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RESUMO

A espécie vegetal Hymenaea martiana Hayne, Arzeik
(Leguminosae), conhecida como "jatobé", e amplamente usada pela
medicina popular, especialmente para o tratamento de infecg5es

gastrointestinais, urinarias e das vieas respiratorias.

Neste trabalho foram estudadas quimica e farmacolo
gicamente cascas desta planta com os objetivos de comprovar algu-
mas destas agoes medicinais, isolar e determinar os compostos com
atividade farmacolégica. Para isto, fol preparado um extrato ini-
cial de acetato de etila, sendo filtrado sobre silica gel com é-
ter de petréleo, cloroférmio, acetato de etila e metanol. As fra-
goes de cloroformio e fundamentalmente a de acetato de etila apre
sentaram atividade farmacolégica. Por esta razao, a fragao aceta
to de etila bruta ou previamente acetilada, foil fracionada sobre

coluna de silica gel, isolando-se varios compostos, dos quais fo

ram identificados tres glicosideos, sendo os dois Ultimos de natu

reza flavonoidica: eucryfina (5,7-dihidroxi-3- (& -O-L-ramnopi
ranosil) -4-H-l-benzopirano-4-1), astilbina (3-0- .' -L-ramnosi -
dio de dihidroquercitina) e engelitina (3-0- o, -L-ramnosideo de
dihidrokaempferol). Estes compostos sao inéditos na espécie estu-
dada e a identificagao foi realizada por metodos espectroscépi -
cos: U.V,, I.V., RMN Hl e RMN 013 e no caso de eucryfina também

por comparagao com substancia padrao.

0O extrato bruto de Hymenaea martiana, assim como oS
compostos identificados foram testados farmacologicamente. O ex -
trato bruto ("in vitro") antagonizou de maneira competitiva a res
posta contratil a bradicinina, lisil-bradicinina e acetilcolinaro
Utero de rata. Alem disso, o extrato inibiu de modo nao competi -
tivo as respostas contrateis a angiotesina II, prostaglandina

Fz&_ e ocitocina no utero de rata e a bradicinina, acetilcolinaro

as.
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ileo isolados de cobaia. Este extrato também apresentou efeitos a
nalgésicos e antiedematogénicos, quando administrado por via oral
ou intraperitoneal em ratos e camundongos, sendo mais potente por
via intraperitoneal. Desta forma, parte das aQSes medicinais atri

buidas popularmente foram confirmadas.

Os compostos purificados (astilbina, eucryfina e
engelitina) (20 - 240 aM) produziram poucas modificagoes sobre as
respostas contrateis a bradicinina e acetilcolina no utero iso
lado de rata. No entanto, a acetilagao de ambos: eucryfina . e as-
tilbina, modificou completamente o perfil de agao desses compos -
tos. Assim, esses compostos acetilados inibiram as respostas con-
trateis a bradicinina, acetilcolina e tambem ocitocina nesse mes-

mo tecido
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ABSTRACT

Hymenaea martiana, Hayne, Arzeik (Leguminosae) na
med popularly as "jatoba" is used in popular medicine for the the
rapy of gastrointestinal, urinary and respiratory tract infec -

tions.

In this work, the bark of this plant have beenstu
died chemical and pharmacologically in order to verify the above
mentioned therapeutic indications and to isolate and determine
the pharmacologically active compounds. A ethyl acetate extract
was prepared and filtered on silica gel using petroleum ether ,
chloroform, ethyl acetate and methanol as solvents. The chloro -
form and, especially, the ethyl acetate fractions showed pharma-
cological activity. In this way the ethyl acetate fraction and a
previously acetilated ethyl acetate fractions were chromatogra -
phed on silica gel yielding different compounds. Three of them
were identified as the glycosides: eucryphin (5,7—dihydroxy—3—(x
-0-L-rhamnopyranosyl)-4 H-1-Benzopyran-4-one; astilbin (3-0-o -
L-rhamnoside ‘of dihydroquercitin) and engelitin (3-0O-¢& -L-rham-
noside of dihydrokaempferol). The identification was carried out
using spectroscopic methods: UV, IR, 1H NMR and 130 NMR and in

the case of eucryphin by comparison with an authentic sample.

Pharmacological tests were conducted with the cru
de extract and identified compounds of H. martiana. In the rat
isolated uterus, the crude extract competitively antagonized con
tractions caused by bradykinin, lysyl-bradikinin and acetylcholi
ne. Responses of this tissue to angiotensin II, brostaglnadin
F2A. and oxytocin and of the guinea-pig isolated ileum to brady
kinin and acetylcoline were antagonized in a non-competitive fashi-

on by the crude extract. The extract was also found to cause a -
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nalgesia and to suppress carrageenin-induced edema when given o-
rally to mice and rats, respectively. These- "in vivo" effects
were more proeminent following intraperitoneal administrations.
Thus, the pharmacological profile of the crude extract appears
to substantiate some of popular medicinal properties ascribed to

this plant.

The purified compounds (eucryphine, astilbine and
engelitine) (20-240 pM) promoted only slight modifications of the
responses of the rat uterus to bradykinin, and acetylcholine. Ho-
wever,  acetylation of astilbine and eucryphine ylelded compounds
capable of markedly inhibiting the responses to these agonistsand

to ocytocin.



CAPITULO I

I - INTRODUGAO

1.1 -~ CONSIDERAGOES GERAIS

As espécies vegetais constituem fonte inesgotével
de produtos quimicos, através das quais sao realizadas pesquisas
fitoquimicas sobre novos compostos. No entanto, somente, nestes
ultimos quinze anos e que se vem observando um crescente interes-
se na pesquisa de produtos naturais, biologicamente ativos, como
area de grandes possibilidades cientificas e tecnoldgicas. O obje
tivo destes estudos visa nao somente a obtencao de produtos natu-
rais que possam atuar como medicamentos, como, principalmente,por
procurar novos compostos ativos, que permitam, por via de sintese
ou modificagao estrutural, o fornecimento de farmacos mais poten-
tes e que atuem por mecanismos diferentes dos atualmente conheci-

dos na medicina.

Dentre as familias estudadas, destaca-se a Legumi-
nosae, que deu lugar a muitos trabalhos sobre compostos quimicos
isolados de suas especies. Esta familia é uma das maiores dentre
as dicotiledoneas, abrangendo mais de seiscentos géneros, reunin-
do mais de treze mil especies. Divide-se em trés subfamilias: Mi-
mosoideae, Caesolpinoideae e Papilonadeae, que estao espalhadas
por todo mundo, especialmente, nas regiaes tropicais e subtropi -
cais. Sao plantas de habito muito variado, apresentando-se como
grandes arvores de matas tropicais ou arbustos, subarbustos, er-
vas anuais ou perenes e varias trepadeirasl.

’,

A familia apresenta grande valor economico. E bas



tante conhecida a importancia que espécies como: feijao, C. flori
bunda . Benth, soja, Glycine hispida Maxin; amendoim, Arachis hypo
gara L., desempenham na alimentagao. Esta importancia se justifi-
ca pela composigéo quimica das espécies, muito ricas em protei -
nas (vinte a quarenta por centofﬁa, aminoacidos essenciais como

L. ) 5-7 . .
lisina, metionina, cistina, triptofano e acidos graxos, no oleo

. ‘ . 4
das sementes, como acido linoleico, palmitico e oleico .

Cita-se, além do exposto, a cerejeira, Torresiacea
rensis (Leguminosae-faboidea), madeira muito duravel, amplamente
comercializada na industria de mobiliario. As suas sementes con-
téem cerca de quatro por cento de cumarina, empregada na arqmatizg
gao de tabaco e roupasg. Além disso, existem diversas plantas des
ta familia, servindo para ornamentagéo, destacando-se a espéciecb
género Acacia, Cassia Grandis L., arvore de grande porte, com 1lin
das flores roseas e o Pau Ferro, Caesalpina Ferrea, de tronco or-
namental e flores amarelas, plantadas em vias publicas, jardins e

9
pragas .

A faveira, D. Dimorphandra Mollis Benth e D. Gard-
neriana Tul. (Caesalpina), bastante conhecidas no cerrado brasi -
leiro, apresentam no interior de suas favas, rutina e biflavondi-

des, que possuem amplo emprego na industria farmacéutica®.

0O estudo do género Hymenaea (leguminosae, Caesalpi
nioideae), espécie Hymenaea martiana, objeto de nosso trabalho,de
ve-se nao s6 ao fato de seu vasto emprego na medicina popular, co
mo sera descrito posteriormente, como tambeém por ser o Brasil, o

centro de maior distribuicao.



1.2 - O GENERO HYMENAEA

1.2.1 - Denominagao Popular .

Segundo Adolfo Ducke, as espécies brasileiras dog
nero Hymenaea sao, coletivamente, designadas pelos nomes popula -
res de "jutai" (amazonia), "jatai" (Rio de Janeiro e estados vizi
nhos) e "jatoba" (nordeste e centro), sendo que o ultimo destes o
mes se encontra divulgado no pais inteiro, mesmo nas regiaes onde

. . . ~ 10
os dois primeiros sao de uso corrente .

1.2.2 -~ Distribuigao Geografica

O genero Hymenaea (Caesalpinioideaé) tem uma ampla
distribuigao anfi atlantica, com 13 espécies neotrépicas e uma a-
fricana, H. verrucosa, ocorrendo na costa oriental da Africa. Evi -
dencias recentes sugerem uma origem africana do género, com migra
cao pelo Atlantico, ocorrida durante a era terciaria, quando os
continentes estavam mais préximos e a vegetacao da mata pluvial &
nha uma disperséo muito maior que atualmente. O centro de sua dis
tribuigéo neotrépica € a bacia amazanica, mas estendendo-se de 23°
N no México Central, por todo o ocidente, e por 2625 na América

do Sul, ocorrendo em toda regiéo, exeto no Chile e Uruguails.

O género e dividido em duas secgoes taxonomicas,que
sao: secgao Trachylobium, incluindo as espécies Hymenaea Verruco-
sa, H. Parvifolia e H. Oblongifolia, cujas variedades sao: oblon-
gifolia, davissi, latifolia e palustris; a outra secgao & Hymena-

ea com as espécies: H. Aurea, H. Courbaril (variedades: courba -



ril, stilbocarpa, subsesilis, altissima, longifolia, villosa), H.

des: rubriflora e glabra), H. Stigonocarpa (variedades: stigono -
carpa, pubescens e brevipetolata), H. Torrei e H. Velutina. A H.
Maranhensis foi mais recentemente descrita e incluida na taxono -
mia do género, e é originaria do municipio de Loreto, no Mara-

nhao, Brasil.

Para melhor visao da distribuigao do género, cen -

‘trada na Amazonia, sao apresentadas as figuras 1 a 3 seguintes,

. . 12-14
com algumas especies e variedades .

. Intermedia N, Intermedia
® vir.odenotricha A VELiniérmedia
® H reticulalo
* H.rubriflora

3 H. eriogyne Y H. parvifolia

.o, P x__ -0 2
80 70’ 60

FIGURA 1 - Distribuigao de algumas especies de Hymenaea.
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1.2.3. - Uso Industrial

A produgao abundante de resina é um fenomeno dos
angiospermas, em habitat tropicais e subtropicais. Entre as legu-
minosas, a subfamilia Caesalpinioideae € uma das que apresenta
maior importancia entre as produtoras de resina’". Assim, o géne-
ro Hymenaea (Caesalpinioideae, Datarie), se tornou muito conheci-
do por este fato, inclusive sendo denominado '"brazilian copal"
(secgao Hymenaea) e de "zanzibar copal' (seccgao trachylobium)16 .

. . . . 1 - .
Esta resina denominada " jutahycica" e usada comercialmente ,

. ~ . 13 .o . ~ . . .
na fabricagao de vernizes e na industria ceramica, apos pulveri

. N . 18 . -
zada, misturando-se a argila . Outro emprego da resina e como

19,20

antifungistico ou inseticida , dadas as propriedades toxicas

existentes na resina foliar, especialmente verificados nas espe -

cies H. Stignocarpa®’, H. Intermedia, H. Parvifolia'® °

13,22,23 .. e

;H. Cour
baril » H. Rubriflora, H. Reticulata, H. Verrucosa e oblon

13 ~ . . p A -
gifolia . A agao antifungica e atribuida ao tanino contido no ge

nero .

As arvores do géneroHymenaea dao madeiras bastan -
te resistentes, isto se deve entre outros fatores, pela presencga
do silicio verificado em espécies como H. Oblongifolia, var. da -
vissi24. As madeiras sao de boa qualidade, o que as tornam exce -
lentes para a obtengao de celulose e papel, destacando-se as espé
cies parvifolia, oblongifolia e courbar1125’26. As sementes de H.
Parvifolia, misturadas a outros agentes cremosos sao utilizadas
na industrializagéo da borracha27. Enquanto que na indistria tex-
til, cascas de H. courbaril servem para tratamento de fibras natu

. s 2
rais e sinteticas



1.2.4 - Uso Medicinal

O emprego medicinal do género restringe-se a medi-
cina popular, existindo muito poucas comprovagoes cientificas, es
pecialmente farmacolégicas, que justifiquem suas agoes medicinais
mencionadas popularmente. A espécie em questao, devido as suas a-
gSes mencionadas pela medicina popular, vem sendo comercializada
como fitoterépico, atraves dos extratos fluidos obtidosvdas cas -
cas,inclusive .pelos Laboratorios Kléin Ltda.para o "tratamento de infla -
magao da bexiga (cistite), uretrite e prostatite"eg. 0 material ko

tanico empregado neste trabalho foi fornecido por esta empresa.

Entre as diversas agoes medicinais atribuidas pela
medicina popular para a H. Martiana, destacam-se suas proprieda -
des adstringentes, sedativa e flatulenta, justificando o uso de
suas cascas para diarréias, desinterias e dispepsias. Emprega-se,
popularmente, a resina para o tratamento da fraqueza geral, larin
gite, asma e bronquitelo. Também € muito conhecido e utilizado,eg-
pecialmente no nordeste brasileiro, o famoso "vinho de jatobé",cg

L. 10,30
mo poderoso fortificante .

Estudos farmacolégicos realizados com extratos hi-
droalcodlicos das cascas de Hymenaea marpiapa, em nosso laborato-
rio, demonstraram uma agao antinflamatdéria e inibidora das respos
tas da musculatura lisa isolada a varios neurotransmissores. Es -
tes resultados jé contribuem , pelo menos parcialmente, para jus
tificar o vasto emprego da planta pela medicina popular. Embora
raros os trabalhos farmacologicos sobre o género, relata-se um es
tudo de atividade antineoplésica, com especies de Hymenaea32 e em
outra‘publicagéo, esta propriedade e atribuida a presenga de tani

no contido nas folhas das mesmas3l.



1.3. — REVISAO QUIMICA DO GENERO

As espécies do género Hymenaea jé estudadas do pon
to de vista quimico sao: H. courbaril, H. intermedia, H. martia -
na, H. oblongifolia, H. parvifqlia, H. reticulata, H. rubriflora,
‘H. stigonocarpa e H. verrucosa. Nestas espécies foram isolados e

23,33,34. 23,34

identificados compostos de natureza tanica , fendlica

] . P 16,17,19,23,35-37 ~
e principalmente terpenica . No entanto, sao es -
cassos os estudos farmacolégicos que comprovem quais destes com -
postos seriam respénséveis pelas agSes medicinais, atribuidas, po
pularmente. Por outro lado, existem evidéencias de que os taninos,

contidos na casca de especie do genero Hymenaea, possam estar re-

lacionados com alguns dos efeitos terapéuticos ja mencionados

O genero, e muito rico em substancias ténicas, po-
rem foram pouco investigadas quimicamente, havendo, apenas, o re-=

lato sobre o isolamento dos compostos designados de: prodelfinidi
34 '

nas e procianidinas » 0SS quais apresentavam sete ou mais subuni -

dades de catequina e pesos moleculares superiores a 2000.

Quanto a presenga de esteroides, o unico encontra-
do em levantamentos bibliograficos realizados foi o isolamento de

37
sitosterol em cascas de H.courbaril .i

Algumas especies de Hymenaea sao muito ricas em car
bohidratos, sobretudo no oleo de suas sementes, com destaque para

a H. courbaril, que atinge o indice de 67,7%39.

0] género contém grandes quantidades de compostos
que foram estudados e publicados, em tese de doutoramento,por Leo
Mac Closkey34 . Nos compostos fenélicos, tambéem foi investigada a

~ . 19
agao anti-herbivoros .



Compostos terpenoides sao os produtos naturais mais
abundantes e caracteristicos do genero. Ourisson, Langenheim e co
laboradores estudaram a sistematica, aspectos taxonamicos, evolu-

. : . - . 15,17,19, 35—
tivos e quimicos do genero, a partir destes produtos

37,40,41 ‘o .

. Os estudos envolvem uma analise dos .diterpenos e ses -
quiterpenos, isolados, por eles mesmos, e outros pesquisadores,em
varias espécies sul-americanas, inclusive brasileiras, e africa -
nas atingindo um total de oito espécies de Hymenaea. Entre outros

foram isolados acidos diterpenicos e, principalmente, hidrocarbo-

netos sesquiterpénicos, que serao relatados a seguir.

Acidos diterpénicos sao encontrados, principalmen
te, na resina do tronco, raizes e frutos. O acido ;diterpénico,dg
nominado acido copélico (1) tem o esqueleto do acido agatanedicar
boxilico (2) e foi isolado a partir de resinas do tronco e raizes
de H. courbaril17 . Ja o acido enantiopinifélico (acido enantio -
labd-8 (20)-en-15,18-dioico)(3) foi obtido a partir da resina do
tronco de H. verrucqsa4o e H. oblongifolia_16 . Outro acido isola-
do desta Ultima foi o acido guamaico (enantio—labd—S(éO),13—dien—-

15,18-dioico) (4)16 .

l

' COOH -
Mo~ H

Acido copalico (1)

o ¢
y /\(COOH
. / \ i
[ b ooM Me COO

Acido guamaico (4)

Acido enantiopinifolico (3)



10

Da resina do tronco de H. parvifolia isolou-se o é

) . . . 16
cido enantio 13 epilabdandico(5)

Todos estes diterpenos pos-

16,17,36

suem esqueletos labdane(6) e sao biciclicos . Outros diter

penos biciclicos, isolados da especie H.courbaril, tronco e cas -

~ . 35 .
ca, sao: acido labd-13-en-8-0l-15-0ico(7) ~, acido epurea-7,13-

dien 15 oico(8), acido labd-13-en-8-f-01-15-0ico(9) e acido labd-

) 37 -~ .
8—&—01-15—0100(10) ,sendo que os tres ultimos haviam sido isola -

dos anteriormente da H. verrucosa

acido enantio-13-

epilabdanoico (5)

acido labd-13-en-8-01-15-

oico (7)

acido labd-13-en-8
(301—15 oico (9)

esqueleto labdane (6)

acido epurea-7,13-

dien-15-0ico (8)

acido labdan-8-0
0l-15-oico (10)
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Foi demonstrado que as estruturas dos diterpenos i
solados da resina das sementes de H. courbaril sao mais rearranja

das que a daqueles isolados de seu tronco. Entre os primeiros es-

~ p 36
tao os diterpenos bicarbociclicos, abaixo apresentados (11-14) .

CH;
\
CH,CHy CHCHaCOOCH3

(11) (12)

H
cnzcnz;c =7
ony COOCH

CHy

CM,
COOCH;

(13) _ (14)

Diterpenos bicarbociclicos de semente de H. courbaril.
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Em contraste com os compostos diterpénicos bicicli
cos com arranjo labdane, os diterpenos encontrados nas sementesde
H. verrucosa sao tetra e penta ciclicos, com esqueletos kaure-~
ne (15) e trachilobane (16). Nesta mesma espécie, tambem, foi iso
lado um diterpeno com esqueleto labdane, o acido zanzibarico (17)

36

esqueleto kaurene (15) esqueleto.trachylobane (16)

aooc” * AC

acido zanzibarico (17)
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Os hidrocarbonetos sesquiterpenicos foram isolados
a partir da resina foliar de varias espécies, e da resina das se-
mentes de H. courbaril. Estes sao derivados. por ciclizagao de
trans-trans e'trans—cis—farnesil pirofosfatos (18-19), a interme-
diarios que, por ciclizagéo, originam os compostos sesquiterpéni—

13,36
cos conhecidos .

- N
orP ) -OPP
Trans-trans farnesil Trans-cis fornesil
pirofosfato (18) pirofosfato (19)

Entre estes sesquiterpénos devemos indicar: o cube
beno, o. copaeno (21), @ copaeno, cariofileno (22), @ humule -
no (23), v muroleno (24), « selineno (25), P selineno (26), & ca-

13,43
dineno (27), y cadineno (28) .
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[

:

%

ol cubebeno (20)

ol copaeno (21

Ay

(5 humuleno (23)

cariofileno (22)

f.

