. A variacdo é
igual as médias das medidas na hora basal (condicbes normais) menos as médias das
medidas apds a aplicacdo do agente inflamatério (carragenina) em uma e trés horas de sua
aplicagdo. Quanto maior a variacdo medida, isto é, quanto menos o animal suportar o
estimulo nociceptivo (em gramas), maior serd o delta (A=Limiar de Retirada da Pata)
representado no grafico. Se o extrato testado possuir caracteristicas antinociceptivas, menor
serd o delta encontrado em relagdo a hora basal, indicando que o estimulo nociceptivo ndo
foi tdo intensamente percebido como relatado no grupo controle (veiculo) (CUNHA, et al.,

2004).
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FIGURA 49 - Intensidade de hipernocicep¢do em pata de rato relatada no teste Von Frey eletronico para o extrato
etandlico bruto do caule de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em
relagdo ao controle.

Os resultados obtidos através do teste Von Frey para o E.B.E. do caule de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides mostram que tanto na primeira hora quanto na terceira hora,
todas as concentracbes foram estatisticamente significativas (p<0,001). As variacGes dos
limiares apresentados foram de carater médio. Enquanto o veiculo apresentou um delta de
4,87+0,20 na primeira hora, as doses de 30, 100 e 300mg/Kg do E.B.E. do caule de
Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides apresentaram valores de 3,02+0,30, 3,30+0,55,
2,55+0,43, respectivamente. Na terceira hora, a dose de 100mg/Kg apresentou a melhor
variacdo dentre as demais, resultando em um limiar de retirada da pata de 1,82+0,41. O
padrao morfina mostrou os melhores resultados com as menores variagdes do experimento,
indicando uma forte atividade antinociceptiva. Para a primeira hora do experimento, sua
variacdo do limiar de retirada da pata foi de 0,617+0,0,25 e para a terceira hora, o valor

registrado foi de 0,66+0,21.
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FIGURA 50 - Intensidade de hipernocicep¢do em pata de rato relatada no teste Von Frey eletronico para o extrato
etandlico bruto das flores de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em
relagdo ao controle.

O teste de Von Frey eletronico realizado para o E.B.E. das flores de Caesalpinia
pluviosa var. peltophoroides possibilitam visualizagdo da sua atividade antinociceptiva
comparada a atividade relatada para um composto padrao, a morfina. Testados nas doses
padrdes de 30, 100 e 300mg/Kg, o melhor resultado antinociceptivo apresentado foi o da
dose de 300mg/Kg, com uma variacdo do limiar de retirada da pata de 1,22+0,35 para a
primeira hora, e uma variacdo de 1,38%0,46 para a terceira hora, ambos com p<0,001).
Enquanto que a substancia padrdo (morfina) apresentou resultados de 0,617+0,25 para a
primeira hora do experimento e, para a terceira hora, o valor registrado foi de 0,66+0,21. De
acordo com os resultados apresentados, o E.B.E das flores de Caesalpinia pluviosa var.

peltophoroides pode conter substancias que sejam eficazes no tratamento da dor.
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FIGURA 51 - Intensidade de hipernocicep¢do em pata de rato relatada no teste Von Frey eletronico para o extrato
etandlico bruto das folhas de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em
relagdo ao controle.

A gquantificacdo da intensidade de hipernocicepcao relatada pelo teste de Von Frey
eletronico para o E.B.E. das folhas de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides nas doses
padrdes de 30, 100 e 300mg/Kg, mostra que atividade antinociceptiva é mediana, quando
comparada a substancia de referéncia, morfina. Os resultados apresentados para a varia¢ao
do limiar de retirada da pata para o extrato, na primeira hora foram de 1,8410,42,
2,39+0,36, e 1,33+0,37, respectivamente para as doses de 30, 100 e 300mg/Kg. Entretanto,
na terceira hora, nenhum valor apresentou maior atividade que o E.B.E. na primeira hora do
experimento na dose de 300mg/Kg. Na terceira hora, nota-se que apenas a dose de
100mg/Kg apresentou redugdo no limiar de retirada da pata, e as demais ndo foram capazes

de reduzir a hipernocicepcao.

Sabendo que o pico de hipernocicep¢do da carragenina é situado na terceira hora de
sua aplicacdo, espera-se que para uma melhor atuacdo do agente anti-inflamatério (o
extrato aplicado nas doses padrdes) ocorra uma diminuicdo dos sintomas referentes a dor e

a inflamacgdo (PERAZZO, et al., 2007).
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10 CONCLUSOES:

N3do h3a, na literatura, estudo algum sequer sobre os temas tratados neste trabalho
para a espécie Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides, trazendo resultados inéditos para
esta representante do género Caesalpinia, mostrando sua potencialidade bio-farmacoldgica
quanto aos testes realizados. O que futuramente poderd vir a ser de utilidade para a

sociedade quanto sua acao farmacoldgica.

O estudo da atividade antioxidante dos constituintes de Caesalpinia pluviosa var.
peltophoroides mostrou que principalmente a fracdo acetato de etila das flores, por
apresentar melhor ASRL que o padrdo AA, deve ser trabalhada no sentido de isolamento das
substancias existentes na fracdo e a posterior realizacdo dos testes farmacolégicos com as

substancias isoladas.

O resultado apresentado pelo teste antimicrobiano para o extrato bruto e particdes
do caule, flores, folhas e frutos, ndao foram ativos, mostrando que os compostos presentes
no extrato ndo sdo ativos ou se apresentam em concentragdes minimas. Entretanto, os
compostos isolados podem ser testados a fim de averiguar sua potencialidade

antimicrobiana em relagdo aos micro-organismos testados.

Os testes farmacoloégicos realizados (Teste da Formalina, Teste de Edema de Pata e
Von Frey Eletronico) determinaram o perfil farmacolégico dos extratos brutos etandlicos
quanto suas atividades anti-inflamatdrias e analgésicas, mostrando que foram muito
significativos, em se tratando de extratos brutos, que sdo matrizes organicas complexas, com
muitas substancias presentes. Portanto, o teste com substancias isoladas provenientes dos
constituintes de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides podera proporcionar substancias
com perfil anti-inflamatdrio e analgésico, uma vez que os seus extratos apresentaram

atividade.

A classe dos biflavonoides é rara, onde apenas algumas espécies de plantas
produzem estas estruturas em suas vias metabdlicas. Até o presenta momento, com as
pesquisas realizadas em bases de dados cientificos, a estrutura determinada pelas técnicas

de IV e RMN 1D e 2D se apresenta inédita. No género Caesalpinia, até o presente momento,
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ha relato na literatura de apenas uma espécie que apresenta um biflavonoide como produto
de seu metabolismo, esta espécie é a Caesalpinia pyramidalis. Portanto, a espécie
Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides conta com uma grande contribuicdo para a
guimiotaxonomia do género, colaborando, nesta classe de compostos, com o biflavonoide

isolado neste trabalho.
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