Y muroleno (24)

o, selineno (25)

) e

.‘5 selineno (26)

& cadineno (27)

74

¢ cadineno (28)
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Entre as espécies, estes compostos sao identicos
. . . . . . 13,36,42
qualitativamente, porem, variam quantitativamente , como
13
pode ser observado na tabela 1 e figura 4 . Os sesquiterpenospre
dominentes nas espécies sao: cariofileno o e p selineno, sendo
. . 7 . < . . . g . 13’19921123
que ao primeiro e atribuida atividade antifungica e aos
sesquiterpenos, em geral, a atividade inseticida, exercida pelas

propriedades toxicas e dissuadoras a insetos herbivoros

TABELA 1 - Sesquiterpenos isolacdos da resina foliar do género Hy-

menaea

Composto Numero: Sesquiterpeno

of cubebeno
o copaeno
nao identificado
(* copaeno
cariofileno
nao identificado
C:humuleno

Y muroleno

O 0O N O g b W

of + 3 selineno

{
nao identificado

N
= O

Y cadineno

$ cadineno

[R5
N

nao identificado

[oay
w

nao identificado

[y
D
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FIGURA 4 - Compostos da resina foliar das espécies amazonicas do

genero Hymenaea*

H. Rubriflora - - H. Reticulata
v
g goi Recife, Pernambuco,. mso Reserva Ducke
EBO Brasil 80! Manaus,_ Am., Brasil.
L o
;,70‘ ‘§*7O
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* Cada gréfico mostra a média de oito amostras, exceto H. reticu-
lata (cinco amostras), H. rubriflora (tres amostras), H. martia

na e H.Courbaril-Bahia (seis amostras).
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Alem destes sesquiterpenos, outros foram isolados
e identificados a partir da resina das sementes de H. courbaril ,
recebendo as seguintes denominagoes: ciclo .sativeno, d.himachale—
no (29), selene-4 (11), 7 (11) dieno e o ja conhecido cariofile-
no, em maiores quantidades, enquanto que p bourboneno (30), ca-

lareno (31), selina-4 (14), 7-dieno, ¢, calacoreno (32) e os cita

dos humulenos, & :.cadinenos e ainda o muroleno, <. calacoreno

. 36
em quantidades minoritarias ’43;

¢ Himachaleno (29 P Bourboneno (30)

Calareno (31) o/ Calacoreno (32)
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1.4 - ESPECIE EM ESTUDO E SUA DISTRIBUIGCAO GEOGRAFICA

'Hymenaea martiana Hayne, Arzneik e geralmente en -
trada como uma arvore de medio porte (fig. 10 e 11), na regiao do
cerrado dos estados de Goias e norte de Minas Gerais. Alem disso,
ela tambem se estende pelas regioces de caatinga de quatro estados
do nordeste (Piaui, Ceara, Pernambuco e Bahia) e pelo sul do Para
guai e Argentina. Embora esta especie cresca em ecossistemas rela
tivamente secos, aparecem mais frequentemente nas margens dos rios.
A floragao ocorre nos meses de outubro a janeiro e a frutifiéagéo
por volta de agostolg.'Em levantamentos realizados por Lee e Lan-
genheiml2 a especie foi localizada nos seguintes estados e munici
pios: Alagoas (Uniao dos Palmares), Bahia (Vila Nova, Barra, Cae-
teté, Barreiro, Rio Corrente, Sao Raimundo Nonato, Jacobina), Cea
ra (Juazeiro), Goias (Luziania e Rodovia Brasilia-Pires-Rio Corum
ba, Serra-Dourada, Rodovia Luziania a Vianépolis e Ilha do Cata -
1ao), Mato Grosso (Saloba, Corumba), Minas Gerais (Paraopeba, Ro-
dovia Brasilia-Rio Abaeté, Famosa, Ituitutaba, Rio das Velhas, Pa -
racatu), Pernambuco (Paulista, Buique, Cabrobé, Olinda, Parnami -
rim). No sul do Paraguai e na Argentina, no municipio de Candela-

ria, a especie tambem ocorre.
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1.5~ POSIGAO SISTEMATICA DE HYMENAEA MARTIANA (Hayne,Arzeik)

Divisao
Classe
Subclasse
Ordem
Familia
Subfamilia
Tribo
Género
Secgao
Espécie

Sinonimia Vulgar

Angiospermae
Dicotyledoneae
Archiclamydeae
Rosales
Leguminosae
Caesalpinioideae
Datarie

Hymenaea

Hymenaea

Hymenaea martiana

Jatoba

19
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1.6~ RESUMO DA ESPECIE

Arvore de médio ou grande porte, com 15 metros de
aitura. Folhas com peciolos de 12-18 mm, densamente pubescentes e
folhinhas com pedicelos curvados de 4-6 mm; sao de formato ovado
a obovado-oblongo, medindo de 5,5-7,5 x 2,5-4,5 cm., com a super-
ficie adaxial das folhaé adultas lustrosa , esparsamente pilosa e
a superficie abaxial bem acinzentada, coriécea, obtusa, a base o-
bliqua, com o lado interno agudo e o externo moderadamente arre -
dondado. Sao muito floradas, ramagem intensamente acinzentada to-
mentosa e os pedicelos longos, 4-7 mm. Flores de tamanho médio,hi
pantio campanulado, com uma haste basal longa, de 4-6 mm, discoi-
de, proeminente, com massa adicional de tecido nectarifero; cali-
ce lobado ovado a obovado, cerca de 12-14 x 8-10 mm; pétalas ova-
das-obovadas, sésseis, sub-iguais, aprox. 15 x 6-8 mm, brancas, es
tames longos, aprox. 25 mm, anteros, aprox. 6 mm; ovario longo-es
tipado, geralmente com um tufo de pelos na base, menos comumente
glabro, estipe e estilete longos, 6 e 18 mm, respectivamente; 6VE ,
los em numero de 8-12. Frutos oblongos, condensados cilindricamen
te, muito lisos, algumas vezes com suturas bem elevadas, lustro -
sos, preto-amarronzadcsa marrons de aprox. 9-12 x 3-4,5 x 2,5-3,
5 cm Sementes (4-6) obovéides, a elipséides, marrons escuras,com

sulcos horizontais.
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1.7 - CONSIDERAGCOES GERAIS SOBRE A QUIMICA DE FLAVONOIDES

Flavonoides sao substancias amplamente distribuil -
das no reino vegetal, que possuem um esqueleto carbonado, dispos-

to numa configuragao: C6—C3—C6, que corresponde a dois anéis aro-

maticos (anéis A e B), ligados com uma unidade de tres carbonos

~ 46
(anel C), que pode ou nao formar um terceiro anel

- . . . 51
Sao conhecidos cerca de duzentos flavonoides naturais .

Estes se apresentam sob forma livre, ou ligados a
agucares, sendo designados, neste caso, de flavonoides glocosi -
deos. Os flavonoides podem, numa so planta, apresentar varias com

binagoes glicosidicas.

A classificagao do tipo de flavonéide'numa planta,
e baseada, inicialmente, num estudo das propriedades de solubili-
dade e reagoes coloridas por eles apresentadas. Sao reconhecidas
cerca de dez classes de flavonodides, apresentadas na tabela 2. Os
flavonoides estao presentes em todas as familias e em todas aspar
tes do vegetal, mas algumas classes de flavonoides sao mais ampla
mente distribuidas que outras. As flavonas e flavondis sao univer
sais, enquanto que as isoflavonas e biflavonois sao encontrados em
44

poucas familias de plantas O tipo de flavonéide, assim como a

sua localizagao, numa planta, vao influenciar na escolha do meto-

45
do de isolamento do mesmo



TABELA 2 - Classificacgao

dos F&vonéides.
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Tipo de Flavonoide Distribuigao Prop. Caracteristicas
1 - Antocilaninas - Pigmentos florais - Hidrossolubilidade;
., escarlate, .
(ve?m ’ - Em cromatografia em
azuis);

0= glicose

Em folhas e outros

tecidos.

Antocianina Tipica (ligada a agucar)

papel, mével em BAA,
(Benzeno:Acetona:A-
gua).

2 - Proantocianidinas - Em plantas flores- - Fornecem antociani-
tais (pouco colori  dinas por aquecimen
dos). to ( 0,5h.) em 2M

HC1.
Antocianidina
3 - Flavonois e Dihi- - Pigmentos florais - Apés hidrolise aci-

droflavonois*

pouco corados);

Muito presentes
em folhas.

) Y] . - .. O
*(Dihidroflavonois sao flavonois dihidrogenados

em 2 e

da. Observa-se na
luz UV, pontos ama- .
relos brilhantes em
cromatogramas.

3)

ver p. 3&.

4 - Flavonas - Como flavonois - Idem acima, exceto
pela cor dos pontos
ser marrom.

5 - Glicofavonas - Como flavonois - Contém ligacao C-C

Ex.:

Orientin - R1

H,

R

gli.

agucar;

’

Em cromatogramas, e
movel em égua, dife
rindo das flavonas
normais.
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TABELA 2 - (Continuacgao).

Tipo de Flavonoide Distribuigéo Prop. Caracteristicas
6 - Biflavonois - quase exclusivos - Em cromatogramas BAA.
OMe
de Gymnospermas, apresentam pontos
sao pouco cora - com alto valor de
Me' - - dos. Rf.
F.X.: Kaiaflavonaon ©
7 - Chalconas -~ pigmentos florais - Apés tratamento com
amarelos. amonia fornecem uma

cor vermelha.

8 - Auronas - Idem anterior. — Idem anterior

9 - Flavanonas - Em folhas e fru =: - Apés tratamento com
tos (sao pouco co Mg/HC1, fornecemcor
rados) ; vermelha intensa.

- Sao mais concen -
trados no genero

Citrus.
10 - Isoflavonas --Em raizes, sendo - Em cromatogramasséo
pouco corados; moveis em agua;
- Exclusivos da fa- - Apresentam cor ines
milia Leguminosae. pecifica em testes

usuais.
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1.8 - CONSIDERAGCOES GERAIS SOBRE GLICOSIDEOS

Glicosideos sﬁo”compostos»formadOS’por carbohidra-
tos (ag&cares), em combinagao com outra classe de substancias qui
micas. Todos podem ser hidrolisados, fornecendo entao o ag&car e
o0 composto ligado a este, chamado componente aglicona do glicosi—
deo. O agﬁcar e a aglicona se encontram ligados gragas a uma rea-
gao de substituigéo-do grupo hidroxila anomerico (pertence ao car
bono anomérico, que € o carbono de um grupo hemiacetal: RO—éeOH )

do agucar, por um grupo R (R=C,N) ou OR (R=H, CH etc.) da agli-

3’
cona. No glicosideo apresentado na equagao (1), ocorre a substi -

fuigéo do grupo OH do carbohidrato pelo grupo OR da aglicona vani

lina
H
no% ochy
L
HO HO - 0 CHO
L]
Equagao (1) - Hidrolise acida do glicosideo glicovanilina.

Na formagao do glicosideo, deve-se considerar o ti
po de agﬁcar envolvido, se este for a glicose, o derivado e umglu

p p 47
cosideo; se for a frutose, um frutosideo, etc. .

Muitas agliconas apresentam variados e importantes
papéis. Estas podem funcionar como corantes, responsaveis pelas

cores das plantas, como as antocianinas e antoxantinas; podem tam
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bem apresentar atividades farmacolégicas, como as derivadas de per
hidrofenantreno, as digitoxigeninas, gitoxigeninas, digoxigeninas,
que pertencem a classe de glicosideos com atividade cardiaca os
glicosideos cardiotdonicos, salientando-se além disso, que as agli

. ~ 48,49
conas ainda exercem outras funcoes relevantes .

A configuragao dos glicosideos seguem as mesmas ca
vengSes adotadas para os ag&cares anameros, ou seja, aqueles que
diferem apenas na configuragao do Carbono hemiacetal (R0 - { - OH),a-
nomérico47. Estas convengoes baseiam-se nos seguintes pringipios:
1 -0 ag&car gliceraldeido possui um atomo de carbono assimetri -
co*, permitindo assim a existéncia de dois isOmeros oticos: levor
rotatério e um dextrorrotatorio. Como e muito dificil prever-se a
rotagéo efetiva de um isomero 6tico, adota-se a convengéo prépos—
ta por E. Fischer. Na forma plana de um agﬁcar, quando a hidroxi-

la esta para a direita, tem-se um D—agﬁcar, quando a hidroxila es

ta para a esquerda, tem-se um E:égﬁcar.

Os simbolos D e L, indicam, portanto, a configura- .
cao, isto e, a disposigao dos grupos, no espago, e nunca o poder
rotatorio do composto. Assim, um agﬁcar pode ser D (dextroconfigu-

rado) e desviar o plano de luz polarizada para a esquerda e vice-

50
versa
fHO fHO
HO CHO H - f - OH HO - ¢ - H
H - C*- OH HO - C* - H HO - ¢ - H H - L - OH
CH_OH '
2 H2OH H - f - OH HO - f - H
D - Gliceraldeido L - Gliceraldeido H - f - OH CH_OH
, ] 2
CH
2OH

D - Giicose L - Xilose
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Por definigao, o carbono assimetrico mais distante
do grupo aldeido determina a configuragao e esta e D para o isome-

ro mostrado, desde que tenha a mesma que o .D-gliceraldeido (OH a

direita da projecao de Fischer).

2 - Os acgucares devido a sua conformagao, permitem ainda adotar as

configuragoes o e 3 . Este fato pode ser verificado pelo seguin
: 2

te exemplo:

Configuragéo especial da glicose.

Observe-se que o carbono 1 esta proximo do carbono
5. Esta conformacgao facilita uma reacao entre o grupo aldeido CHO

e o grupo alcool OH formando-se um HEMIACETAL, do que resulta o

fechamento da cadeia.

I
H-¢ - OH iHO HO - ¢ - H
H—Z—OH 5 H - - OH H - - OH s
"HO- C3 - H —_ HO - é - H —— HO - _H
H-0¢¢ - OH H-¢ - OH H-¢ - OH
H_OH '
§ 2 4,0H GH,OH

o - D - glicose D - o\licose 3- D - glicose
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Note que a ciclizagao surge um novo centro de assi
metria na molécula,no carbono 1. Portanto, e licito supor-se que
existe duas glicoses: o e @ . Entao a convengao adotada e sim -
ples: o anomero o & o que tem a mesma configuragao do OH no car-
bono anomérico e no carbono que determina a configuragéo do pré -

prio agucar (carbono assimetrico mais distante do grupo aldeido).

Como a configuragao do)glicosideos segue estas con
vengoes ecima relatadas, entao se um glicosideo de um D—ag&carten
a D—configuragao no carbono anomerico (C-1), ele é designado como
um ci—D—glicosideo e se tem a L-configuragao, no carbono anoméri
co, e chamado de @ —D—glicosideo, que é mais comum para glicosi—

47,50
deos naturais ' .

CHzOH o OH
HO
0 0
HO OH \
OH (o) :

-

: 4
Apigenina 7-0- (5 -D-glicosideo 6
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1.8.1 - FLAVONOIDES GLICOSIiDEOS

Sao glicosideos cuja parte aglicona é constituida
por flavondide(s). Portanto, um flavonoide glicosideo & composto

. . 45
de flavonoide(s) ligado(s) a agucar(es) .

A glicosilagao do flavonoide pode ser de seus gru-

pos hidroxila, resultando os flavonoides O—glicosideos, ou de seu

nﬁcleo, produzindo os flavonoides C-Glicosideos, discutidos nos

: 46
itens seguintes .

Os flavonoides encontrados, na natureza, geralmen-
te se apresentam como flavonoides glicosideos. Numa mesma planta,
normalmente, ocorrem em varias combinag5es glicosidicas, sendo ra
ra a ocorréncia de um Unico flavonoide numa planta. Dentre os fla
vonéides, a quercitina, é o flavonoide mais comum, admitindo mais
de setenta combinagoes glicosidicas jé analisadas e identifica -
das. Alem disso, numa mesma planta, frequentemente, existem dife-
rengas consideraveis entre os glicosideos achados em seus varios

. ~ 45,51
orgaos .

1.8.1.1 - FLAVONOIDES O-GLICOSIDEOS

Os flavonoides O—glicosideos sao mais comumente en
contrados na natureza, onde um ou mais grupos hidroxila do flavo-
noide, unem-se a um ou mais agﬁcares por uma ligagao quimica he -
miacetal (RO-%-OH). A glicosilacao torna o flavonoide menos reati
VO enmis}ﬁdroa&ﬂﬁwﬂﬂpermitindo com isso que o mesmo seja armazena

do nas celulas vegetais.
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0] agﬁcar geralmente envolvido, € a glicose. Além
deste, nao € raro o aparecimento de galactose, ramnose, xilose e
arabinose. Outros agﬁcares, ocasionalmente,. encontrados sao: aldo
se, manose, frutose, apiose e os acidos glicuranico e gaiactura—
nico.Esses agﬁcares classificam-se como monossacarideos, ou seja,

agﬁcares nao hidrolissaveis, de formula geral CnH compostos

2n’n’ 4
de trés a sete carbonos. Os monossacarideos associados a flavonéi
des, geralmente,encontram-se na forma piranose, a mais estével,hg
vendo poucos relatos de seu encontro na forma furanose, menos es-
tavel. Os agﬁcares glicose, galactose, écido‘glucuranico e xilose
's3o D-agUcares e sao geralmente (3 ligados.ao grupo hidroxila, en
quanto que ramnose e arabnose sao L—agﬁcares e geralmente<ligados

ligados45’50.

6
- C - OH
H,,OH
- C - OH 0

H 0 H | H
g VAN
§ il ’ /i‘l
- C— HO\F———CZ H

H_OH
2O H

T

O—

ol -D-glicose ol -D-glicopiranose

Monossacarideos de forma piranose, essa forma € derivada da cicli
zagao de aldohexoses (agucares com 5 carboncs e grupo aldeidoLque
originara um ciclo tipo pirano. Como consequéncia,as hexoses rece

bem o sufixo piranose.

Monossacarideos de forma furanose: essa é originéria da cicliza -
cao de aldopentoses (aglucares com 5 carbonos e grupo aldeido) e
de cetohexoses (aglUcares com 6 carbonos e grupo cetona), que re -
sultara na formagao de um cicio de cinco atomos do tipo furano.0Os

agucares correspondentes recebem o sufixo furanose.

\J
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!ﬁ 0
HOH2C - | - OH . CHZOH
HO - C - H | |
| Q C c
H - ? - OH |5 H H lz
- f HOH,,Cyg //OH
CH_OH \\C C
2 'b |3
OH H
. -=D-frutose ‘ o« -D-frutofuranose

Tambem sao frequentes as associagoes de flavonoi -

des com agucares dissacarideos, aqueles que por hidrolise forne -

cem duas moleculas de monossacarideos, com formula geral
Cn(H2O)n 1° Os mais comumente envolvidos sao soforose e rutino -
se.

A ocorréncia de associagoescom tri e tetrassacari-
deos (aqueles que por hidrolise fornecem trés a quatro moléculas
de monossacarideos) sao menos comuns. O unico flavondide conheci-
do com qgquatro agﬁcares e o Kaempferol 3-soforotriosideo-7-ramno- -

sideo, isolado da espécie Solanum Tuberosum45.

1.8.1.2 - FLAVONOIDES C-GLICOSIDEOS

" 0s flavonoides C—glicosideos, sao aqueles que apre
sentam um ou mais ag&cares ligados pelo carbono ao flavonoide di-
retamente ao nucleo benzénico deste ultimo, pela ligagao C-C, que
& acido resistente. O agﬁcar geralmente esté ligado ao carbononas

posigoes 6 e 8 do nucleo do flavonoide.

Os agucares mais encontrados em flavonoides C-gli-
cosideos sao principalmente a gliéose, tambem galactose, ramnose,

xilose e arabinose.
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Os flavonoides agliconas mais envolvidos sao: fla-

vonas, ocasionalmente isoflavonas, flavanonas e flavonois.

Como ocorre com os O-glicosideos, os C-glicosideos

sao frequentemente encontrados apos derivagao por O-glicosilagao

(no agﬁcar ou hidroxilas fenolicas) ou por acilacao
6

(geralmente
. 4
de um agucar hidroxila)

Flavonoide C- Glicosideo

Apigenina 8-C V -D-glucopiranosideo (vitexina)

Ho Flavonoide O-glico

sideo
HO

Apegenina 7 - 0 - @ - D - (6" - 0 - acetila)glucopiranosideo
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1.9 — ANALISE ESPECTROMETRICA DE FLAVONOIDES

1.9.1 - ANALISE DE FLAVONOIDES POR ESPECTROMETRIA U.V.

E VISIVEL

Os flavonoides contem sistemas aromaticos conjuga-
dos e por isso apresentam bandas intensas de absorgao no espectro

ultravioleta (U.V.) e regioes visiveis do espectro .

A espectroscopia ultravioleta e muito usada para
flavondides, porque ajuda na identificagio dos mesmos, pela posiZ:
gao precisa e intensidade das bandas, no espectro, em metanol, 'é‘
tambem indica o local de substituigao dos grupos hidroxila e tipo
de oxigenacgao do flavonoide, devido as mudangas no espectro, cau-

%

sadas por reagentes de substituicao como: NaOMe, NaOAc, AlCl3 .o

(tab. 4 a 6).

O espectro U.V., tipico da maioria dos flavonoi -
des, e constituido de duas absorcoes maximas, que ocorrem na re

giao de: 240-285 nm (Banda II) e outra em 300-400 nm (Banda I)

(ver fig. 5).

Na interpretacgao dos dados fornecidos pelo U.V. tor
na-se importante consultar catélogos de referencias existentes

(ver referéncias 52-54).
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Isoflavona (genisteina)

Flavona (naringenina)

ou Dihidroflavonol

Flavona (apigenina)

Flavonol (Kaempferol)
\w\\\M///////m\\ Chalcona (4,2',4'-trihidroxi)

Aurona (4,6,4'-trihidroxi)

Banda 1

Banda I
Antocianina (pelargonidina 3-O-ram

e

. . ' — — nosideo)
© . 250 300 350 400 450 500 - nm .

FIG. 5 - Espectros de absorgéo U.V. de diferentes tipos de

. 46 ~ ~
flavonoides com padroes de hidroxilagao.
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As regices de absorgao no espectro U.V. para fla
vonas sao de 304-350 nm e entre 352-385 nm para flavonois (ver fi-

gura 5.)45.

R=H flavona

R=0OH flavonol

As isoflavonas, flavanonas e dihidroflavonois apre
sentam espectros, facilmente, distinguiveis dos de flavonas, por
exibirem a banda I em baixa intensidade, aparecendo, frequentemen
te, como um ombro (inflexdo) da banda II. Estes flavonois possuem
em comum a ausencia de conjungéo entre os sistemas aromaticos (a-
néis A e B), explicando-se assim a alteragao fundamental do cromo
foro. Em isoflavonas, a banda II aparece na regiao entre: 245-270
nm e a banda I como uma inflexao entre 300-340 nm. Flavanonas e
dihidroflavonois apresentam sua absorcgao maxima (banda II), na re

giao entre 270-295 nm (ver figura 5)4°.

W A

Isoflavona R=H Flavanona

R=0OH Dihidroflavonol
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[

Os espectros U.V. de chalé¢onas e auronas sao carac
terizados pela presenca de uma absorgéo da banda I dominante euma
da banda II relativamente menor. Em chalconas, a banda II ocorre
na regiéo entre 220-270 nm, enquanto que a banda I, entre 340-390
nm, e no espectro geralmente ha a presenga de um pico menor ou in

flexao entre 300-320 nm (ver fig. 5)45.

GUROENO @S

Chalcona Aurona

Para as antocianinas e antocianidinas, a absorgao
da banda I ocorre entre 465-550 nm e a banda II, na regiao de 270-

45
280 nm (ver figura 5) .

T

F

Antocianina (tipica) Antocianidina

Em geral, mudangas no espectro U.V. de flavonoides
podem ser causadas por alteragoes no modo de oxigenagao, substi -
tuigao ou hidroxilagao nos anéis. Se estas ocorrerem no anel A re
fletem na banda II e sendo nos aneis B e C refletem na banda I,
causando efeitos batocromicos das bandas no espectro. Metilagao e
glicosilagao causam pouco efeito hipsocramico da banda I, enqguan-
to que acetilagao do flavonoide tende a anular o efeito dos gru-

pos hidroxila fenolicos no espectro46



Na tabela 3 sao apresentadas as

de varios tipos de flavondides™?
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absorgoes no U.V.

TABELA 3 - Absorgoes das bandas I e II nos espectros de U.V. de

flavonoides (em nm)46
Tipo de Flavonodides Banda I Banda II
Flavonas 310-350 250-280
Flavonois 350-385 250-280
Isoflavonas 310-330 (inflexao) 245-275
Flavanonas e . ~
i 300-330 (inflexao) 275-295
Dihidroflavonois
Chalconas 340-390 230-270
Auronas 380-430 230-270
Antocianinas e )
465-560

Antocianidinas

270-280
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~ . 46
TABELA 4 - Interpretagao do espectro U.V. de flavonoides com NaOAc

Tipo de Deslocamento Observado Interpretacso
Favonodide. Banda I Banda II p ¢
Flavonas + 5 a 20 nm 7-0H

Flavonois

Isoflavonas

Flavanonas e

Dihidroflavonois

Chalconas

Auronas

(redugao se
ha 6- ou 8-
oxigenagao)

Reducgao da intensidade
com o tempo

grupos alcalisen-
siveis; 6,7 . ou
7,8 ou 3,4!'diOH

+ 35 nm

+ 60 nm

7-0H (com 5-0H)
7-0OH (sem 5-0H)

Decrescimo da intensidade
com o tempo

grupos alcalisen-
siveis: 6,7 ou
7,8-di0H

Deslocamento
batocromico ou
ombro no comprimen
to de. onda-longo.

4" e/ou 4-0OH
(chalconas) 4!
e/ou 6-0H (auro -
nas)




38

TABELA 5 - Interpretagao do espectro U.V. de flavonoides com NaOAc/

46
BOH,,

Tipo de

Deslocamento observado

. I etaca
Flavonoide Banda I Banda II nterpretagao
Flavonas +12 a 36 nm 0-diOH no anel

.. (relativo ao B
Flavonois

: espectro em
MeOH) .
Auronas Deslocamento 0-diOH no anel
6,7 7,

Chalconas menor A ( ou 8)
Isoflavonas +10 a 15 nm 0-diOH no anel

(relativo ao A (6,7 ou 7,8)
Flavanonas

espectro em

Dihidroflavonois

MeOH)
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TABELA 6 - Interpretagao do espectro U.V. de flavonoides com

46
AlCl1_ e A1C1_/HC1
Cl, 3/ .
Tipo de Deslocamento Observado Interpretacso
Flavonoide Banda I Banda II P ¢
Flavonas e +35 a 55 nm 5-0H
Flavonois
(A1C13/HCl) + 17 a 20 nm 5-OH com 6-oxige-
. nacao
nao muda 5-OH com 6-preni-
la
+50 a 60 nm 3-0H (com ou sem
5-0H)
(AlCls) Al1C1_/HC1 0-diOH no anel B
+30 a 40 nm
AlC1_/HC1 . 0-diOH no anel A
+20 a 25 nm
Isoflavonas, +10 a 14 nm 5-OH(isoflavonas)
+20 a 26 nm 5~-0H(flavonas,

F1 C
avonas e dihidroflavonois)

Dihidroflavonois

(AlClB/HCl)

(AlCls) A1C1_/HC1 0-diOH no anel A
+11 a 30 nm (6,7 e 7,8)
Al1C1_/HC1 Dihidroflavonol
+30 a 38 nm sem 5-0H

(sensivel a
NaOAc)




TABELA 6 (Continuacgao)
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Tipo de Deslocamento Observado Interoretacio
Flavonoide Banda I Banda II p ¢
Auronas

Chalconas 2'-0H (chalco

(AlClS/HCl)

+48 a 64 nm

+40 nm

nas)

2'-0OH (Chalco
nas)

com 3'-oxige-
nagao

+60 a 70 nm

4-0OH (auronas)

(A1C13) AlC1_/HC1 0-diOH no anel
+40 a 70 nm B
Aumento menor 0-diOH no an&l
A
Antocianidinas +25 a 35 nm 0o-diOH
-4
Antocianinas (em pH 2 )
AlCl .
( 3) Deslocamentos multiplos
maiores 0-diOH (3-dio

xi-antociani-
dinas)




TABELA 7 - Interpretagao do espectro U.V.
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de flavonoides com NaOM

é46

Tipo de

Deslocamento Observado

Flavonoide Banda I Banda II Interpretagao
Flavonas Redugao 3,4'-0H, 0-diOH
Flavonois continua da no anel A,
intensidade. anel B: 3-0OH
+45-65 nm 4'-0OH
nao diminui
na intensidade
+45-65 nm 3-OH, 4'-0OH nao
diminui a esta livre
intensidade
Isoflavonas nao desloca Anel A sem OH
Dihidroflavonois Diminui a ig Anel A: o-diOH
tensidade com
Flavanonas :
o tempo
Deslocamento 5,7-0H (flavano-

de 280-325 nm,

nas e dihidroxi-

aumento de in- flavonois
tensidade em

330-340 nm

+ 60 nm 7-0H, sem 5-0H

livre.
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1.9.2 — RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE FLAVONOIDES
1 .
(RMN "H)

A ressonancia magnética nuclear € um método funda-
mental para a analise de estruturas de flavonoides. Com a aplica-
c3o desta tecnologia € possivel: definir o tipo de oxigenagao pre
sente, determinar o numero e posicgao dos grupos metoxila, distin-
guir entre isoflavonas, flavanonas e dihidroflavonois e determi -

. . . 46
nar o numero e tipo de agucares presentes

Os sinais aparecem entre O e 9 ppm, referidos a
TMS, e definem, de certo modo, o tipo de H que representam, como

mostra a tabela 8 e figura 6.

Deslocamento

e T . rd
quimico (ppm) ipo de proton

0 TMS
+1 CH3 de ramnose
+1,7 grupo prénila
+2,0 ‘ CH, de acetato e aromatico
2,0-3,0 H-3 de flavanonas
+3,9 grupos metoxi aromaticos
3,5-4,0 maioria de H de aglcares
4,2-6,0 H-1" de agucares
5,0 H-2 de dihidroflavonois
6,0-8,0 H de aneis A e B
7,5-8,0 H-2 de isoflavonas

TABELA 8 - Deslocamentos quimicos de tipos de prétons de flavonoi
46 =
des ,
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Segundo a tabela anterior vimos que as flavanonas a-
presentam H-3 entre 2-3 ppm, isoflavonas H-2 entre 7,5-8,0 ppm e
dihidroflavondis H-2 em 5,0 ppm. Isto permite distinglir estesfla

vonoides.

Figura 6 - Regioes habituais de deslocamentos quimicos de flavo -

. 4
noides

Protons do anel B
i

Protons do anel A

— o
H-2 (isoflavonas)

o H-1"(3-0-glicosila)
—
H-3 (flavonas)
= goo (flavanonas)
—
H-1"(7- e 4'-0 glicosila;6- e 8-C-glico
- ~ sila)
Protons de aqﬁcares
—e
Metoxilas
—
H-3' (flavanonas)
f { _ ,
CH3 (remnose)
—
C-5 OH (12-14 ppm) (CHS)SSiO
p—a
T
TMS

L

5 A I NS IS S S S—
8,0- 70 60 50 40 30 20 LO O
pom{ &)

1 .
O espectro RMN H pode ser realizado fazendo os e-

teres trimetilsilano de flavonoides e usando CC14 como solvente52
-~ 45
ou usando os compostos sem modificagao em DMSO—dG,CDClsouC%QS .
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1.9.2.1 - PROTONS DOS ANEIS

1.9.2.1.1 - PROTONS DO ANEL A

- Em 5,7-dihidroxiflavonoides

Os prétons em posicao 6 e 8 aparecem separadamente
como dubletes (d,J=2,5 Hz) na regiao de 5,7-6,9 ppm. O H-6 apare-
ce em campos maiores que H-8 e quando o hidroxila de posigéo 7 es

. 45
ta glicosilado, este muda para campos mais baixos (ver tab. 9).

Flavonoide H-6 (ppm) ~ H-8 (ppm)
1.Flavonas, flavonois,isoflavonas 6,0-6,2 d. 6,3-6,5 d.
7-glicosideos de.1: -6,2-6,4 d. 6,5-6,9 d.
2.Flavanonas e dihidroflavorois  5,75-5,95 d. 5,9-6,1 d.
7-glicosideos de 2. 5,9-6,1 d. 6,1-6,4 d.

TABELA 9 - Deslocamentos quimicos de prétons do C-6 ¢ C-8 em 5,7-

dihidroxiflavonéides5

- Em 7-hidroxiflavonoides
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0 H do C-5 é fortemente desprotegido pelo grupocar
bonila em posigéo 4 e assim aparece em 8,0 ppm como um dublete
(d,J=9 Hz), devido ao acoplamento orto com o H-6. O H-6 aparece co
mo um quarteto (q,J=9Hz e J=2,5Hz) em campos ménores que em 5,7-dihidro

) 45
xiflavonoides (ver tab. 10).

Flavonoide ' H-5(ppm) H-6 (ppm) H-8(ppm)
Flavonas,flavonéis,isoflavonas 7,9-8,2d. 6,7-7,1 q. 6,7-7,0 d.
Flavanonas e dihidroflavonois 7,7-7,9 4. 6,4-6,5 q. 6,3-6,4 d.
TABELA 10 - Deslocamentos quimicos de protons dos C-5,6 e 8 em

7—hidroxif1avonéide352.

1.9.2.1.2 - PROTONS DO ANEL B

- Em 3!, 4'-dioxiflavonoides

0 préton do C-5' aparece como um dublete (d,J=8,5
Hz), na regiao de 6,7-7,1 ppm. C H-2' surge como um dublete (d,J=
2,5 Hz) e o H-6' como um quarteto (q,J=2,5 e 8;5 Hz), sendo que
ambos ocorrem na regiao de 7,2-7,9 ppm e,-geralmente, estao so -
brepostos. Pelos deslocamentos quimicos dos H-2' e H-6', a metila

gao de OH-3' pode ser distingiiida daquela do OH-4' (tabela 11).

Em 3', 4'-dioxiisoflavonas, flavanonas e dihidro -

te
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flavonois os protons em posigéo 2', 5' e 6' aparecemcomoummulti-

plete complexo, geralmente com dois picos, na regiéo de 6,7-7,1
45
ppm .

Flavonoide H-2'(ppm) H-6' (ppm)
Flavonas (3',4'-OH e 3'-0H,4'-0Me) 7,2-7,3 d 7,3-7,5 q.
Flavonois (3',4'-OH e 3'-0OH,4'-OMe) 7,5-7,7 4 7,6-7,9 q.
Flavonois (3'-OMe,4'-0H) 7,6-7,8 d. 7,4-7,6 q.
Flavonois (3',4'-0OH,3-0O-glicosila) 7,2-7,5 d. 7,3-7,7 q.

TABELA 11 - Deslocamentos quimicos de H-2' e H-6' em 3', 4'-dioxi

flavonéidessz.

- Em flavonoides 4'-oxigenados

Os protonsde C-2',3',5' e 6', devido a livre rota-
cao do anel B, aparecem coﬁo dois pares de dubletes (d,J=8,5 Hz )
orto acoplados na regiao de 6,5-7,9 ppm. Os prétons de C-3' e 5!
geralmente ocorrem em campos méis altos que H-2' e H-6' devido ao
efeito de blindagem do oxigénio substituido e a influéncia de des
blindagem das fungoes do anel C nos H-2' e 6'. A posicao do H-2',

~ 45
6' depende da oxigenagao do anel C ~. (ver tabela 12).
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TABELA 12 - Deslocamentos quimicos de H-2', 3', 5' e 6' em flavo-

néides_4' oxigenados52

Flavonoide . H-2',6"' (ppm) H-3',5' (ppm)
Flavanonas 7,1-7,3 d. 6,5-7,1 d.
Dihidroflavonois 7,2-7,4 d. 6,5-7,1 d.
Isoflavonas 7,2-7,5 d. 6,5-7,1 d.
Chalconas (H-2,6 e H-3,5) 7,4-7,6 d. 6,5-7,1 d.
Auronas 7,6-7,8 d. 6,5-7,1 d.
Flavonas 7,7-7,9 d. 6,5-7,1 d.
Flavonois 7,9-8,1 d. 6,5-7,1 d.
1.9.2.1.3 - PROTONS DO ANEL C
- Em flavonas
O H-3 aparece como um singlete, na regiao de 6,3

ppm. Este sinal pode ser confundido com os H-6 e¢ H-8 em 5,6,7-,5,

7,8- ou 5,6,7,8-0xiflavonas, que ocorrem na mesma regiéo de H—%S.

diferencia-los, se faz uma trimetilsilaniza-

géo do OH-5, que provoca deslocamentos quimicos diferentes nestes

protons. Assim, o H-3 muda para campos menores

nao e afetado

que H-8,

o H-6
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- Em isoflavonas

O proton em posigao 2 aparece em campos mais bai -
X0os que a maioria dos protons aromaticos, na regiéo de 7,6-7,88
ppm, devido a sua posicgao (3 em relagao ao grupo carbonila e por

. . ~ . 45
estar num carbono ligado a oxigenio

Quando é utilizado DMSO—d6 como solvente, ocorrenmi
gragéo do sinal para campos menores: 8,5-8,7 ppm, e com CDCl A a-

52
parece em 7,8-8,1 ppm .

- Em flavanonas e Dihidroflavonéis

Em flavanonas, o H-2 aparece como um quarteto (q,J

=transll Hz, Jcis=5 Hz) na regiao 5,2 ppm. Os.protons em posigao

3, originam quartetos em campos maiores, devido a interagao spin-
spin entre eles (J=17 Hz) e com o H-2. Os quartetos aparecem na

regiéo de 2,8 ppm, sobrepostos, nao sendo possivel diferencia -
45

los
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Em dihidroflavonois, os protons do C-2 e C-3 es -
tao dispostos trans-diaxialmente entre si, e, portanto, aparecem
como dubletes (d,J=11 Hz). O H-2 aparece em 4,9 ppm e o H-3 em
campo mais alto, em 4,3 ppm. A glicosilagao do 3-0H, causa uma mu

4
danga para campos menores que os de H-2 e H-3 S (ver tabela 13).

Flavonoide ' H-2 (ppm) H-3 (ppm)
Flavanonas 5,0-5,5 qg. ’ 2,8 q.q.

Dihidroflavonois 4,8-5,0 d. 4,1-4,3 d.
Dihidroflavonol (3-O-glicosila) 5,0-5,6 d. 4,3-4,6 d.

TABELA 13 - Deslocamentos quimicos de protons dos C-2 e C-3  em

Flavanonas e dihidroflavonéis52.

1.9.2.2 - PROTONS DO AGUCAR

1.9.2.2.1 - FLAVONOIDES MONOGLICOSADOS

0] préton do agﬁcar, em posigao 1 (H-1"), geralmen-
te aparece em campos mais baixos que os demais prétons deste. 0
deslocamento quimico exato do H-1" informa o local da glicosila -
¢ao ou ate mesmo a natureza do agﬁcarsz. Ex: H-1" em flavonol-3 -
O-glicosideos ocorre em 5,7-6,0 ppm, enquanto que em flavondide
7,5- e 4'—O—glicosideo e 6 e 8—C—glicosideo aparece na regiao de
4,8-5,2 ppm.
E possivel diferenciar flavonol—3—0—glucosideos de

3-O-ramnosideos, pelo H-1" que, neste Ultimo, aparece em 5,0-5,1
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ppm. Esta mesma distingao nao e possivel com dihidroflavonol-3-0-
glicosideos, pois em ramnosideos e glucosideos o H-1" aparece em

52
4,0-4,3 ppm .

A constante de acoplamento do "H-1" com H-2" em gli
cosideos (? -ligados e de 7 Hz ao acoplamento diaxial e isto é
bem observado em agﬁcares com rotagao limitada em relacao ao na -
cleo do flavonéidesz. Em ramnosideos- o -ligados, o - acoplamento
idiequatorial entre H-1" e H-2" fornece um aumento da constante de

acoplamento de 2 sts.

Diferente dos demais ramnosideos e o sinal de ram-
nose-C-metila, que aparece como dublete (J=6,5 Hz) ou multiplete ,

em 0,8-1,2 ppm52.

1.9.3 - RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE FLAVO -
NOIDES (RMN13C)

~ . . 13 .
A ressonancia magnetica nuclear do C, tambem se
constitui num metodo de grande importancia na elucidagao de es -

truturas de flavonoides.

Por este método e poSsivel se estabelecer o numero
de atomos de carbono da molécula, do flavonoide (neC oxigenados),
do agﬁcar; a identificagao de agﬁcares C- e O~ ligados e de subs-
tituintes acila e sitios de acilacao; a determinagao dos pontos
de ligagao interglicosidica e de sitios de C- ligagoes. Segundoyé
rios autores, a maior explicagao de RMN de 130 para flavonoides é
na determinagao de agﬁcares, que de outra forma requeriria tecno-

46
logias mais demoradas e complicadas .

0 espectro e realizado considerando-se como compos
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to de referencia o tetrametilsilano (TMS), cujo sinal aparece em

O ppm e usando como solvente solugoes de d_-DMSO, (CD3)2CO ou pi-

6
idina-d_. .
ridina-dg

Os sinais ocorrem entre 0-200 ppm, sendo que cada

carbono diferente corresponde a um unico sinal (ver tabela 14 e

figura 7).

TABELA 14 - Deslocamentos quimicos para tipos de carbono de flavo

noides
Tipo de Carbono Deslocamentos quimicos habituais
(Referéencia:TMS,sinais em ppm)
Carbonila (4-ceto,acila) 210-170

Aromatico e olefinico:
165-155 (sem oxigenacao em o/p)

a-oxigenad ~
oxigenado 150-130 (com oxigenagao em o/p)

135-125 (sem oxigenagao em o/p)

b-na i d
nao oxigenado 125-90 (com oxigenagao em o/p)

Alifatico:
a-oxigenado (agucares) 83-69 (C-1 de O-glicosideo,
+ 100 ppm)

b-nao oxigenados(C-2 e 3

de flavanonas) 80-40 (epicatequina C-4,28 ppm)
Metilenodioxi 100
Metoxila 55-63 (60-63=0-dissubstituido)
Metila de acetila 17-20

Isoprenila (—CH CH=C(CH)3)2) 21 (CH2),122(CH),131(C),18(CH3)

2
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O-romnoglucosila . -~ * ¥
on o =matice 5o i
. %« AC .\ { alifatico
aromatico a i
: nao oxigenado
oxigenado

carbonila

d ML U.«JWUU,H L

4 752,% &3 3 16" 5 101 8 3"5"4”'|5I"' DMSO [
1.06 Zu 6!
423" _
T T T
p.p.m. 15C 100 50

13 4
FIG. 7 - Espectro RMN C da rutina 6.
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1.9.3.1 - EFEITOS DE SUBSTITUINTES

Os deslocamentos quimicos dos sinais sao muito afe
tados pela introdugao de substituintes, como pode ser verificado
na tabela 14. Esses efeitos sao previsiveis em suas estengoes e
tem conduzido a formulagéo do "efeito do substituinte", dado que
define o efeito esperado (nas ressonancias do C aromatico) pela

~ 4 62’63
introdugao de um novo substituinte no anel aromatico .

Os deslocamentos quimicos causados em flavonoides
por efeito de novos substituintes no "C-1" (onde esta ligado o}
substituinte) e nas posigoes orto, meta e para ao mesmo sao da -

dos (em ppm) na tabela 15.

Substituinte c-1 orto meta para
Hidroxila +26,9 -12,7 + 1,4 - 7,3
Metoxila +31,4 -14,4 + 1,0 - 7,7
Metila +8,9 + 0,7 - 0,1 - 2,9
Acetoxila +23,0 - 6,4 + 1,6 - 2,3

TABELA 15 - Deslocamentos quimicos devidos a efeito de substituin

te no C-le posigoes o,m,p- de um flavonéide”

Utilizando-se estes dados de efeito de substituin
te e possivel calcular com relativa precisao o espectro de um fla
vonoide desconhecido, através de um similarmente substituido conhe
cido. Para isto € necessario executar-se varias comparacoes  com

64-67

espectros de referencia, disponiveis na literatura tambem

verificar a tabela 16.



TABELA 16 - Espectro rRMNT3C de varios
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. 46
flavonoides agliconag

Flavoncide c-2 ¢-3 C-4 c-5 C-6 ¢-7 c-8 c-9 c-10  c-1* C-2¢ C-3' C-4' C-5' C-6* CH
Flavonas

Apigenina !63.8c 102.8 181.8 161.9 98.8 164.1 96,0 157.3 103.7 121.3 128.4 116.0- 161.5 116.0 128.4

‘e

tuteclina 164-5 103.3 182.z 162.1 99.2  164.7  96.2 157.9 104.2 122.1 113.8 146.2 150.1 116.4 119.3

Tricetina 166.2  143.2 181.6 161.6 89.0  164.2 93.9 157.5 104.0 120.9 106.0 146.5 137.9 146.5 106.0
Flavontis

Kaeapferol ——m—— o i3» 146.8  135.6 175.9  160.7 ©8.2 163.9 93.5 156.2 103.1 121.7 129.5 115.&4 159.2 115.4 129.5

Quercetina wm-  —. —e;n 156.96 135.5 175.8 160.7: 98,2 163.9 93.3 156.2 103.1 122.1 1:5.3° 145.0 147.6 115.6° 120.0

Patylezina 147,17 135.5 1761 151.8° 130.9 157.2 93.7 151..° 103.5 122.1 ]15.2e 1451 147.8° 115.2° 120.1 6.3

Kyrizetin (3-C-galactese} 156.2 133.9 177.5 161.Z 98.6 164.0 93.3 156.2 104.0 120.2 108.8 145.3 136.6 145.3 108.8
Isoflavanas

Forsoncneting 153.1 12406 17408 127.4  115.3  162.7 102.2 157.6 116.8 123.3 130.2 113.7 159.1 113.7 130.2 55.2

Geritzeina 183.6  122.4 18G.2 162.1 98.6 164.3 93.7 157.5 106.6 121.4 130.0 115.2 157.6 115.2 130.0
Dinidreflavonas

Aaringerina 78.2 42.0 195.6 163.3 95.8 166.4 84.9 162.7 101.9 128.9 127.6 115.1 157.4 1I5.1 127.6

Eriodicziol 78.4 42.2 196.C 163.6 95.9 166.7 5.1 1629 102.0 129.7 114.5° 145.3° llo5.7t 1!5.60 119.2
Dihidnoiiavuggl\
(Dihid'cquerc::ggg::) 83.1 1.7 197.: 163.3 96.1 166.8 95.1 152.5 100.6 128.1 115.3 lLk.Qt 145,77 115.3  119.2

CH =

Aurena .

Sulf uretina 1656 180.9 125.2 115.9 167.3 98.2 165.¢ 113.7 112.6° 1233 131.5° 145.3 187.7 1LIT.S 12,2
Chalcora b -3 {-z Cel: c-2'  ¢-3 C-4*  C.5! c-6* c-1' -l c-2 c-3 C-4 c-5 c-6

3 c
Isolicuiritigenina 143-€  i17.8 191.4  164.6 102-6 165-4 107.9 132.3 113.2 125.8 130.6 115.8 159.9 115.8 130.6

a - solvente: DMSO-d

deslocamentos quimicos dados em ppm, ref,

6’
TMS, para saber a numeragéo dos carbonos - ver p.
21).
b - sistemas com numeracao diferente - ver tab. 2, p.22).

c,d,e - valores podem variar em algum outro aspecto.
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1.9.3.2 - IDENTIFICAGAO DE AGUCARES

O espectro RMN 13¢ ¢ sem dtvida muito atil para de

finigao de modos de oxigenagao de flavonoides - ver tabela 14 e fi

guras 8 e 9 (cujos espectros apresentam diferentes modos de oxige-
nacao do anel B), que é muito importante na definigao do ag&carql
volvido e seus substituintes. Isso e valido principalmente para
flavondides C-glicosideos, cujos agicares sao de dificil identifi

~ . . 46
cagao por qualquer outro metodo .

164.1

130.7
150
1014
— 937
93.6
742
61.0

<
~
~

a ~ . ne - o v @ wa e '3

" e - w TS . -

LYY v o o - Hvo o no o (3]
© A4 [¢]

13
Fig. 8 - Espectro RMN C de Kaempferol 3-0O-glucosideo em DMSO—d6

46
(952C)
1 - sinal do carbono carbonilico aparece em campo mais baixo (177,
4 ppm)
2 - sinais dos carbonos aromaticos oxigenados sao agrupados em

156-164 ppm, com C-3 a 133 ppm.

3 - sinais dos carbonos aromaticos nao oxigenados aparecem em 93-
131 ppm.

4 - sinais dos carbonos do agﬁcaf em 61-77 ppm com C-1, em campo

mais baixo, em 101, 4 ppm.

ati
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FIG. 9 - Espectro RMN C de tricetina 6-C-glucopiranosideo (Isog
finetina) em DMSO—d6 (309C)46.

1 - A presenga de um substituinte C-ligado ao C-6 é evidente pelo
deslocamento do sinal do C-6 para 109 ppm (da posigao normal
de 98 ppm em 5,7-dihidroxiflavonoides - ver fig. 8)

2 - Os padroes dos sinais dos carbonos do agﬁcar identificam o a-
agucar como glicose - ver tabela 17.

3 - Em contraste a um glicosideo O-ligado, os sinais de todos os

seis carbonos do agﬁcar aparecem na regiao de 60-82 ppm.
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Todos agﬁcares normalmente encontrados, sejam e-

les O ou C ligados fornecem diferentes padroes de sinais no espec

tro RMNIBC - ver tabela 1768. Substituintes adicionais nestes agg

- 1
cares sao rapidamente identificados por espectro RMN 3C, bem como

sao os pontos de ligacao (pelos deslocamentos dos sinais).

N . ‘. ~ . 6
substituigao do agucar em flavonoides sao os seguintes

Em termos gerais, os deslocamentos induzidos pela
6,69

1 - O-glucosilagao de uma hidroxila do flavonoide produz um deslo

camento de 2 ppm, para campos maiores, no sinal do carbono ad
jacente do flaVonéide e um deslocamento de 1-4 ppm, para cam-
pos menores, nos sinais dos carbonos orto e especialmente pa-
ra-relacionados a este.

C-glicosilagao de um flavonoide aglicona causa um deslocamen-
to de 10 ppm, para campos menores, do sinal do carbono glico-
silado, sem contudo, afetar significativamente, os outros si-
nais.

Glicosilagao de um agﬁcar pela glucose causa um deslocamento
de 8 ppm, para campos menores, no sinal do carbono glicosilaé
do, acompanhado por um deslocamento de 1-3 ppm, para  campos
maiores, nos sinais dos carbonos adjacentes. A glicosilagao
por ramnose, causa deslocamentos menores, 3-6 ppm para campos
menores € 1-2 ppm para campos maiores, respectivamente.
Acilagao (acetatos, benzoatos, etc.) de um agﬁcar geralmente
produz um deslocamento de cerca de 2 ppm,'para campos meno -
res, no sinal do carbono acetilado, acompanhado de um desloca
mento de 1-3 ppm, para campos maiores, dos sinais dos carbo -

nos adjacentes.
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TABELA 17 - Ressonancias dos Carbonos de agﬁcares, em espectro

RMN 130, de alguns flavonoides C- e O—glicoside0368.

a,b
o

Tipo de Glicosidé c-1" C-2" C-3" C-4" (C-5" C-6"

0-glucosideo(7-1igado) 100,2 73,3 76,6 69,8 77,4 60,9
C-glucosideo(8-1igado) 73,9 71,4 78,8 70,8 81,4 61,5
O~ga1actosideo(3—ligado) 102{3 71,3 73,4 68,0 75,8 60,8
C—galactosideo(B—ligado) 73,9 68,5 75,4 69,1 80,5 61,3
0- o -ramnosideo(3-ligado) 101,9 70,4 70,6 71,5 70,1 17,3
C- o —ramnosideo(8-ligado 77,3 75,0 75,5 72,2 72,2 18,1
O-xilosideo(2"—0—ligado) 102,4 73,7 75,9 69,4 65,5

C—xilosideo(G—ligado) 74,6 70,3 78,5 70,0 70,0

0- « —arabinosideo(3—ligado)101,8 71,7 70,8 65,9 64,1
0- ot —arabinofuranosideo

(3-1igado) 108,1 82,1 77,2 86,2 61,0
C- oL —arabinosideo(8-1igado) 74,4 68,2 74,5 68,9 71,0

0-glucuronideo(3-1ligado) 101,1 73,7 75,9 71,3 75,9 169,7
0-allosideo(3-1igado) 99,9 71,6 71,6 67,2 75,1 61,3
O-apiosideo(2"-0-1igado) 109,0 76,5 79,1 74,0 64,4

a - piranosideos (} -ligados, solvente dg-DMSO.
b - o sitio de ligacao pode afetar a ressonancia do C-1 de O-gli
cosideos (normalmente & 2 ppm), e outras ressonancias em C-

glicosideos (normalmente + 0,5 ppm).
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1.10 - ATIVIDADE BIOLOGICA DE FLAVONOIDES

Numerosas investigagoes indicam claramente que sob
condigoes experimentais particulares certos flavonoides, depen -
dendo de suas estruturas, apresentam atividades antinflamatoria s
antialérgica, antiviral e outras. Por outro lado, existem evi -
déncias experimentais indicando que alguns flavonéides, possuem
atividade mutagenica e carcinogénica70. Porém esta poténcia muta
génica, demonstrada pelo teste de Ames71, € menos acentuada do
que a encontrada em substancias similares. O efeito mutagénicopg
de ser consequéncia entre a semelhanga dos nucleosideos (compos-
to formado de uma base nitrogenada ligada a um agﬁcar, encontra-
dos nos acidos nucleicos-DNA e RNA) e flavonoides, que podem le-
var a insergéo do sistema benzopirano dos ﬁltimos, entre as ba -
ses dos nucleosideos. Isto parece possibilitar‘que o0 teste de A-
mes seja incapaz para distingﬁirentﬂrcbrepresséo de gens normal-
mente inativos e verdadeiras mutagénesis, uma vez que a observa-
gao que induziu o résultado positivo era somente ¢ aparecimento
de novas caracteristicas que podem ter muitas outras consequén -
cias do que oncogenesis em animais. De fato, nao existem relatos
de .agbes toxicas com o uso de flavonoides em dosesmoderadas (me-

nos de 1 g/dia/paciente adulto).

Como vimos ha muito o que esclarecer sobre a ati-
vidade biolégica de flavonoides. Também‘sao muitas as duvidas so
bre a absorgao, distribuigao, metabolizagao e excregao dos flavo
noides. Enquanto que muitos experimentos "in vitro" sao descri -
tos para esses compostos, estudos "in vivo" de efeitos de flavo-
noides sao menos frequentes. A quercitina, um composto freqﬁentg
mente ativo em muitos sistemas "in vitro", e pobremente absorvi-
da no homem, nao se conhecendo tambem dados importantes sobrésua

A 70
farmacocinetica .
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Enfim, sao numerosos os estudos comprovando as a-
gSes biologicas de flavonoides naturais, especialmente envolven-
. do sistemas imunologicos, inflamatorios, alergicos, entre outros,

que serao comentados a seguir.

1.10.1 - ATIVIDADE ANTIVIRAL

Biflavonéides, compostos flavonoides e derivados
destes tém provado ser antiviroticos eficazes em condigoes "in
vitro" e "in vivo". Os flavonodides sao ingredientes de produtos
farmaceuticos antigripais e estruturas anélogas de flavonoides
téem mostrado um efeito favoravel no curso de hepatite viral agu-
da-humana. O mecanismo da atividade antiviral destes agentes nao

. 72
esta ainda bem esclarecido .

Os flavonodides como a quercitina, morina, rutina,
quercitrina foram examinados em suas atividades em ratos infec -
tados por diferentes tipos de virus. Assim foi observado que a
quercitina e morina, por via oral, protejeram ratos contra diver
sas infecgoes virais, enquanto que a rutina e quercitrina eram
ineficazes. A quercitina, nao so apresentou-se eficaz para o tra
tamento da infecgao por virus "mengo", como também, mostrou-se e
ficiente em infecgoes induzidas por virus EMC, c0l.SK e MM em a-
nimais de experimentagéo. Em contraste, ratos infectatos por vi-
rus sindbis e herpes simplex tipo 1, nao foram protegidos por tra
tamento com quercitina, sugerindo uma atividade antiviral seleti
va para infecgoes por cardiovirus. A toxicidade apresentada pela
quercitina € baixa em ratos adultos (doses orais simples de mais
de 10 g/kg de peso sao bem toleradas). Muito embora tenha sido
observado efeito negativo em ratos, a quercitina e outros flavo-
noides naturais demonstraram um efeito antiviral contra herpes am

. 73 . . -
culturas de celulas . A quercitina tambem apresenta uma agao an
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ti-infectiva e anti-replicativa "in vitro" contra virus respira-
torio sincicial, parainfluenza tipo 3, herpes simplex tipo 1 e
antipélio tipo 1. A hesperitina nao possui atividade antinfecti -
va, mas apresenta efeitos anti-replicantes contra cada virus. Ja
a catequina mostrou propriedades antinfectivas contra virus sin-
cicial respiratério e herpes simplex tipo 1 e auséncia de ativi-
dade anti-replicativa, enquanto a naringenina nao apresentou ati
vidades antinfectivas nem anti-replicativas. Outros flavonoides
sintéticos, como a dicloroflavona, possuem poderosa atividade an
ti-rinovirus, embora esta agao nao tenha sido ainda  comprovada

. 3 70
"in vivo", no homem. ..

Recentemente,um flavonoide isolado de uma planta
medicinal chinesa, identificado como 4',5-dihidroxi-3,3',7-trime
toxiflavona, também exibiu uma acentuada atividade inibitoria"in
vitro" contra rinovirus e virus coxsackie em cultura de tecido .
Este composto inibiu a replicagéo intracelular viral, possivel -

~ p 70
mente por interferir com a iniciagao da sintese de RNA viral .

Estudos realizados "in vitro" com os flavonoides
quercitina, rutina e hesperidina, demonstram que o primeiro apre
sentou uma atividade inibitdria a citotoxidade das células huma-
nas NK (Natural Killer). Estas celulas sao um tipo de linfoci -
tos, que podem espbntaneamente lisar uma variedade de célulaang
mais e malignas. Estes estudos tem despertado grande interesse emn
fungao de suas possiveis fungoes em mamiferos na defesa  contra

~ .o ~ . ~ ... 74
transformagoes neoplasicas espontaneas e infecgoes virais .

0 flavonoide cianidanol-3 (33) tem sido amplamen-
te usado no tratamentode hepatite viral aguda humana e e conhecido
por épresentar atividades hepato-protetoras em varios tipos de

experimentos. Este composto tem efeitos sobre a diminuigao de ni
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veis de excregao biliar e normalizar o nivel de bilirrubinas no
plasma, sendo observados em hepatites induzidas por galactosami-
na. Este flavonodide além de sua potencialidade em hepatite, pode
ria reduzir o efeito toxico de certas drogas contra-indicadas em

. 75
enfermidades hepaticas humanas .

(33) Cianidanol-3"

1.10.2 - ATIVIDADE ANTINFLAMATORIA

A inflamagao € um processo inespecifico, mediado
por diversas substancias endégenas, entre elas as prostaglandi -
nas (derivadas do acido araquidanico), que”pela.atragao de leucé
citos para o local da inflamacao, produz dor, aumento de permea-
bilidade vascular e da temperatural corporal. A_inibigéo da sin-
tese de prostaglandinas conduz ao alivio da dor local e efeito
antipirético. Esta agéo inibitoria pode ser obtida por vériqsf%g

. 71
vonoides .

0 flavonoide ‘ﬁ —~hidroxietil rutina (34) e ampla-
mente usado (nome comercial: Venoruton) para tratamento de cata-
ratas, varizes e outros problemas de fragilidade capilar, envol-
vidos em processos inflamatorios. Quando aplicado como um gel em

veias varicosas, a @ -hidroxietil rutina pode reduzir a dor.
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(34) @ -hidroxietil rutina

Biflavonoides e compostos naturais relacionados ,
entre eles, "silimarina",isolado do fruto da espeécie Silybum ma-
rianum, é conhecido ha muito tempo por mostrar uma atividade an-

. - 76
tiinflamatoria, especialmente em hepatite de varias origens .

Em culturas de células da espécie Podophyllum ver
sipelle (Berberidaceae), foi demonstrado "in vitro' uma ativida-
de antiinflamatoria pelos flavonoides isolados desta denominados
de podoverines A, B,C(SS;%L37). Podoverine:A e B inibiram neste
sistema ("in vitro'") com atividade superior a apresentada pela
=1,1 x 10_5m01/1). Os dois primeiros tiveram as

=4,7 x 107° ¢

quercitina (IC50

seguintes atividades inibitorias: Podoverine A:IC5

B:IC50=6,4 x 10'6 m01/177.

0

Podoverine A (35) - (36) R=0H, podoverine B
(37) R=H, podoverine C
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O flavonol glicosideo, Hypolaetin-8-O-glucosideo,
isolado da espécie espanhola,Sideritis mugronensis Borja (Labia--
tae), apresentou atividade antiinflamatoria cronica em abcessos

induzidos por carragenina (ED__=59,69 mg/kg), comparavel a ativi

50

dade de fenilbutazona (ED50=51,61 mg/kg) e agao protetora contra
Ulcera gastrica induzida pelo frio (ED50=57,32 mg/kg), em compa-

~ ~ 7
ragao com a agao da cimetidina (ED5O=23,88 mg/kg) 8.

1.10.3 - ATIVIDADE ANTI-HISTAMINICA

A liberagao de histamina e outros mediadores qui-
micos pelos mastocitos e basofilos esta diretamente envolvidanos
fenomenos alérgicos agudos como na anafilaxia, asma bronquica e
nas respostas inflamatorias. Os mastocitos estao amplamente dis-
tribuidos por todo o corpo humano. Enquanto que os basofilos sao
células sanguineas brancas (leucocitos) granulocitos, estando en
volvidos na defesa contra penetragao de microrganismos nas célu-

79
las .

Estudos tem demonstrado que a quercitina e outros
flavdnéides possuem uma potente atividade inibitoria sobre a li-
beragao da histamina "in vitro", em mastocitos de rato e em baso
filos humanos. A quercitina, um flavonoide natural, quimicamente
relacionado com o cromoglicolato de sodio, por possuirem em coO -
mum o nucleo benzopirano, sendo que a segunda € uma droga de gran
de valor no tratamento da asma br8nquica e um efetivo inibidor da
liberagao de histamina por basofilos de pacientes alérgicos. 0]
efeito inibitorio da quercitina "in vitro" e detectavel em con -
centragaes entre 5,0 e 50 uM e e concentragéo—dependente, mais
efetivo a baixos niveis de liberagao de histamina e reversivel em

células nao antigenicas ativadas. Também foi avaliada a agao de
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outros flavonoides de diferentes classes quimicas, na 1liberacao
de histamina por basofilos humanos. Nestes estudos foram demons-
tradas interessantes relagSes estrutura-atividade. O relato en -
volvendo 11 flavonodides de cinco classes diferentes, avaliando a
1iberag§o histaminica em basofilos humanos e estimulados por seis
diferentes secretores é apresentado. Os flavonois (3-hidroxi:
quercitina (43) e fisetina (38) e a flavona apigenina (39), ini

bem mais ativamente essa agao.

Das flavonas apigenina (39) e tangeritina (40), a

primeira foil muito ativa contra todos os estimulos empregados.

(38) Fisetina (39) Apigenina (40) Tangeretina

Ja a flavanona, hesperitina (41) e o dihidroflavg
nol, taxifolina (é&) (dihidroquercitina) mostraram pouca ou nenhu
ma atividade inibitoria contra qualguer dos agentes secretores,
Assim, comparando-se a atividade diferenciada apresentada por um
flavonol, como a quercitina (43) e um dihidroxiflavonol (taxifo-
lina) (42), sugere-se que a saturagao da ligagao €,-C, conduzin-
do decréscimo da planaridade do anel heterociclico, esta associa
da com a falta de atividade inibitoria. Tambeém os glicosideos,rg
tina (um 3-O-glicosideo) e naringerina (um 7-O-glicosideo) (44 e
45) sao inativos, possivelmente por causa de uma inabilidade em
atravessar a membrana das celulas ou porque oS grupos glicosidi—
cos impessam estericamente uma porgéo da molécula necessaria pa-

ra a atividade inibitoria. Enquanto que os flavonoides analogos
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de cadeia fechada, chalcona (46) e ' florentina (47), sao bons i-

70
nibidores
» : OH
OM
HO 0 OH liln
o0
oH o o
OH ©
(41) hesperitina _ (?2) taxifolina (43) querci-tina
on
g i
0-ramno glucosila
oH @
(44) rutina
OH o
(46) chalcona (47) -florentina

Uma atividade inibitoria da liberagao de histami-
na por basofilos humanos, entre 5,0 e 50 uM foi observada paraocs
flavonoides quercitina, apigenina, fisetina e :florentina e uma
atividade menos expressiva para os seguintes: tangeritina.e chal

70
cona .. .

A atividade anti-histaminica de outros flavonoi -
des em basofilos de pacientes com febre do feno, foi comparadaenm
relagéo a quercitina (o mais potente inibidor) e apresentada a
seguir, baseando-se em avaliagoes estrutura atividade. O flavo -

noide morina (48), que difere da quercitina somente nas posigoes
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das hidroxilas do anel B (2', 4' versus 3', 4' respectivamente),
foi totalmente destituido de atividade. Por outro lado, a mireci
tina (49), que possui um grupo OH ligado ac anel B em posigao5’',
comparada a quercitina foi ffacamente menos ativa que esta. A a-
pigenina (39), jé citada anteriormente, difere da quercitina pe-
la auséncia de 3 e 3'-OH, apresentou atividade inibitoria signi-
ficativa. Ja os flavonoides que nao apresentam o grupo OH no anel
B ( crisina e galangina -50 e 51) foram essencialmente inativos.
Por tudo isso, conclui-se que os derivados da flavona (mas nao
flavanonas) com grupo OH em 4' ou 3',4' e com grupo C-4-ceto-5 -
CH) acoplado foram os mais ativos, neste modelo experimental e a
atividade foi aumentada na presengé adicional de grupos C-3-0OH .
Este modo de hidroxilacao permite a formacao de quelatos, rela -
cionada com a atividade inibitoria da quercitina e outros flévo-

. 1
noides8 .

(48) morina (49) mirecitina

(50) c¢risina

(51) galanina
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Outro trabalho onde foram analisadas relagoes es-
trutura atividade, foi realizado com flavonoides de género ci -
truss2. varios flavonéides»deste género mostraram-se muito ati -
vos na inibigao da liberacao de histamina (por basofilos huma -
nos) e da enzima betaglucuronidade (por neutrofilos humanos) es-
timulados pelos secretores: antigeno, TPA, inoforo A23187 e f-Me

tLeuPhe, respectivamente.

Nesta condigao os dados apresentados neste traba-
lho sugerem que certos flavonoides do citado género, possuam "in
vivo" atividade antialérgica e antiinflamatéria. Os flavonoides
inibidores de ambos efeitos sao: apigenina (39), luteolina,driég
eriol, diosmetina e isorhamnetina. Outros SO apresentam a inibi-
gao da liberagao de histamina, como: tetrametoxiflavona, 5,6,7,
4' (TETRA), heptametoxiflavona 3,5,6,7,8,3',4' (HEPTA),itangere—
tina (40), sinensetina, nobiletina., Ja as flavonas , eriodictiol
e hesperitina (41),contendo ligagao C2—03 no anel C foram inati-
vos, bem como o flavonoide glicosideo, rutina, em ambas as ativi
dades. Como jé mencionado anteriormente, a atividade anti-hista-
minica de flavonas e flavonois € determinada pelo tipo de substi
tuintes no anel B em 4' ou 3',4', Compostos com OH em 4' ou 3!,
4' em ambos efeitos foram ativos, como luteolina, crioeriol,dios
metina. Tambem ficou provado que a atividade dos flavonoides ci-
trus € também influenciada por substituintes no anel A. Pois os
compostos com OH, ao invés de grupos metoxila, no anel A apresen
taram ambos efeitos, enquanto que aqueles que eram polimetoxila-
dos eh A, SO antagonizavam a liberagéo histaminica (ver tabela

18).
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TABELA 18 - Valores de IC50 de flavonoides citrus para a inibigao
de liberagao de histamina de basofilos estimulados
por antigeno, TPA, A23187, e de liberagao de beta-glu
curonidase por neutrofilos estimulados por f-Met-

82
Leupe .
IC5
s Flavonoide Liberagao
Posigao do subs »
tituinte - IC50 (3 glucuron.

Composto Anel A Anel B Anel € Lib. Hist. p/ neutrofilos
5 6 7 8 2' 3' 4' 5" 6' 3 C(C2-C3 Antigeno TPA Tonophoro f-Meti euPhe

Flavonas

a

Apigenina OH - OH - - - O - - - 1 13 11 37 23

Luteolina OH - OH - - OH OH -~ - - i <g 19 19 10

Acacetina OH - OH - - - QOMe -~ - - 1 - - - -

Chrisoeriol OH - OH - - OMe OH - - - i <5 13 <5 5

Diosmetina OH - OH - - OH OMe -~ - - i 15 11 5 27

TETRAS OMe OMe OMe - - -~ OMe - - - i - - 43 -

Tangeritina OMe OMe OMe OMe - - OMe -~ - - i - 29 50 -

Sinensetina OMe (OMe OMe - ~ OMe OMe -~ - - 1 bb 26 - -

Nobiletina OMe OMe OMe OMe -~ OMe OMe -~ - - i - 20 30 -

Flavonoides

Kaempferol Oh - OH - - - OH -~ - OH i - - 14 -

Isorhamnetina OH - OH - - OMe OH -~ - OH i <5 21 7 11

HEPTA OMe OMe OMe OMe - OMe OMe -~ - OMe i 25 42 - -

Flavanonas a

Eriodictiol O - OH - - OH OH - - - s - - - -

Hesperetina OH - OH - - OH OMe - - - s - - - -

Dihidrochalconas glicos{deos L.

- i= isaturado

Neohesperidina a.

) s= saturado

Dihidrochalconas

ram efetivos inibidores de liberagao de histamina,
varios secretores, por mastocitos de ratos.
a liberagéo de histamina em mastocitos da mucosa
ratos previamente infectados

siliensis. Em conntraste,

A quercitina (43) e outros flavonoides tambem fo

induzida por
A quercitina, inibiu
intestinal de
com o nematode : Nippostrongylus bra

a droga cromoglicato de sodio, quimica
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mente semelhante a quercitina foi inativa neste sistema, enquan -
to que o efeito da quercitina foi imediato. Os flavonoides acacen
tina (Tabela 17), apigenina, -crisina (50).e florentina (47) tam
bém demonstraram atividade‘significante, mas menos potente que a
quercitina. Ja os flavonoides catequina (52), flavona (38), mori-
na (48) e taxifolina (42) foram inativos. Estes resultados asseme
lham-se équeles previamente relatados em basofilos humanos. Em
contraste, fodos os compostos, exceto taxifolina,demonstraram ati
vidade significante'cohtra mastocitos peritoneais. Acacentina e
criéina foram os inibidores mais efetivos, sendo mais ativos do
qué quercitina. Rutina (44) e florenzina (gliconas da quercitinae

. . . : . . 79
de florentina) foram inativos em ambos os sistemas .
“OH'
HQ
OH
Oht 0

(52) catequina

A quercitina, alem de ser semelhante estrutural -
mente ao cromoglicato de sodio (CNa), como foi visto, também se
assemelha ao acido nordihidroguaiurético (NDGA), que é um inibi
dor da substancia de anafilaxia de reagdo lenta (SRS-A), que &
um importante mediador na indugao de broncoespasmos de asma aléE
gica humana. Estudos relatados confirmam que a quercitina e CNa
inibem a liberagéo de histamina induzida por antigeno em celulas
poritoneais de rato sensibilizadas. A droga NDGA nao apresentou
esta propriedade. Tambem foi descoberto que a quercitina inibe a
biossintese de SRS-A em fragmentos sensivelmente ativos de pul-

mao de cobaia. Em resumo, a quercitina alem de ser um potente i-

nibidor da 1iberagéo de histamina, também apresenta o mesmo efei
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to em SRS-A "in vitro". Isto, portanto, contribui para o seu es-
tudo como droga que possa ser terapeuticamente util no tratamen-

to de asma br6nquica83. .

Os efeitos anti—hisfaminicos também foram observa
dos em outros flavondides. Estes foram isolados da espécie Scu -
tellaria baicalensis, muito usada na medicina chinesa para o tra
tamento de doengas inflamatorias e alérgicas, . aterosclerose,
etc. Foi demonstrado que os flavonoides: wogonina (53), wogoni -
na-7-0-D-glucurinideo (54), baicaleina (55), skullcapflavona II
(56), (2—S)—2',5',6',7~—tetréhidroxiflavanona (57), (2-R,3R)-2',
3,5,6',7-pentahidroxiflavanona (58) e 2',5,5',7-tetrahidroxi-6"',
8-dimetoxiflavona (59), inibiram a liberagao de histamina em mas
tocitos de rato induzida pelo composto conhecido por 48/50 .(um
polimero sintético). Foi descoberto que a atividade inibitoria
dos trés ultimos compostos e de sklullcapflavona II era superior
a da baicaleina, uma droga com agoes antialérgicas reconhecidas
por Koda e colaboradore584. Estas evidencias reforgam a hipétese
de que o0s flavonoides podem ser clinicamente uteis como drogas

- 84
antialergicas .
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(53) wogoniﬁa:R1=R4=R5=R6=H, (57) (2s8)-2',5,6',7-tetrahi-
R2=OH, R3=OCH3 droxiflavanona:R1=R2=H
(54) wogonina-7-0-D-glucoronideo: (58) (2R,3R)-2',3,5,6',7-pen
R1=R*-R°=R®=H,R%=0-D-4cido tahidroxiflavanona:R® =
glucur6nico,?3=gCH3 ) OH,R2=H
(55) baicaleina:R =R =0OH,R =R =
R5=R6=OH
(56) skullcapflavona II:R1=R2=R3=R4=
OCH3,R5=H,R6=OH
(59) 2',5,5',7-tetrahidroxi-6"',8-
dimetoxiflavona:R1=H,R2=R4=R5=

OH,R3=R6=OCH3

1.10.4 — ATIVIDADE SOBRE A ANTIAGREGAGAO PLAQUETARIA

A inibigao de agregagao plaquetaria € de grande va
lor terapeutico na prevengao de tromboses e ateroscleroses. Os
flavonoides tem demonstrado serem efetivos inibidores "in vivo"
e "in vitro" de agregacgao plaquetaria em variasespécies ani -
mais85 . Assim, foi demonstrado que os flavonoides protegeram "in
vivo" o endbtélio das paredes dos vasos, diminuindo a adesao de
plaquetas em filtros de la de vidro e em superficies cobertas de
colégeno. Estes resultados mostraram que . os medhores: inibidores
da agregagéo eram compostos com baixa polaridade (grupo CHB,maior
atividade de flavonas em r*elagéo a moléculas hidroxiladas). Outro relato mos-
tra que os flavonoides 0-( @ -hidroxietil) rutinosideos, inibi -

ram a agregagao plaquetaria humana em ratos em plasma citrata -



73

do rico em plaquetas, induzida pela adrenalina ou ADP (adenosina
difosfato). Outros flavondides também inibem a agregagao plaque-
taria humana, bovina ou em coelhos. Quercitina e outros flavonéi
des inibiram a secregao de serotonina (substancia que causa a a-
gregagao plaquetéria) da plaqueta induzida por colégeno, trombi-
na ou tanino. Os melhores inibidores sao ativos na faixalOp,M85 .

A quercitina e rutina também foram agentes antiagregantes muito

potentes "in vivo".

E sugerido que a inibigao da agregagao "in vivo"
pode ser o resultado da inibigao das vias das ciclooxigenases ou
lopoxigenases86. 0 flavonoide isolado da planta Arnica Montanal.
(Asteraceae) tambem apresentou esta atividade antiagregante. A
flavona isolada, denominada de hispidulina (4',5,7-trihidroxi-6-
metoxi-flavona) inibiu a agregagao plaquetaria induzida por ade-
nosina-5'-monofosfato, acido araquidonico, PAF-aceter e colage -
no. A potgncia desta flavona fol comparada com teofilina, inibi-
dor muito conhecid087. Por outro lado, More e.colaboradoresSsv s
nao encontraram nenhuma agaoantiﬁagregante nos flavonoides ruti-
na, quercitina e naringenina, induzida por ADP, em plasma humano
rico em plaguetas. Quando as plaquetas foram lavadas em solugéo
com baixa concentragao de albumina, entao a quercitina apresen -
tou atividade inibitoria. Estudos de correlagao estrutura-ativi-
dade na inibigao sobre estas agregagoes plaquetérias em plaque -
tas humanas lavadas, permitem concluir-se que para que um flavo-

noide possa apresentar esta atividade deve ter:

1 - a presenga de ligacao dupla C2-—C3 e essencial;
2 - glicosideos sao muito menos ativos do que as. agliconas corres
pondentes;

3 - um alto numero de grupos hidroxila pode diminuir a atividade.

Outros compostos relacionados a flavonoides que
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podem inibir agregagéo plaquetéria sao chalconas, flavanbnassimg
tituidas, pterocarpanos ou benzopiranonas substituidas. Os bifla
vonoides, amentoflavonas, também apresentam esta atividade inibi
téria, tanto em sua forma normal como acetilada (amentoflavona

hexaacetilada).

Os flavonodides podem, portanto, constituir em uma
importante classe de compostos antiplaquetérios, de valor tera -

péutico. Porem, alguns obstaculos ou dificuldades permanecem:
1 - eles sao fracamente ativos '"in vitro";

2 - doses muito altas podem ser necessarias para a obtengao de

um efeito inibitorio.

Entre as vantagens da atividade antiplaquetérias
dos flavonoides estao as propriedades bioquimicas, como a inibi-
gao da via de cicloxigenases, impedindo a formagao do tromboxa -

no A baixa toxidade e ampla variedade de estruturas quimicas

2’
disponiveis.

1.10.5 - ATIVIDADE ANTI-HIPERTENSIVA

E bem conhecido O processo em que a enzima renina
& liberada na corrente sanguinea, age com a e 5 globulina chama
da de angiotehsinogénio’para produzir o decapeptideo angiotensi-
na I. Essa substancia tem atividade farmacolégica limitada, mas
€ ativada por uma "enzima conversora de angiotensina" (ECA) para

produzir o octapeptideo altamente ativo, a angiotensina II.

A angiotensina II € bem conhecida por ter uma ati

49,88 ~ Lo~
vidade hipertensiva . A avaliagao da inibigao da ECA "in vi-

tro" e extremamente importante para o desenvolvimento de drogras
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hipotensoras. Algumas drogas usadas no tratamento da hiperten -
sao, por exemplo, o captopril e o nonapeptideo (sQ 20,881), sao
efetivos inibidores "in vitro" da atividade da ECA. Este me smo
efeitos, porém com estruturas bem diferentes destes inibidores,ée
apresentado por quatro flavonoides isolados da espécie Diospyros
Kak188. Os flavonoides sao: astragalina (60), kaempferol-3-0-(2"
-0-galloil)-glucosideo (61), isoquercitrina (62) e quercitina
—3—0—(2"—O—galloil—glucosideo) (63), que inibem a atividade da
ECA de forma dose-dependente. Estes compostos produziram 67%, 53
%, 33% e 48% de inibigao em uma concentragao de 300 pg/ml, res -

”bectivamente.

(60) astragalina R1=R2=H CH
(61) kaempferol 3-0-(2"-o-ga1011::)-gluc‘osideo:R1=H,R2=co OH
: 1 5 OH
(62) isoquercitrina:R =0H,R =H OH
(63 quercitina 3-0-(2"-0O-galoil. )glucosideo:R1=0H,R2=Co O OH
oH

Outros flavonodides glicosideos tambem apresenta -
ram esta atividade hipotensora. Entre os isolados das cascas do
liméo, os compostos ativos foram: 6,8-di-C-glucosildiosmetina (64)
e 6,8-di-C-glucosil apigenina (65) e limoncitrol-3 @ —D—glucosi

deo (66)89-90
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(64): R=R'=g1ucose,R"=OH,R"'=OCH3
(65): R=glucose,R',R"=H,R"'=0H
(66): R=R'=R"=0CH_,R"'=0H, em posigao 3=0-glucose

Ja na especie Fortunella japonica os flavonoides

glicosideos com atividade hipotensora (em ratos), sao: 6,8-di-C-
glucosil-apigenina; 3,6-di-C-glucosilacacentina; 2"-0 « -L-ram-

91
nosilvitexina (67) e 2"-0- o —L-ramnosilorientina (68) .

(67): R=H,R'=OH
(68): R=R'=OH

H OH

OH
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A investigagao do antagonismo de efeito espasmogé
nico da angiotensina e outros dois polipeptideos (bradicinina e
eledoisina) foi realizada com determinados -flavonoides onde se
demonstrou que as agliconas eram mais potentes que os ;glicosi -
deos. Contra a angiotensina, os mais potentes por ordem foram:e-
riodictiol, quercitina, morina, rhamnetina e 4-metilesculetina ;
contra bradicinina foram: quercitina, rhamnetina e homoeriodic -
tiol, e contra eledoisina: quercitina, morina, rhamnetina e cate
quina. Avaliagoes estrutura-atividade revelaram que os compostos
mais ativos possuiam grupos hidroxila livre nas posig5es 5 e 7

. g2
do nucleo gama-benzo-pirona .

1.10.6 — ATIVIDADE CARDIOVASCULAR

A flavona 3-metilquertcitina (3-MQ) (€9) isolada de Vé
rias espécies do género euphorbia, além de apresentar pronuncia-
da atividade antiviral e inibigao da agregagao plaquetaria, foi
recentemente demonstrado um efeito cardiovascular em coelhos. A
3-MQ determinou vasodilatagéo direta da artéria central da ore -
lha do coelho, porém este efeito era significativamente menor do
que o da papaverina, um conhecido vasodilatador. Esta flavona e
a quercitina tambem demonstraram efeito cronotrépico positivo no
atrio direito da cobaia, e a primeira, além disso, possuia um e-
feito antiarritimico no atrio esquerdo da cobaia em concentra -

5 93

goes de 1 x 1072 e 2 x 20° g/m1”".

OH

OH o OH

CHy

OH

(69) 3- metilquercitina
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1.10.7 - ATIVIDADE ENZIMATICA EM DIABETES

E conhecido que o diabete mellitus causa aumento
dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos, o que acarre-

ta a longo prazo aterosclerose severa.

A pressao dorsal, bem como a pressao osmotica de
dulcitol, .que nao.pode ser metabolizado por.células humanas,pode
produzir disturbios visuais e deficiéncias na absorgao intesti -
nal. A enzima que reduz a glucose a dulcitol é a aldose-reduta-
se. Esta enzima é inibida pelos flavonoides por um mecanismo ain

71
da desconhecido. Apresenta-se a seguir alguns destes

Em flavonoides isolados da espeécie Brickellia glu
tinosa, foi demonstrado uma atividade inibitoria destes a enzima
aldose-redutase e comparada a compostos potencialmente ativos, a
quercitina e alrestatina(ver tabela 19) Os flavonoides isolados
ativos sao: centaureina, penduletina, quercitina 3-metileter,quer-
cetagetina 3,6,7-trimetil eter, quercitina'3,7—dimetil eter. Os
dois primeiros sao os que apresentaram menor atividade inibito -

ria (ver tabela 19)94.
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TABELA 19 - Inibigao de aldose redutase por flavonoides da espe-

cie Br;@kgllia glutinosa

Composto Percentagem de inibigao
10" M 107°M 10~ °M 10" "M

Centaureina 72 47 0
Penduletina Q7 64 21 0]
Quercitina 3-metileter 100 95 78 28
Quercitina 3,7-dimetileter 100 97 71 16
Quercetagetina 3,6,7-
trimetil eter 100 88 63 26
Quercitrina? 100 91 82 57
Alrestatina 100 92 44 17

a - nao isolados de B. glutinosa.

1.10.8 - ATIVIDADES ANTITUMORAL

Os flavonois eupatina (70) e eupatorentina (71) e

a flavona eupatilina (72) isolados da especie Eupatorium semis -

serratum, exibiram citotoxidade moderada quando testados

contra

carcinona de nasofaringe humano. Outros dois flavonois (metila -

dos) (5,7,3'-trihidroxi-3,4'-dimetoxiflavona e 5,7,3'-trihidroxi-

3,6,4'-trimetoxiflavona) isolados da especie Bacharis sarothroi-

7
des foram ativos contra carcinoma 9KB humano 6
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(70): R=R'=R"=OH,R"'=CH30

(72): R=OCH_,R'=H,R"=R"'=0H

(71): R=R'=OH,R"=R"'=CH30 8

Também a apigenina e os biflavonois morelloflavo-
na (73) volkensiflavona (74) e fugugelina apresentaram ativida -
des antitumorais. A quarcetagetrina e a patuletrina foram ati -
vas contra carcinoma pulmonar de Lewis ("in vivo'"). Mesmo haven-
do varios trabalhos publicados sobre este efeito anfitumoral dos

flavonoides, estes ainda nao sao utilizados normalmente nos tra-

tamentos de céncer76.

(73): R=R'=R"=R"'=0H
(74): R=R'=R"=0OH,R"'=H
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1.10.9 - ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA

O compostomeciadanol (0O-metil-3 (+) catequina) (75)
é um flavonoide que apresentou um acentuado efeito protetor con
tra ﬁlceraspépticas induzidas em ratos. Os metodos para induzir
ulceragoes, empregaram: instilagao,de etanol,ligacao pilorica seguida
poncﬁetaLﬂcmxg&ﬁcaindiana e a instilagéo de O0leo de arroz no es
tomago apos ligagao pilorica. Meciadanol foi capaz de reduzir a
incidéncia, numeros.e areas de ulceragoes, protegao de mastoci -
tos contra degranulagéo e preservar a vascularizagéo normal. Es-
ta droga tem sido bem tolerada em animais e voluntarios humanos.
Estes resultados indicam que mecladanol pode ser util no trata -

. . 95
mento de ulceras pepticas humanas .

OH

OH

(75) Meciadanol

Este efeito tambeém foi observado com as dihidro -
chalconas derivadas da droga antiulcerogénica, conhecida por so-
falcone, e suas atividades comparadas. As dihidrochalconas ati -
vas, foram: 2',4—bis(carboximetoxi)4'—(3—carboxi—2—buteniloxi)di
hidrochalcona (76), 2',4-bis(carboximetoxi)-4'-(3-metil-2-buteni
loxi)dihidrochalcona (77) e 2'-carboximetoxi-4,4'-bis(3-metil-2-
buteniloxi)dihidrochalcona (78). O composto mais ativo foi o (78),
cuja atividade foi igual ou ligeiramente menor que a da sofalco-

ne (79)°°.
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(o]

COOH Rs
(76): R=OCH,COOH=R' _rv=g % '

(77): R=R'=OC}12000H;R"=o—/:<

(78): R=oﬂ ,R'=OCH2COOH,R"=O—/::<

(79): R1=O'J—( ,R2=OCH COOH,

2

R3=0*“”:“T

Outro flavonoide também derivado sinteticamente ce
droga antiulceroggnica é o "solon". Este derivou-se de soforadi-
na, muito empregada na medicina chinesa para o tratamento de doen
gas digestivas. O composto solon foi administrado oralmente e in
traperitonealmente em ratos e inibiu de forma dose—dependente,ﬁi
ceras géstricas, induzidas pela aspirina acidificada, imersao na
agua e obstrugao intensa....Em . humanos solon ... tambem foi
gastroprotetor e reduziu dose-dependente as lesoes géstricas cau
sadas pelo stress, e induzidas por etanol absoluto administrado

97
oralmente .
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1.10.10 - ATIVIDADE ANTI-HEPATOTOXICA

Propriedades medicinais tem sido étribuidas_ao ex
trato aquoso de frutos da espécie Silybum marianum L. Gaerth(Cqm
positae) por mais de 2000 anos. O componente ativo é uma mistura
de flavonollignanas, chamados silibina (80), silidianina (81) e
silicristina (82), referidas coletivamente como silimarina. Es -
tes compostos isoméricos representam a condensacao de uma mole -
cula de taxifolina e alcool coniferilico, e possuem atividade an
ti—hepatotéxica de acordo com estudos em espécies animais reali-
zados. A silimarina é uma das poucas drogas nao imunodepressoras

e tem sido utilizada no tratamento de doengas do figado;

Produtos comerciais contendo silimarina teém um e-
feito estabilizante da membrana éitoplasmética do hepatécito, im
pedindo a agao de varias toxinas no figado. Silimarina pode tam-
bém causar deslocamentos de algumas toxinas do figado e tem uma
atividade regeneradora de células, através da estimulagao da pro
dugéo de RNA-ribossonal e sintese de proteinas - pré requisitos
para a sintese de DNA. Para haver regeneragéo celular e neceésé-
rio proliferagao e sintese de DNA. Portanto, de modo geral, oF]
efeitos da silimarina, sao: estabilizar as membrans celulares do

figado e conferi-lhes impermeabilidade a toxinas76



HO. [+] . o] H20ﬂ
oH
o 9

(80) Silibina

OH

(82) Silicristina

1.10.11 - ATIVIDADE ANTIDITARREICA

A presenga dos flavonoides galanina (51), miriceti

na (49), Kaempferol (81), quercitina (43) e acido galico nos fru

84

tos da especie Comptonia peregrina parece estar relacionada ao -

uso destes frutos contra diarréia na Europa Central desde o sécu

lo XIX76.

HO

OH

(83) Kempferol
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1.10.12 - ATIVIDADE HORMONAL

0 flavonoide genisteina, uma isoflavona (84), iso-
lado da espécie Trifolium subterraneum, demonstrou-se responsével
pela diminuigao da fertilidade em ratos devido a sua atividade es
trogénica, observada por Bennetts. Além desta isoflavona, muitas
outras possuem estavatividade, entre elas estao: daidzeina (85) ,
tectrigerina 7—g1ucosideo, irigenina, irilone 4—g1ucosideo e bio-
chanina 7-glucosideo (86). Entre estes compostos, daidzeina (85)
foi o flavonoide com maior atividade estrogénica em experimentos

. 7
em utero de rata 6.

(84) genisteina:R=R'=R"=0H
(85) daidzeina:R=R"=0H,R'=H

(86)biochanina 7-glucosideo:R=0CH_,R'=0H,R"=0-glucose

3?

Por outro lado, uma mistura de hesperidihas sinteé-
ticas fosforiladas produziu um efeito antifertilizante em alguns
ratos de um grupo de estudo; alem disso, somente um destes compos
tos possuia a agéo antifertilizahte76. Outros compostos isolados
da familia das Melissas (acidos cafeico, clorogénico e rosmarini-
do) também apresentaram além de suas propriedades antivirais, e -
feitos anti-hormonais devido as suas propriedades de se fixarem

em glicoproteinas como os hormanios hipofisérios9
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1.10.13 - ATIVIDADE ANESTESICA

A agao anestésica local de flavonoides tem sido u
sada para o tratamento de picadaé de insetos e em cirurgias o -
rais. A poténcia dos flavonoides em relagéo a este efeito, foi
demonstrado ser comparavel a da cocaina. 0 alivio da dor pode ser
interpretado como uma supressao da sintese de prostaglandina pe-

la inibicao de fosfolipase A_ (contida em muitos venenos) e ci -

o 2
clooxigenases

1.10.14 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana contra Pseudomonaé mal
tophilia e Enterobacter cloacae fol apresentada pelo flavonoi -
de ghcosideo, denominado de quercitina-3-O-galactosil (1-+6)-glu-
cosideo, isolado das partes aéreas da espécie Vicia angustifo -
lia. Esta atividade foi comparada a varios outros flavonoides gli
cosideos. O flavonol-glicosideo quercitina-3-O-ramnosideo apre - -
sentou o efeito mais potente. Também foram ativos: quercitina-3"
—O—glucosideo, quercitina-3-0-galactosideo, quercitina-7-0-gluco
sideo e quercitina-3-0O-galactosil (1s6) glucosideo, ja citado a-

.99
cima .

1.10.15 - ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Uma afinidade parece existir, nas plantas, entre
a presenga de compostos.fenélicos e a caracteristica do vegetal
em resistir a infecgaes virais e fungais. Por exemplo, a presen-
ca de apigenina 7- e 4'-glucosideos, luteolina-7- e 4'-glucosi -

deos e 7-ramnoglucosideos e quercitina-3-glucosideos tem sidocor
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relacionados com a resistencia de espécies do género Pyrus . a
doengas tipo ferrugem no vegetal76. A propriedade antifungica dos
flavonoides contribui para a durabilidade da madeira. Por exem -
plo, compostos com potente agéo antifﬁngica, inclui dihidroquer-
citirma em pinheiro Douglas e dihidrorobinetina, Keyakinina (87) e
Keiakinol (que € a flavona correspondente) na especie Robinia

76
pseudocarpa .

CHZOH(CHOH)3

(87) Keyakinina

Da mesma forma, naringenina, nobiletina, tangeri-
tina e 5,4'-dihidroxila 6,7,8,3'-tetrametoxiflavona protegem as
folhas de algumas plantas do género citrus, contra a doenca '"mal
seco" que é causada pelo fungo Deuterophoma tracheiphila. As iso
flavonas isoladas da espécie C. lindemuthianum (88 e 89) sao tam

. 76
bem fungicidas .

(88) R=H
(89) R=OH
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Alguns fungos podem degradar fitoalexinas; por e-
xemplo, Fusarium solani, um fungo patogénico da ervilha, metabo-
liza pisantina (90), uma fitoalexinapterocarpanoide, produzido

7
pela planta 6.

CH
OH

(90) pisatina
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1.11 - OBJETIVOS

A espécie Hymenaea martiana € uma planta com ampla
disseminagéo em nosso territdrio e empregada pela medicina popu-
lar para tratamento de diferentes doengas. Porém, nenhum traba -
lho quimico—farmacolégico foi publicado, conforme literatura con
sultada - Internacional Pharmaceutical Abstracts, que Jjustifique
suas agoes medicindis. Considerando as premissas estabelecidas ,
foi desenvolvido este trabalho, visando alcangar o seguintes ob-

jetivos:

1 determinacgao preliminar de atividade farmacolégica no extra-

to bruto;

2 - extragao, isolamento e purificagao de compostos biologicamen

te ativos neste extrato;
3 - identificagao dos compostos isolados;
4 - analise farmacolégica dos compostos purificados;

5 - modificacao estrutural desses compostos, visando melhorar suas

agoes farmacologicas.



CAPITULO II

II - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 - MATERIAL BOTANICO

Foram utilizadas cascas do tronco da especie Hyme

naea martiana, coletadas no municipio de Caeteté, no Estado da

Bahia. A identificagéo foil realizada pelo botanico Ademir Reis ,

do herbario Flordo Horto Botanico da Universidade Federal de Sag
ta Catarina.
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FIGURA 10 - Hymenaea martiana, no Zoolégico Municipal da cidade

de Belo Horizonte, Minas Gerais.
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FIGURA 11 - Hymenaea martiana, no Zoologico Municipal da

de Belo Horizonte, Minas Gerais.

cidade
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FIGURA 12 - Cascas de H. martiana.
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FIGURA 13 - Ramos com folhas e inflorescéncias da H. martiana.

94
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2.2 -~ EXTRAGCAO DOS PRINCIPIOS ATIVOS

2.2.1 - OBTENGAO DO EXTRATO ACETATO DE ETILA BRUTO

As cascas do tronco de Hymenaea martiana (3,7 kg )
foram moidas e submetidas a processo de.extragao exaustiva, por
maceragéo, em acetato de etila a temperatura ambiente, durante
dez dias, com repetidas reposigaes de sclvente. O extrato total,
em acetato de etila, foi concehtrado_em evaporador rotatorio a
pressao reduzida, fornecendo um material " de coloragao marrom
(363,5 g), correspondendo entao a 9,83% do material vegetal.Este
extrato, depois de concentrado, recebeu a denominagao de extrato

inicial de acetato de etila bruto, que submetido a testes farma-

colégicos, demonstrou atividade.

2.2.2 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO ACETATO DE ETILA BRUTO

Uma parte do extrato acetato de etila bruto ( 220
g), seco, fol misturado a cerca de 50 g de silica gel 60 (70-230
mesh), procedéncia Merck. A mistura foi submetida a um fraciona-
mento preliminar, atraves de uma coluna, contendo 200 g. desta
silica. A coluna com 8,5 cm de diametro por 18 cm de altura foi
eluida com solventes de polaridade crescente, inicialmente, com
éter de petroleo e, logo apos, com cloroformio, acetato de etila
e metanol (figura 14 e 15). As fragoes foram coletadas em erle -
meyer de 2000 ml as duas primeiras e de 4000 ml, as demais. Es -
tas foram concentradas e uma amostra de 50-100 mg de cada fracao
utilizada para testes de atividade farmacolégica. As frggaes que
apresentaram atividade farmacologica foram a de cloroformio e a

de acetato de etila (ver figura 15).



k: 8,5 cm )4

solvente
Extrato
18 cm
Silica
-
N
algodao

- —

FIGURA 14 - Esquema da coluna usada para fracionamento do extra-

to em acetato de etila bruto.
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Cascas do tronco

(3,7 Kg.)

Extracio em

Acetato de etila

Extrato Bruto em acetato de

etila (363,5 g.)

Testes

Farmacologicos:

0 extrato bruto em acetato
de etila apresentou ativida-

de.

Fracionamento em
silica gel do E.
bruto com 220 g.

deste:

Ordem de eluigao das fragoes:
1 - Eter de Pretrdleo (5 g.),
—%2 - Cloroformio (13,2 g.),

—3 - Acetato de etila (52,9 g.),

4

Metanol (29,0 g.).

Testes Farmacologicos

As fragoes cloroformio e acetato de eti-

la apresentaram atividade farmacologica.

FIGURA 15 - Esquema de obtengéo e purificagéo do extrato em aceta

to de etila bruto de Hymenaea martiana
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2.2.3 - PURIFICAGAO DA FRAGAO ETER DE PETROLEO

A fracao eter de petroleo, mesmo nao apresentando
atividade farmacolégica, foi trabalhada por permitir, sem maio -

res dificuldades, a separagao de alguns de seus compostos.

Esta fragéo, apés concentragéo, forneceu um resi—
duo oleoso de colofagéo laranja e odor agradével, pesando cerca
de 5 gramas. Misturado a este material oleoso, havia um 'sbélido
branco, que foi purificado com repetidas lavagens com hexano. Ob

teve-se assim, um solido branco puro (10 mg) de p.f. 75,7-77,0

2C, recebendo o cédigo HM-1. Este compoéto nao apresentou ativi-

dade farmacolégica.

I.V. ¥ KBr Cm_1 2910,2850,1645,1570,1415,1305,1245,1170,1110,800.
max.

U.V. A MeOH nm: 265 e 325.
max.

E.M. (70 eV) 451 M+(19,0),196(54,0),179(58),164(58),73(81L58(88L
43(100). | |

Apés tratamento da fracao eter de petréleo com a-
cetato de etila, obteve-se um precipitado‘branco, que, apés fil-
tragao, forneceu um solido branco (10 mg), de p.f. 71,0 °C, ten-

do sido codificado como HM-2. Este composto também nao apresen -

tou atividade farmacolégica.

I.V. y KBr em 2920,2850,1715,1470,730.
max. |

U.V. & MeOH nm: 265.
max.

E.M. (70 eV) 422 M+(5),394(43),367(52),129(27),97(29),73(63), 57
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(80),43(100).

Estes compostos nao foram ainda identificados por

falta de dados, os espectros nao sao apresentados.

2.2.4 — ACETILAGCAO DA FRAGAO ACETATO DE ETILA

Como a separagao dos compostos desta fragao era di
ficil em camaaa delgada e para se trabalhar com solventes menos
polares, realizou-se uma acetilagao da mesma. A acetilagao empre
gou uma amostra de 23,75 g, que foi adicionada a 250 ml de uma
mistura de anidrido acético e piridina (1:1) e deixada em repou-
so a temperatura ambiente durante 48 horas. Apds este periodo, a
mistura foi adicionada a égua/gelo, sob agitagao constante e dei
xada por mais de 48 horas. A seguir, devido a formagéo de um pre
cipitado, a mistura foi filtrada, lavada sucessivas vezes com a-
gua destilada e recristalizada em metanol. Apos a secagem da a -
mostra a vacuo, foi feita -CCD e I.V. demonstrando que a reagao o
correra. Com o material acetilado, realizaram-se testes farmaco-
16gicos, que apresentaramatividade (ver figura 34 e 35, p. 169 e

170).

2.2.5.~ PURIFICAGAO DA FRAQKO ACETATO DE ETILA ACETILADA

A fragao acetato de etila acetilada foi purifica-
da e teve seus compostos isolados, atraves de varios fracionamen

tos em colunas cromotograficas.
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2.2.5.1 - PRIMEIRO FRACIONAMENTO DA FRAGAO ACETATO DE E-
TILA ACETILADA

Parte.da fragao acetato de etila acetilada (10,5

g) foi submetida a uma coluna cromatogréfica de silica gel 60 (153,
6 g), (70-230 mesh ), ativada a 105 °C por 1:30 h. e desativada
a 15% em égua. A coluna foi eluida com hexano, diclorometano,ace
tato de etila, acetato e metanol (tabela 20). As fragoes de 500
ml cada foram reunidas em grupos com base em analise comparativa

por CCD.
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TABELA 20 - 1° Fracionamento da fragao acetato de etila acetila-

da
Fragoe o .
Eluente - % Recglh?das EZiﬁzzzs Codigo
Hexano:diclorometano
50:50 1
‘Hexano:diclorometano:
acetato de.etila
45:45:10 2 1-4 HMAA-a*
42,5:42,5:15 3 5 | |
42:42:16 4 6
41:41:18 5 7
40:40:2Q 6-17 8
39:39:22 18-24 9-10
37,5:37,5:25 25-32 11
36,5;36,5:27 33-35 12-16
35:35:30 36-39 17-22
34:34:32 40-41 23-42
30:30:40 42
Acetona 100 43 43
Metanol 100 44-45

44-45

* Fracao estudada.
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A fragao HMAA-a, apos concentracgao em evaporador
rotatorio a pressao reduzida, apresentou-se em forma de um mate
rial solido misturado a um 0leo escuro. Sucessivas lavagens com
éter etilico-éter de petréleo (1:5), deixaram um s6lido branco
(10 mg) de p.f. 105 °C, recebendo o codigo HM-4 (acetilado). Tes
tes farmacolégicos realizados, com este composto, demonstraram
que o mesmo apresentava uma atividade farmacologica, porém pouco

especifica.

Considerando que a separagéo dos compostos da fra
gao acetato de etila acetilada nao foi satisfatoria, realizou-se

um segundo fracionamento da mesma.

2.2.5.2 — SEGUNDO FRACIONAMENTO DA FRAGAO ACETATO DE ETI
LA ACETILADA

Este segundo fracionamento da fragao acetato de
etila acetilada.foi realizado étr‘ayés de uma coluna cromatografica  de si-
lica gel 60(70-230 mesh), 216 g, ativada a 105 °C por 1:30h. e
desativada a 15% em égua, medindo 35 cm de altura por 4 cm de di
ametro e a amostra empregada foi de 6,7 g (relagao amostra: sili
ca = 1:32). Na eluicao desta coluna eliminou-se o diclorometano
do sistema de solventes, que havia sido empregado no 1°¢ fraciong
mento, a mistura do solvente usada foi: hexano, acetato de etila
e metanol (Tab. 21) e a relagao amostra: silica, tambem se alte-
rou neste segundo fracionamento, pois era de 1:15 no primeiro e
aqui de 1:32. Assim obteve-se melhores resultados na separagao
cromatogréfica. As fragoes recolhidas em erlemeyer de SO0 ml fo-
ram concentradas e monitoradas em cromatografia de camada delga-

da, reunindo-se as identicas cromatograficamente,

Testadas todas essas fragoes reunidas, foi deter-
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minado que as fragoes HMAA-4 e HMAA-5 eram as mais ativas. Alem

disso, estas fragSes apresentavam alguns compostos com

O mesmo

Rf e outros com:Rf diferentes,; por esse motivo,  procurou-se pro-

mover a separ‘agéo dos mesmos.

TABELA 21 - 2¢ fracionamento da fragao acetato de etila acetilada

Fragoes

Fragoes

Eluente % Recolhidas Reunidas ’Codigo
95:5 1
90:10 2- 3
85:15 4- 5 1-11 HMAA-1
80:20 6- 7
75:25 8-12 12-14 HMAA-2
Hexano:aceta 15-18 HMAA-3
to de etila 70:30 13-16 19-25 HMAA-4*
65:35 17-20
60:40 21-28 26-30 HMAA-5*
55:45 29-36 31-34 HMAA-6
50:50 37-44 35-45 HMAA-7
45:55 45-46
40:60 47-48
Acetato de
etila 100 49-50 46-52 HMAA-8
Metanol 100 51-52

* FragSes purificadas por coluna cromatografica.
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2.2.5.2.1 - SEPARAGAO DE COMPOSTOS DA FRACAO HMAA-4

A fragao HMAA-4 (1,9 g), foi eluida através de um
coluna possuindo 65 cm de altura por 2,5 cm de diametro, conten-
200 g de silica gel 60 (70—230'mesh), ativada a 105 °C por 1:30
h. e desativada a 15% em égua. A amostra foi misturada a cercace
1 g de silica e aplicada sobre 1,0 ml de acetato de etila, depo-
sitado sobre a silica. A seguir, todo o acetato de etila foi e -
luido e adicionou—sé 10 ml de hexano e iniciou-se a eluigao da
coluna. A eluigéo foi realizada com hexano-acetato de etila e as
frag5es, apés concentradas, foram reunidas mediante monitoramen-

to por CCD (tabela 22).



TABELA 22 - Fracionamento da fragao HMAA-4

-
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Fragoes -

Volume (ml)

Fragoes

Eluente % Recolhidas da fragéo Reunidas Codigo
80:20 1- 4 250
75:25 5- 6 250 1-17 HM4-1
70:30 7-10 250 18-25 HM4-2
65:35 11-12 250 26-27 HM4-3
60:40 13-26 120 28-31 HM4-4
Hexano: 65:35 27-42 120 32-33 HM4-5*
acetato 50:50 43-57 120 34-35 HM4-6
de etila 36-45 HM4-7
46-47 HM4-8**
48 HM4-9
49-50 HM4-10
51-56 HM4-11
57-66 HM4-12
40:60 58-66 120
Acetato
de etila 100 67-68 500
Metanol 100 69 1000 67-69 fM4-13

* Fragao estudada

** Fragao purificada.



106

Na fragéo HM4-5 concentrada, obteve-se um solido
branco (37 mg) de p.f. 117-121 °C, codificado como HM-14 (aceti-
lado).

A fracao HM4-8 constituia-se de um solido esbran-
quigado (256 mg), que em CCD com benzeno-acetona (85:15), apre -
sentou trés compostos denominados HM-17A, HM-17B e HM-17C. Esta
fragcao, assim como a primeira, apresentava atividade farmacolégi
ca, entao tentou-se separar o0s tres compostos citados acima,atra

ves da metodologia citada a seguir:

2.2.5.2.1.1 — SEPARAGAO DOS COMPOSTOS DA FRAGAO HM4-8

Esta fracao estava acetilada e foi realizada uma
cbsamtilagéo, visando obter os cdmpostoscbsacetilados.Para isso,
256 mg na fragao HM4-8 foi acrescida de 10 ml de metanol, 1 ml
de égua e 300 mg de hidroxido de sodio. A mistura foi deixadapor
trés horas a temperatura ambiente. Apds, foi neutralizada com a-
cido sulfurico concentrado (0,2.ml), evaporada e extraida com a-
cetato de etila. Obteve-se um solido de coloragao escura (100mg),
que foi submetido a fracionamento por coluna cromatogréfica de
silica gel, visando a separacgao dos éompostos HM-17A, HM-17B e
HM-17C. A coluna foi eluida com cloroformio-metanol, em polarida
de crescente (tabela 23). As fragoes foram concentradas e reuni-

das de acordo com a CCD.
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TABELA 23 - Separagéo cromatogréfica da fragao HM4-8 desacetilada

Fragoes Fragoes o
O
Eluente % Recolhidas Reunidas Codigo
1-27 HMD-1
28-42 HMD--2*
Cloroformio: ) 43-47 HMD -3
metanol 90:10 1-55 48-57 UMD-4
80:20 56-80 58-61 e HMD -5
71-81
62-70 HMD-6%*
Metanol 100 81-82 82 HMD-7

* Fragoes estudadas. A fragao HMD-2 corresponde ao composto HM-

17A e a fragao HMD-6 ao composto HM-17C.
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ApoOs a vaporacao do solvente da fragao HMD-2, ob-
teve-se um solido de coloragao verde (40 mg), cujo p.f. foi 231-

233 eC (1it. 231-233 90)71.

A substancia foi codificada como HM-17A e submeti

da a testes farmacolégicos apresentando atividade.

I.V. ¥ KBr emt (figura 19, p. 131)

max.

U.v., A EtOH
EtOH + AcONa
EtOH + AlC1

3

max. nm (figura 18, p. 130 )
RMNlH (300 MHz, CSDSN) (figura 21 e 21la, p. 134 e 135)

run3c (75,6 MHZ, C

gDgN) ( figura 20, p. 132 e 20a, p. 133 )

Da fragao HMD-6, isolou-se um composto de colora-
gao amarelada (40 mg), bastante purificado com p.f. 183 2C e co-
dificado HM-17C., Testes farmacolégicos desta substancia revela -

ram que a mesma nao possuia atividade.

-1
I.V. v KBr cm (figura 25, p. 149 e 25a, p. 150)

max.

U.V. X EtOH

EtOH + AcON H_BO
OACKN, T R3RYs

EtOH + AlCl3

EtOH + AlCl3 + HC1

max. nm (figura 24 e 24a, p. 147 e p. 148 )

1 .
RMN H - (300 MHz, C D5N) (figura 27, p. 153)

5

run 3¢ (75,6 MHz, C_D_N) (figura 26, p. 151 e 26a, p. 152 ).
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2.2.5.2.2. - SEPARACAO DE COMPOSTO DA FRAGAO HMAA-5

Uma amostra da fragao HMAA-5 (1,9 g) foi dissolvi
da em benzeno e aplicada em uma coluna cromatogréfica de silica
gel 60 (70-230 mesh), 260 g, com as seguintes dimensoes: 85 cm
de altura por 2,5 cm de diametro. A silica utilizada foi antes a
tivada a 105 2C por 1:30 h. e desativada em 15% de ‘agua.A coluna foi e-
luida com os solventes benzeno-acetona, acetona e metanol (tabe-
la 24). As fragaes recolhidas, apés concentradas em rotavapor,fo

ram matografadas em camada delgada e as identicas reunidas.
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TABELA 24 - Fracionamento da fragdo HMAA-5

suemte  w RSSS0S Wl Treelr ciais
Benzeno 100 0 200 o- 1 HM5-1
90:2 1 400
96:4 2 - 3 200 2- 3 HMS -2
94:6 4 - 7 100 4 HM5-3
92:8 8 -33 100(8-14) 5 HM5-4*%
50(15-33) 6- 7 HM5-5
8-10 HM5-6
11-14 HM5-7*
15-17 HM5-8
18-26 HM5-9*
27-29 HM5-10
30-31 HM5-11
90:10 34-54 50 32-35 HM5-12%
36-40 HM5-13
41-49 HM5-14
50-52 HM5-15
88:12 55-57 50 53-63 HMS-16%
85:15 58-69 50 64-69 s -17
Acetona 100 70 100 70 HM5-18
Metanol 100 71 100 71 HM5-19

* Fracoes estudadas.
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Da fragao HM5-4 foi obtido um so6lido amarelo (5
mg) de p.f. 82-85 eC, por CCD, mostrou-se puro. A substancia re-
cebeu o cédigo HM-13 (acetilado) e apresentou atividade farmaco-

logica.

A fragao HM5-7 apresentava-se como um solido ama-
relado, com tragos de substancias oleosas, e, cromatograficamen-
te, continha o composto ja isolado anteriormente e codificado co

mo HM-14 (acetilado) - ver p. 106 .

A ffagéo HM5-9, uma vez concentrada, forneceu um
solido branco (250 mg) com p.f. 121-122 °C. Codificado como HM-
17C (acetilado) e que também ja havia sido obtido da fragao HMAA-
4. Este composto também se desacetilou de acordo com a metodolo-
gia da p.106 .0 composto HM-17C (acetilado) apresentou atividade
farmacolégica, enquanto que o mesmo nao foi observado para o com

posto HM-17C desacetilado (ver figura 25 e 25a, p.149 e 150).

A fragao HM5-12, eluida em benzeno:acetona a 8%,
uma vez concentrada, apresentou-se como um solido amarelo—pélido
(74 mg), de p.f. 116-118 °C e recebeu o codigo HM-18 (acetila -
do). A substincia submetida a testes farmacologicos revelou ser

ativa.

Da fragao HM5-16 foi obtido um composto de colora
¢ao amarelada (88 mg) com p.f. 131-135 ¢C e codificado como HM-
19C (acetilado). Testes farmacolégicos deste demonstraram sua a-

tividade.

Como pode ser observado, a mudanga no sistema de
solvente de hexano-acetato de etila, utilizado na coluna da fra-

géo FMAA-4, para o sistema benzeno-acetona, na coluna da fragao
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HMAA-5, conduziu a melhores resultados na separagao cromatogréfl
ca dos compostos. Enquanto que na primeira coluna se isolou os
compostos HM-14 (acetilado), HM-17A e HM-17C (acetilados), na se
gunda, aléem destes, exceto o segundo, se obteve os compostos HM-

13, HM-18 e HM-19 (acetilados).

Visando obter maiores quantidades dos compostos
isolados e identificados (desacetilados), HM-17A e HM-17C, isola
dos da coluna da fracao HM4-8 desacetilada, foi realizada uma co
luna com a fragao acetato de etila nao acetilada, utilizando-se

o mesmo sistema empregado na separagao cromatografica anterior.

’

2.2.6 — PURIFICAGAO DA FRAGAO ACETATO DE ETILA

A fragao acetato de etila (3,5 g) foi misturada a
10 g de silica gel 60(70-230 mesh). A mistura foi submetida a u-
ma coluna cromatografica de silica gel (60,0 g), medindo 60 cm
de altura por 2,1 cm de diametro. A coluna foi eluida em cloro -
formio e metanol (Tabela 25) e as fragoes. (30) de 100 ml, exceto
a primeira (600 ml), apés concentradas foram monitoradas por CCD ,

reunindo-se as cromatograficamente identicas.
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TABELA 25 - Fracionamento da fragao acetato de etila

Fragoes Fragoes

Eluente % Recolhidas Reunidas Codigo
Cloroformio:
metanol 95:5 1- 5 1- 4 HA-1
90:10 @ 6- 9 5- 6 HA-2*
7-10 HA-3
85:15 10-14 11-15 HA-4*
40:60 15-30 16-17 HA-5%
18-24 HA-6*
25-30 HA-7

* Fragoes estudadas.

A fragao HA-2, foi concentrada em evaporador rota
torio, fornecendo um composto solido de cor branca (44 mg) com
p.f. 305 ¢C. A substancia acetilada comparada por CCD ao compos-

to HM-4 (acetilado), revelou  ser identica a este (ver p. 99).

A fragao HA-4, um solido esverdeado (112 mg), a -
presentou-se razoavelmente purificado e tambem ja havia sido iso

lado anteriormente, sendo codificado como HM-17A (ver p. 108).

A fragao HA-5, eluida da coluna em cloroférmio—mg
tanol a 60%, apés evaporagao, forneceu um solido amarelado ( 462
mg), que apés CCD em cloroformio-metanol a 20% revelou a presen-
ga de 3 compostos jé citados anteriopmente (p. 104), conhecidos
por: HM-17A, HM-17B e HM-17C. Com esta fragao, farmacologicamen-

te ativa, foi tentada uma separagéo destes compostos.
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A fraggo HA-6, uma vez concentrada, forneceu um
solido amarelado (1850 mg) e comparado por CCD ao composto HM-17

C, revelou ser igual a este (ver p. 108). -
Acetilagao do composto HM-17C

Foi realizada de acordo com a metodologia seguida
na acetilagao da fragao acetato de etila (p.99 ), sendo que a a-
mostra (composto HM-17C) empregada foi de 30 mg e mistura piridi
na-anidrido acetico (1:1) foi de 1,5 ml. Apés a secagem da amos-
tra a vécuo, foi feita CCD e 1V, demoﬁstrahdo que a acetilagao o
correra. Com o materal acetilado, realizaram-se testes farmacolé
gicos, que apresentaram atividade como jé se tinha observado na

p. 111 (ver figura 25 e 25a, p. 149 e p. 150 ).

2.2.6.1 — SEPARAGCAO DOS COMPOSTOS DA FRACAO HA-5

Esta fracao (462 mg) foi submetida a uma coluna
cromatografica (30 x 1,1 cm) de silica gel (14,5 g), visando a
separagao dos compostos HM-17A, HM-17B e HM-17C. A coluna foi e-
luida com cloroféfmio—métanol, em polaridade crescente (tabela
26). As fragSes foram concentradas e reunidas de acordo com a

CCD.



TABELA 26 - Separacgao

cromatografica da fragdo HA-5
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Fragoes

Fragoes

Eluente % Recolhidas Reunidas Codigo
Cloroformio:metanol
98:2 1-65 1-63 H-1
90:10 66-125 63-75 H-2
76-84 H-3*
80:20. 126-155 85-105 H-4
60:40 156-170 106-115 H-5
116-170

H-6%

* Fragoes estudadas.

Da fragao H-3 concentrada, obteve-se um solido a-

marelado (80 mg), contendo os compostos HM-17A e HM-17B, segundo

CCD, entao trabalhou-se com esta fragao, visando a separagao des

tes compostos, como sera descrito abaixo.

A fragao H-6 constituia-se de um solido amarelado

(259 mg), que por CCD em cloroformio-metanol a 20%,

ser equivalente ao composto HM-17C,

res.

2.2.6.1.1 - SEPARAGAO DOS COMPOSTOS DA FRAGAO H-3

demonstrou

isolado em colunas anterio -

Os compostos desta fragao:HM-17A e HM-17B foram i

solzdos atraves de cromatografia preparativa. Foi empregada uma
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fragao de 75 mg, aplicada sobre uma placa com silica gel PF 254+
366 com 1,5 mm de espessura. As placas foram desenvolvidas em sis
tema de solvente Cloroformio-metanol a 10%. Uma vez realizada a
corrida cromatogréfica (2 vezes), a placa foi seca e " examinada
sob luz U.V.. Foi demonstrada a -separacgao destes dois compostos,
obtendo-se assim, 20 mg do composto HM-17A e 40 mg do composto
HM-17B. O primeiro jé isolado anteriormente, porém o segundo era
desconhecido. O composto HM-17B, constituia-se de um solido ama-

relo, com p.f. 173-175 ¢C, que nao apresentou atividade farmaco-

logica e espectroscopicamente:

I.Vv. Y KBr cm“1 (figura 31, p. 165)
max.
U.vV. A MeOH
MeOH + NaOMe
MeOH + NaOMe + AcONa
MeOH + A1C1, + HC1
max. nm (figura 30 e 30a, p. 163 e 164 ).
1

RMN H (300 MHz, CSDSN) (figura 33 e 33a, p. 167 e 168 ).

RMNlBC (75,6 MH, C DSN) . (figura 32, p. 166 ).

S
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2.3. ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS

2.3.1. - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A cromatografia em camada delgada e o metodo mais
prético, mais facil e mais usado para analisar a pureza ou a com

plexidade dos compostos organicos.

Para a realizagao desta técnica, foram utilizadas
placas de vidro de 5 x 20 cm e 20 x 20 cm, revestidas com silica
—gel>HF254+366_4, com 300 p de espessura. Os compostos foram a -
plicados com microcapilares, em forma de pontos, equidistantesd
1,5 cme al,5 cm da extremidade inferior e lateral da placa cro
matogréfica. Para o desenVolvimento dos cromatogramas, as placas

foram colocadas em uma camara, cujo fundo estava coberto com o e

luente. Os resultados da cromatografia de camada delgada, foram
00

relatados, adotando-se o cohhecido valor Rfl

"Rf = distancia percorrida pela mancha desde a origem*

distancia percorrida pelo solvente desde a origem

* Considerando a parte meia da mancha.

2.3.2 — CROMATOGRAFIA PREPARATIVA

Esta técnica €& bastante empregada para a separa -

gao de compostos orgénicos, sendo precedida por uma CCD.

Para sua realizagao foram empregadas placas de vi

dro de 20 x 20 cm, revestidas com silica gel PF com 1,5

254+366°
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mm de espessura. Os extratos (100-200 mg) foram aplicados . sobre
uma linha a 2,0 cm da éxtremidade inferior da placa. As placas
foram desenvolvidas :no sistema de solvente contendo Cloroférmio—mg
tanol a 10%. Apés o0 solvente percorrer 15 cm aléem da linha de a-
plicagao das amostras (extrato), os cromatogramas foram secos,lo
go a seguir examinados sob luz U.V. As regioes correspondentes as
manchas mais representativas, foram raspadas da placa e as subs
tancias recuperadas da silica com metanol e filtrado em funil com
porcelana sinterisada. As solugGes metanolicas foram levadas a

secura em rotavapor.

2.3.3 - VISUALIZACKO DOS CROMATOGRAMAS

A revelagao dos compostos, no cromatrograma seco,

foi realizada por metodos fisicos e quimicos.

- METODO FISICO

A visualizagao das substancias separadas ocorre
irradiando-se luz ultra violeta sobre o cromatograma. Para isto,
empregam-se placas com indicador fluorescente a um determinado

comprimento de onda, 254 e 366, ou ambos combinados.

- METODO QUIMICO

Esta técnica emprega reativos especificos,que sao
borificados com auxilio de um pulverizador manual ou spray com
ar comprimido. As placas foram pulverizadas com a seguinte mistu
ra reagente: H2804:H20: solugao de formaldeido- saturada (50:40 :
10),'a uma distancia de 15 a 20 cm e logo foram aquecidas a 120

°C.
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2.3.4.- PONTO DE FUSAO

A determinagao dos pontos de fusao dos compostos
‘isolados foram realizadas em aparelho de ponto de fusao - Micro
Quimica modelo APF-301. Na tabela 27 estao relacionados os com -
postos isolados e seus respectivos dados utilizados nas suas i-

dentificagoes, como o p.f. e a CCD.
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TABELA 27 - Identificagao por CCD e p.f. dos compostos isolados

da Hymenaea martiana

Compostos CCD p.f.
’ (2C)
Fase Movel Visualizadorgs'_
U.v. For.aulfir. Rf
Composto (HM-17C) CHCls—MeOH amar. marrom 0,30 183
n (HM-17A) . (80:20) OH amar. amarelo 0,50 231-33
" (HM-17B) " amar. marrom 0,53 175-5
Composto HM-01 Dicl.-hexano amar. amarelo 2’’° 7°:7777
acetatoetila
(50:40:10)
Composto HM-02 idem anterior nao 71,0
Composto HM-04 CHC1 _=MeOH ebsorve
(90:10) 305
Composto HM-04 Dicl.-Hexano- .Azu1 Roxo 0,61 150
acetilado acetato etila
(40:50:10)
Composto HM-13 Benzeno-acetona n Marrom 0,76 82-85
acetilado (85:15)
Composto HM-14 " am;r; " 0,58 117-121
acetilado
Composto HM-17C ' " " " 0,56 121-122
acetilado
Composto HM-18 "o " " 0,44 116-118
acetilado
Composto HM-19 " " " 0,38 131-135

acetilado
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TABELA 28 - Rendimento das fragoes semipurificadas e dos compoé-

tos puros obtidos das cascas de H. martiana (3,7 Kg)

A - Fragoes Semipurificadas

Rendimento

Fragao de Origem

Eter de Petroleo

0,13%

.'Sg

Cloroformio 13,2g = 0,36% Extrato de
Acetato de Etila 52,9g = 1,43% Acetato de
Metanol 29,0g = 0,78% Etila .-

B - Compostos Puros Rendimento Fragao de Origem

HM-1
HM-2
HM-4
HM-17A
HM-17B
HM-17C

10mg=0,00027%
10mg=0,00027%
44mg=0,0012%
122mg=0,003%
40mg=0,0011%
1850mg=0,05%

Eter de Petroleo
Eter de Petroleo
Acetato de Etila
Acetato de Etila
H-3

Acetato de Etila

HM-13 (acetilado)
HM-14 (acetilado)
HM-17C (acetilado)
HM-18 (acetilado)
HM-19C (acetilado)

5mg=0,00013%
37mg=0,001%
250mg=0,0067%
74mg=0,002%
88mg=0,0024%

HMAA-5
HMAA-4
HMAA-5
HMAA-5
HMAA-5
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2.3.5 - IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS ATRAVES DE ME
TODOS ESPECTROMETRICOS (IV,UV,RMN H,RMN'C)

Os espectros de absorgao na regiao de infraverme-
lho foram obtidos em espectrofotametro Perkin-Elmer, modelo
787, com as substancias incorporadas em pastilhas de brometo de
potassio anidro. As absorgoes foram registradas em escala de cen
timetros (cm—l), sendo os espectros calibrados com filme de po-

liestireno de 0,5 mm de espessura.

Os espectros de absorgao na regiao do ultraviole-
ta foram obtidos em espectrofotametro Intralab DMS 80, utilizan

do-se etanol ou metanol como solvente,

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de
hidrog@nio foram obtidos em aparelhos Varian XL-100 a uma fre -
quéncia de 100 MHz em piridina deuterada, usando o tetrametilsi-
lano (TMS=0) como referencial interno, sendo os deslocamentosqgi
micos expressos em valores de & (ppm) e as constantes de acopla
mento (J) em Hertz (Hz). As areas relativasvdos sinais foram ob-
tidas por integracao eletronica e suas multiplicidades indicadas
como: s (simplete, d (dublete), t (triplete), q (quadruplete), m
(multiplete). |

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de

13 .
C foram obtidos em aparelhos Varian XL-300,75,6 MHz em piridi-
na deuterada contendo TMS como referencial interno, sendo os des

locamentos quimicos expressos em valores de S (ppm).

Os espectros dos compostos isolados sao discuti -

dos no capitulo III.
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CAPITULO III

III - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - COMPOSTO HM-17A

Esta substancia foi encontrada, apés concentra -
¢ao da fragao HMD-2, na forma de um so6lido verde, de p.f. 231-33

2C, sendo codificada como HM-17A.

3.1.1 - DADOS ESPECTROMETRICOS DE HM-17A

Sao apresentados na tabela 29

TABELA 29 - Dados espectrométricos de 1I.V.,U.V,, RMNlH, RMN13C
de HM-17A
Espectro Bandas de Absorcgao
I.V. ¥ KBr cm.—1 3350,2920,1650,1615,1510,1470,1200,
max. 830. (fig. 19, p. 131).
U.V. A EtOHnm (log§) 251(4,41),259(4,39),297(4,02), 328
max. (3,81).

A EtOH + AcONa

max. nm . ' 265,330 -

L EtOH + AlCl3

max. nm .. 265,314,375 (Fig. 18, p.130 ).
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Continuagao da Tabela 29.

-

Espectro Deslocamentos quimicos de H e C respec,

RMNlH (300 MHZ,C5D5N) S : 1,63(d,J=6 Hz),4,36(1 H), 4,43 (m,
1 H), 4,65 (dd,1 H), 4,92 (dd,1H)
6,10 (d,J=1,5 Hz, 1H), 6,59 (d,J=
2,1 Hz, 1H), 6,67 (d4,J=2,1 Hz,1H)
8,35 (s,1 H).
(Fig. 21 e 21la, p.134 e 135).

mmﬁ30(75x5MHzx%D§®pmm 18,7; 71,4; 71,9; 72,5; 73,7; 95,
0; 100,1; 102,5; 106,3; 139,9 ;

147,5; 158,5; 163,3; 166,2; 178,3

(Fig. 20 e 20a, p.132 e 133).

3.1.2 - IDENTIFICAGAO ESPECTROMETRICA DE HM-17A

Pela analise dos espectros de HM-17A pode ser ob-
servado que o espectro de RMngc mostra a estrutura de um agﬁcar
ligado a um nucleo de 10 atomos de carbono. Este espectro permi-
te também identificar o agﬁcar como ramnose. 0O espectro U.V., i -
dentifica a presenga de hidroxilas nas posigoes 5 e 7. Pelo I.V.
fica evidenciado um composto aromatico com grupos OH e carboni -
la (de um sistema flavondide). Enquanto que o espectro RMNlH in-
dica H em posigao 2,6 e 8 e um grupo metila. Isto orientou a pes
quisa para compostos derivados do grupo cromona. A analise mais

detalhada dos espectros é realizada a seguir:
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3.1.2.1 - ESPECTRO U.V. DE HM-17A

O espectro U.V., do HM-17A aﬁresenta uma banda em
328 nm, que € caracteristica de um sistema benzo-gama-pirona. As

outras bandas sao em 251 nm, 297 nm e 259 nm (ver figura 18).

Em presenga de acetato de sodio a banda de 251 nm
muda para 265 nm, ou seja, 14,0 nm, que corresponde a um COmMpPoOS-
to com -OH em posigso 7 (ver tabela 4, p.37)46. A banda de 297nm
muda até 330 nm, ou seja, 33 nm.

Em presenga de Al1Cl_ a banda de 328 nm muda para

3
375 nm, ou seja, 47 nm, que corresponde a compostos com ~-OH em
posigao 5 (ver tabela 6, p. 39 ). Isto ocorre devido a formacao

de um complexo, como pode ser observada na equacgao (2):

Equagao (2) - Formagao de complexo hidroxicetonico em flavondides

em presenga de A1C13.

OR

0 2
¥
\N oo

Concluimos que estamos na presenga de um flavonoide com hidroxi-~

la nas posicoes 5 e 7 do anel A,

3.1.2.2 - ESPECTRO I.V. DE HM-17A

O espectro I.V. apresenta forte absorgao na re-

gido de 3350 cm~! correspondente a bandas de vibragao de estira
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~ _1 4 rd -
ramento de ligagao - OH. Uma banda em 1650 cm e atribuida acar
bonila de um sistema flavonéidelos. As bandas em 1615, 1510 e 14
70 sao caracteristicas de anel aromatico conjugadas a grupo car-

bonila (ver fig. 19).

3.1.2.3. - ESPECTRO RMN13C DE HM-17A

Numa'anéiise preliminar do espectro de RMN13C des
te composto (HM-17A) pode observar-se a presenga de um monossaca
rideo e de um nucleo flavonoide. Considerando também os espec -
tros U.V. e I.V. supoe-se que o HM-17A seja uma estrutura tipo

eucryfina.

i3 .
O espectro RMN C de HM-17A em piridina-ds, e coe
rente com o espectro realizado por Tschesche, Sepﬁlveda, Delhvi
101
e Breitmaier de eucryfina, em metanol deuterado (CD_,OD) (ver

3
tabela 30 e figuras20 e 20a).
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L4 1
TABELA 30 - Dados espectrometricos de RMN 3C de HM-~17A em piridi

101
na-{% e de Eucryfina em CD3OD (&) .

(Eucryfina) (HM-17A)
CDBOD piridina_-—'d5

c-2 148,0 147,5
Cc-3 ' 140,5 139,9
c-4 179,0 178,3
Cc-5 _ 159,4 158,5
c-6 102,7 102,5
c-7 166,1 166,2
c-8 100,1 100,1
c-9 163,6 163,3
c-10 106,5 106,3
c-1" 95,0 95,0
c-2 71,7 71,9
c—3" 73,6 73,7
c-4" 71,3 | 71,4
c-5" 72,0 72,5
c-6" 18,0 18,7

Por outro lado, os sinais de 95,0; 71,9; 73,7;71,
4; 72,5 e 18,7 estao coerentes com a interpretagao de dados pu -
blicados sobre oL —L—ramnbseloz. Os outros sinais foram deduzi -
dos por Sepﬁlveda101, considerando a cromona (33) como composto

base do eucryfina (34) e os incrementos produzidos pela presenga

das hidroxilas do mesmo (fig. 16).
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Cromona (33) Eucryfina (34)

. . 13
FIGURA 16 - Dados espectrometricos de RMN C de cromona e eucry

fina.

3.1.2.4 - ESPECTRO RMN1H DO HM-17A

0 espectro de RMN de préton realizado em piridina
—d5 pode ser interpretado considerando a tabela 31 e figura 21 e

2la.

TABELA 31 - Deslocamentos quimicos de tipos de proton de HM-17A

em piridina—d5

Dgslocamento Tigo de

Quimico (ppm) proton
1,63(d4,J=6 Hz, 3 H) de CH, de ramnose
4,36 (1 H) de C-4" de ramnose
4,43 (m, 1 H) ' de C-5" de ramnose
4,65 (dd, 1 H) de C-3" de ramnose
4,92 (d4d, 1 H) ' de C-2" de ramnose
6,10 (d,J=1,5 Hz, 1 H) de C-1" de ramnose
6,59 (d,J=2,1 Hz, 1 H) de C-6 de ramnose
6,67 (d4,J=2,1 Hz, 1 H) de C-8 de ramnose

8,35 (s, 1 H) de C-2 de ramnose
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Existem diferencas claras com o espectro de RMNlH

. 101
realizado em CDSOD por Sepulveda . 0 sinal de 1,63 ppm de meti
la de ramnose aparece em 1,25 ppm em CDSOD, ou seja, existe uma

mudanga para campos mals baixos em piridina—d5 e isto também e
observado com os sinais de H de C-6, C-8 e C-2. Os hidrogéniosch
C-6 e C-8, relacionados por posigao meta, aparecem, segundo Mar-
kan46, como dubletes com um J=2,5 Hz, sendo coerenté com O nosso
caso, que apresentam um J=2,1 Hz (ver p.44'). 0 sinal de H de(C-2
aparece em campos mais baixos (8,35 ppm) que o H de C-3 de flavo
nas (6,35 ppm). O sinal de H de C-1" em 6,10 ppm esta em campos

mais baixos que os correspondentes a flavonol-3-O-ramnosideo (5,

. : 45
0-5,1 ppm) como TMS-eteres em CCl4(ver fig. 17e p.129 ) .

6,67

e, 4A3 1,63
o 3
(o} . 2 4,868 OH
OH 49 OH 4,36
oH)

FIGURA 17 - Dados espectrometricos de RMN'H de HM-17A

3.1.2.5 - COMPARAGAO DE HM-17A COM UMA AMOSTRA DE EUCRY-~
FINA

Finalmente a amostra fol cromatografada em CCD jun

. - 1
to com outra enviada pelo professor Sepulveda 01, mostrando omes
mo Rf, usando diferentes sistemas de solventes. O ponto de fusao

da mistura forneceu o mesmo valor do composto original:231-2332C,

Por estas razces, este composto esta claramente i

dentificado como eucryfina.
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_CHLOONG === ===
" Aty
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FIGURA 18 - Espectro U.V. (EtOH) de Eucryfina (5,7-dihidroxi-3
( ol -O-L-ramnopiranosil)-4 H-l-benzopirano-4-1)
(HM-17A).
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nosil)-4 H-l-benzopirano-4-1) (HM-17A).
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3.2 - COMPOSTO HM-17C

-

Este composto foi isolado da fragao HMD-6, apre -
sentando-se como um so6lido amarelo de p.f. 183 2C e sendo codifi

cado como HM-17C.

3.2.1 - DADOS ESPECTROMETRICOS DE HM-17C

Sao apresentados na tabela 32

TABELA 32 - Dados espectrométricos de I.vV., U.V., RMNlH, RMN;SC
de HM-17C
Espectro Bandas de Absorcgao
-1 :
I.V. ¥ KBr cm 3420,2940,1640,1600,1520,1470,1360
max. 1290,1260,1170,1110,1080,1060,1030
e 815 (Fig. 25 e 25a, p.149 e 150).

U.V. &L EtOH nm(log ¢& ) 290 (4,27), 330(3,43).
max '
L EtOH + AcONa

max. nm 290,326,9
] AcON H_B
EtOH + AcONa + 3‘03

)

max., nm 292,330
A EtOH + AlCl3

max nm 316,2,365
A EtOH + AiCl3 + HC1

max. nm ‘ 313,367

(Fig. 24 e 24a, p.147 e148 ).
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Continuagao da Tabela 32.

Espectro Delocamentos quimicos de H e C respectiv.
RMNlH (300 MHz, CSDSN) S ¢ 1,70(d4,J=6 Hz, 3H), 4,31(1 H), 4,46
(1 H), 4,63 (1 H), 5,0 (1 H), 5,1

(1 H), 5,15 (d4,J=10,8 Hz, 1 H),5,45
(d,J=10,8 Hz, 1H), 6,34 (d,J=1,5Hz,
1 °H), 6,46 (d,J=1,5 Hz, 1 H), 7,21
(2 H), 7,64 (2 H).

(Fig. 27, p.153)

RMN13C(75,6MHZ,CSD5N)ppm: 18,9; 70,9; 72,0; 72,9; 74,2; 77,4;

83,6; 96,5; 97,7; 102,4; 102,5;116,

7; 116,7, 120,1; 128,6; 147,7; 148,

4; 163,7; 165,4; 169,0; 195,8.
(Fig. 26 e 26a, p. 151 e 152).

3.2.2 - IDENTIFICAGAO ESPECTROMETRICA DE HM-17C

A analise dos espectros deste composto evidenciam
pelo U.V. a presenga de um cdihidroflavonol ou flavanona com hi -
droxilas em posigao 5 e 7. O espectro de RMN13C verifica que se
trata de um dihidroflavonol com hidroxilas em posicoes 5,7,3' e
4' e um agucar (ramnose) ligado ao mesmo . O I.V. mostra um com-
posto aromatico com grupos hidroxila e carbonila (de um sistema
flavonéide). O espectro RMNlH identifica H em pos;géo 2,3,6,8 e
2',5',6' e ainda um grupo metila. Com estes dados se procurocupes

quisar dihidroflavonois com agucares ligados aos mesmos, Oou s€ -
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Jja, flavonoides glicosideos. A seguir os espectros serao discuti

dos detalhadamente.

3.2.2.1 - ESPECTROS U.V. de HM-17C

O espectro U.V. do composto, realizado em meta -
nol, apresenta uma banda em 290 nm e um ombro em 330 nm.(Ver fi-

gura 24 e 24a).

Quando & adicionado acetato de sodio abanda de 290
nm (Banda II) muda ate 326,9 nm, o que significa uma mudanga de
36,9 nm, o que corresponderia a um dihidroflavonol ou uma flavo-
na com hidroxilas em posigéo 5 e 7 do anel A (ver tabela 4,’ p.

46
37 ) .

Adicionando acido borico a banda de 290 nm néo\mg
da, indicando assim, a inexisténcia de 0-diOH do anel A (ver ta-

bela 5, p. 38).

Adicionando tricloreto de aluminio, a banda 290
nm muda para 316,2 nm, ou seja, 26,1 nm, que corresponde a flava
nonas ou dihidroflavonois com -OH em posicao 5 (tabela 6,p. ).
Quando se adiciona tricloreto de aluminio e acido cloridico, o
espectro nao muda com relagao com tricloreto de aluminio. A mudan
¢a com tricloreto de aluminio pode-se explicar pela formagao de

um complexo hidroxicetonico: (equagéo 3):
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\ ’

”
a2

Equacgdo 3: formacao de complexo hidroxicetonico em  flavonoides
em A1C1_.
3

Esta analise permite concluir gque o composto em

estudo (HM-17C), € um dihidroflavonol ou uma flavanona com grupos

hidroxila em posicao 5 e 7 do anel A.

3.2.2.2 - ESPECTRO I.V. DE HM-17C

O espectro I.V. evidencia a presenga de uma absor
géo larga e intensa, gque corresponde a uma banda de vibragao de
estiramento de ligacao OH em 3420 cm_l. Uma banda em 1640 cm_1 e
atribuida a carbonila de um sistema flavonéide101. As bandas em
1600, 1520 e 1470 cm—1 sao caracteristicas de anel aromatico con-

jugado a um grupo carbonila (ver figura 25 e 25a).

3.2.2.3 — ESPECTRO RMleC DE HK-17C

-~ - . 13 L.
A ressonancia magnetica nuclear de C ~ permite ca

racterizar em grande parte os flavonoides (ver p. 50 ).

O espectro de RMN de C13 do composto (HM-17C) rea
lizado em piridina deuterada (ver figura 26 e 26a), mostra os pi
cos do C-2,C-3e2 C-4 em 83,6,77,4 e 195,8 ppm respectivamente, o

104
que claramente indicam ' tratar-se  de um dihidroflavonol
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. 104
segundo a analise de Agrawal e colaboradores ° . O pico de C-3
que aparece em 71,7 ppm em dihidroflavonois, muda para campos

mais baixos=77,4 ppm pela presenga de ramnose.

Os valores dos picos de C-5, C-7 e C-9 em 165,4,
169 e 163,7 ppm confirmam a presenga de hidroxila em posigao 5
e 7. Neste caso o valor que corresponde a C-7 sempre esta em cam
pos mais baixos que os de C-5 e C—9105. Os picos de C-6 e C-8que
aparecem entre 90-100 ppm estao presentes em 97,7 e 96,5 ppm,sen

do que o correspondente ao C-6 em campos mais baixos.

Os picos do anel B aparecem entre 110-150 ppm e

os valores indicam a presenga de grupos hidroxila em C-3' e C-4'.

Comparando os valores correspondentes a dihidro -
flavonois com hidroxilas em posigéo 5,7,3' e 4' da literatura
(106) com os do composto (HM-17C) observamos um total paralelis-

mo, como se observa na tabela 33.
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3

L4 1 4
TABELA 33 - Dados espectrometricos de RMN C de dihidroflavonois

5,7,3',4" (OH)4 (ihidroquercitina)e o composto (HM-17C)( & )

Carbonos Dihidroquercitina HM-17C
2 83,1 83,6
3 71,7 77,4
4 197,1 _ 195,8
5 163,3 . 165,4
6 96,1 97,7
7 166,8 169,0
8 95,1 96,5
9 162,5 163,7
10 100,6 102,4
1 : 128,9 128,6
2! 115,3 116,7
3 144,9 148,4
4! 145,7 147,7
51 115,3 116,7
6! 119,2 120,1
i 102,5
2 72,0
3 74,2
4n 70,9
S5 72,9

6" 18,9




142

Os valores de C-5, C-7 e C-9 sao coerentes com a
literatura e apresentam o valor de C-7 em 169 ppm em campos mais
baixos, depois C-5 em 165,4 ppm e em campos mais altos C-9 em
163,7 ppm. C-6 e C-8 apresentam valores que correlacionam perfei
tamente. C-3' e C-4' apresentam valores de 148,4 e 147,7 ppm,que
‘correspondem a C oxigenados com posicao orto ou para oxigenada
(ver tabela 14, pag. 51 ). Os picos de 116,7 ppm correspondem a
carbonos nao oxigenados com carbonos oxigenados em posigao orto
cu para (90-125 ppm) (ver tabela 14, pag. 51 ). o0s picos restan -

tes correspondem a C-1 e C-6"'.

O pico em:18,9ppm indica a presenga de um grupo me-
tila, que deve corresponder ao de uma ramnose. Os outros valores
confirmam a presenga de uma ramnose em posigéo 3, que segundoMar
khan46, deve apresentar bandas em 101,9; 70,4; 70,6; 71,5; 70,1;
17,3 ppm (tabela 17).

Desta forma a interpretacgao pode ser feita como

na figura 22

Oy

FIGURA 22 - Dados espectrométricos de RMNlSC de HM-17C.

O espectro de RMN e ci3 do HM-17C hexaacetilado
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foi realizado em cloroformio deuterado. A hidroxila em posigaos,
que deve estar quelada com o oxigénio carbonilico, nao foi aceti
lada. A interpretagéo do espectrd esta indicado na tabela 34 e

figura 26a.
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L4 1
TABELA 34 - Dados espectrometricos de RMN 3C de HM-17C hexaceti-

lado em CDCl3 (&)

Carbonos HM-17C Hexaacetilado -
2 81,1
3 79,0
4 186,4
5 151,9
6 >106,2
7 162,9
8 101,8
9 163,7 ¢ 3 Ohs
10 106, 4 QAc oA
1t 134,7
OAc OAc GAc
21 121,8 0— CHi- CHi—CH —GH ~CH-CH3 .
3! 142,7 OH o . 2 i Z ‘ i
4 142,3
5 124,0
6! 125,6
1w 98,5
2n 70,7
3 69,3
4n 68,6
5n 67,3
6n 17,1(CH3 de ramnose)
6C=0 de acetato 170,3 x 2; 170,1; 169,9; 168,4; 168,1 -

6 CH_de acetato

3 21,1; 20,8; 20,7; 20,6. x 2; 20,5.
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3.2.2.4 - ESPECTRO RMNlH DE HM-17C

Finalmente o espectro de ressonancia magnética nu
clear de proton, confirma a identificagao ate agora realizada do
HM-17C. O espectro foi realizado em piridina deuterada e os des-
locamentos quimicos dos prétons relacionados na tabela 35 ( ver

figura 27).

TABELA 35 - Deslocamentos quimicos de tipos de prétons de HM-17C

em piridina-d

5 -
Deslocamento . .

quimico (ppm) Tipo de proton

1,70 (d4,J=6 Hz, 3 H) de CH, de ramnose

4,31 (1 H) de C-5" de ramnose

4,46 (1 H) : de C_an n "

4,63 (1 H) de C-3" * "

5,0 (1 H) ‘ de C_2n ® "

5,1 (1 H) de C_1n "

5,15 (d,J=10,8 Hz, 1 H) de C-3

5,45 (d,J=10,8 Hz, 1 H) de C-2

6,34 (d,J=1,5 Hz, 1 H) - de C-8

6,46 (d,J=1,5 Hz, 1 H) de C-6

7,21 (2 H) de C-5' e C~6' misturadoc/ piridina
7,64 (2 H) de C-2' e C-6' |

4
Segundo a tabela 13, pag. : 5, em dihidroflavo -

nois os protons do C-2 e C-3 estao relacionados trans-diaxialmen
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te, aparecendo como dubletes com um J=11 Hz, sendo portanto coe-
rente com o0 nosso caso, que apresentam um J=10,8 Hz. Em dihidro-
flavonois 3—O—glicosideos, o.sinal de C-2 aparece em 5,0-5,6 ppm
e o de C-3 em 4,3-4,6 ppm. Neste composto em estudo o préton de
C-2 (5,45 ppm) e perfeitamente coerente com o valor esperado, en
quanto que o sinal de C-3 aparece em campos mais baixos (5,15

ppm) que o correspondente.

Os H do C-6 e C-8 estao meta acoplados e aparecem.

45
segundo a tabela 9, pag. 44 , como dubletes com um J=2,5 H e
neste composto apresentamium J=1,5 Hz. Os sinais de C-2! Cc-6"
em 7,64 ppm, concordam com os valores davpég. , para 3',4'-di

hidroxiflavonoides em 7,2-7,9 ppm (ver fig. 23).

FIGURA 23 - Dados espectrométricos de RMNIH de HM-17C.

3.2.2.5 — PONTO DE FUSAO

O ponto de fusao apresentado por HM-17C foi de

1
183 ¢C {Astilbina:lit. 181-183 ¢C) Ol.

Com todos estes dados, o composto em estudo ( HM-

17C), fica decididamente identificado como sendo Astilbina.



147

3.0
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| CHyCOONg™-—--—
g MeOH
24 ¢t
.8

ABSORBANCIA

300 400
COMPRIMENTO DE ONDAS (nm)

FIGURA 24- Espectro U.V. (EtOH) de Astilbina(3-0- o —L-ramnosi -
deo de dihidroquercitina) (HM-17C)



148

3.0
AICIS-———""—
i HCl —— et e
Me OH
24 r
1.8 T

ABSORBANCIA

COMPRIMENTO DE ONDAS (nm)

FIGURA 24a - Espectro U.V. (EtOH) de Astilbina (3-0- o -L-ramno-

sideo de dihidroquercitina) (HM-17C).
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Este composto foi obtido apos concentragao da fra

gao H-3, sob a forma de um solido amarelo de p.f. 173-75 ¢C. A subs

tancia foi codificada como HM-17B.

3.3.1 - DADOS ESPECTROMETRICOS DE HM-17B

Sao apresentados na tabela 36

TABELA 36 -~ Dados espectrométricos de I.V., U.V., RMNlH, RMNlSC
de HM-17B
Espectro Bandas de absorcao

-1
I.V. ¢y KBr cm

3350, 1630,1510,1460,1370,1260,
max., 1160,800 -.
(Fig. 31, p.165 ).
U.v., § MeOH nm 292
max
£ MeOH + NaOMe 328
max. nm
A MeOH + NaOMe + AcONa 329
max. nm
A MeOH + AlCl3 315
max. nm
A MeOH + AlCl3 + HC1 315
max. nm

(Fig. 30 e 3Qa,p.163 e164 ).
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Continuagao da Tabela 36.

Espectro Deslocamentos quimicos de H e C respec.

RMN'H (300 MHz, C_D.N) S: 1,68(d,J=6 Hz, 3 H), 4,29 (1 H),4,38
" (1 H), 4,63 (1 H), 4,81 (1 H), 5,14
(1 H), 5,06 (d,J=10,8, Hz, 1 H),5,37
(d,J=10,8 Hz, 1 H), 6,42 (1 H), 6,54
(1 H), 7,12 (dd,J=7,0 Hz, 2 H), 7,57
(dd,J=7,0 Hz, 2H).

(Fig. 33 e 33a,p.167 e 168).

3

RMN1 C (75,6 MHz, C DSN)ppm:18,83; 70,75 71,9; 72,7; 74,1; 77,7;

5
83,2; 97,6: 98,6; 101,6; 102,4; 116,
5. 116,5; 128,0; 129,9; 129,9; 159,
8; 161,0; 163,6; 165,6; 194,6.

(Fig. 32, p.166 ).

3.3.2 -~ IDENTIFICAGAO ESPECTROMETRICA DE HM-17B

Este composto analisado por espectro de RMN13C
por comparagéo com astilbina e naringenina, evidenciou um compos
to da classe desse ﬁltimo, ou seja, um dihidroflavonol com hidro
xilas em posicoes 5,7 e 4' e um agﬁcar (ramnose) ligado a este ,
como ocorre tambem com a astilbina. Em espectro RMNlH_identificg
se &z presenga de protons em posigao 2,3,6,8 e 2',3',5',6' e um
grupo de metila., Pelo I.V. temos um composto aromatico com gru -

pos hidroxiles e carbonila (de um f1avonoide)como tambem foi cbservado
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com eucryfina e astilbina. A analise mais detahada dos espectros

e apresentada a seguir:

3.3.2.1 — ESPECTRO U.V. DE HM-17B

O espectro U.V. deste composto, realizado em meta
nol, apresentou uma banda de absorgao em 292 nm, corresponde a

banda II (ver fig. 3G e 30a).

Quando ¢ adicionado metdxido de sédio, a banda II
muda de 292 nm ate 328 nm, ou seja, 36 nm, que corresponde a uma
flavanona ou dihidroflavonol com hidroxilas em posicao 5 e 7 (ver

46
tabela 7. p. 41) .

A adigao de acetato de sodio causa uma mudanga na
banda II de 292 nm atée 329 nm, que significa uma mudanga de 37
nm, correspondente a uma flavona ou dihidroflavonol com grupo

OH em posicao 7 (com 5-OH) (ver tabela 4, p. )46.

Adicionando tricloreto de aluminio, a banda 292
nm, muda para 315 nm, ou seja, 23 nm, que corresponde a flavano
nas ou dihidroxiflavonois com grupo OH em posigéo 5 (tabela 6 ,
pag. 39). Quando se adiciona tricloreto de aluminio e acido clo
ridico, o0 espectro nao muda em relagéo ao com tricloreto de alu-

minio. A mudanga com 013A1 se pode explicar pela formagao de um

complexo hidroxicetonico como no caso da astilbina.

Com esta analise pode-se dizer que o composto em
estudo (HM-17B) € um dihidroflavonol ou uma flavanona com grupos

hidroxila em posicao 5 e 7 do anel A.
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3.3.2.2 - ESPECTRO I.V. DE HM-17B

O espectro I.V. evidencia: presenca de uma absor-
géo larga e intensa correspondente a um estiramento de ligacao
OH em 3350 cm—l; um estiramento de C=0 em 1630 cm—l, correspon -
dente a uma carbonila de um flavonéidelOI; bandas do anel aroma-
tico conjugado a grupo carbonila em 1510, 1460, 1370 cm_l (ver

fig. 31).

© 3.3.2.3 - ESPECTRO RMNlSC DE HM-17B

Podemos observar na figura 32, o espectro de res-
sonancia magnética nuclear realizado em piridina deutrada.
13 . 107
O espectro de RMN C usando a tecnica de APT

define a multiplicidade de cada atomo de carbono (ver tab. 37).
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TABELA 37 - Dados espectrométricos de RMlec de HM-17B em piridi

na-d5 (& ).

C CH
194,7 129,8 x 2
165,6 - 116,5 x 2
163,6 102,4
161 0 98,5
159,8 97,6
128,0 83,1
101,6 77,6
74,1
72,7
71,9
70,7

Comparados os valores da tabela 38 com os espec -
tros de narigenina e de astilbina, podemos observar, analisar e

interpretar o0s mesmos.
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' . 13
TABELA 38 - Dados espectrometricos de RMN C de HM-17B, Astilbi-

na e Naringenina ( & ).

Carbonos HM-17B Astilbina Naringenina76
2 83,2 83,6 78,2
3 77,7 77,4 42,0
4 194,6 195,8 : 195,6
5 163,6 165, 4 163,3
6 98,5 97,7 . 95,8
7 165,6 169,0 166,4
8 97,6 96,5 94,9
9 161,0 163,7 162,7
10 101,6 102,4 101,9
1! 128,0 128,6 128,9
21 129,9 116,7 : 127,6
3t 116,5 148,4 115,1
4 159,8 147,7 157,4
5 116,5 116,7 115,1
6 129,9 120,1 127,6
it 102,4 102,5 naringenina
2n 71,9 72,0 '
3 74,1 74,2
4n 70,7 70,9
5 72,7 72,9

6" 18,83 18,83
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Na tabela 38, observa-se que o anel B (C-1' a
C-6') de HM-17B,, apresenta picos semelhantes a Naringenina, que
tem somente um grupo hidroxila em posigao 4'. Todos os outros pi

cos sao totalmente senelhantes a Astilbina.
O pico de 159,8 ppm, corresponde a C oxigenado sem
oxigenagao em posicao orto ou para, segundo a tabela 14, pag.

aparece em 155-165 ppm (Ver fig. 28).

A analise dos outros picos do anel B pode ser ob-

servado no estudo de astilbina.

16,83
3

. 13 ,
FIGURA 28 - Dados espectrometricos de RMN C de HM-17B.

3.3.2.4 - ESPECTRO RMNIH DE HM-17B

1 . .
O espectro de RMN H (fig. 33 e 33z) confirma a i-
dentificagéo até agora realizada. O espectro realizado em piridi
na deuterada apresenta os deslocamentos quimicos dos prétons 'qdé

estac contidos na tabela 39.

nft
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TABELA 39 - Deslocamentos quimicos de tipos de préton de HM-17B

em piridina—d5

Deslocamento
quimico (ppm)

Tipo de préton

1,68 (d,J=6 Hz, 3 H) de CH3 de ramnose
4,29 (1 H) de C-5" " "
4,38 (1 H) de C_gn n "
4,63 (1 H) de C-3" "
4,81 (1 H) de C_pn "
5,14 (1 H) de C-1" " "
5,06 (d4,J=10,8 Hz, 1 H) de C-3
5,37 (d4,J=10,8 Hz, 1 H) de C-2
6,42 (1 H) de C-8
6,54 (1 H) de C-6
7,12 (dd,J=7,0 Hz, 2 H) de C-3' e C-5!
7,57 (dd,J=7,0 Hz, 2 H) de C-2' e C-6'
A analise do espectro RMN'H de HM-17Brno que se re
fere aos prétons do anel A e C, pode ser feita da mesma formaque

a de astilbina, pois o0s espectros sao muito semelhantes (ver p.

141). Porem os compostos diferem na oxigenacao do

nalise diferenciada se faz necessario. O HM-17B e

4' oxigenado e o astilbina e 3', 4 oxigenado. No

anel B, uma a-
um flavonoide

composto HM-

17B os prétons do C-2', C-6' aparecem em 7,57 ppm e o©s de C-3' e

5' em 7,12 ppm, estes valores corresponden

dos para estes flavonoides (6,5-7,9 ppm) (ver tabela 12, figura

29, p. 162.
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1,57 TA2

. . 1
FIGURA 29 - Dados espectrometricos de RMN H de HM-17B

3.3.2.5 - PONTO DE FUSAO

O ponto de fusao de HM-17B foi de 173-5 °C (Enge-

101
titina 173-175 9C) .

13
Considerando o p.f., espectros RMN de C e 1H,
U.V. e I.V., tudo indica que o compoesto em estudo (HM-17B) éo.eg

gelitina.
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sideo de dihidrokaempferol) (HM-17B).
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3.4~ ANALISE FARMACOLOGICA DE HYMENAEA MARTIANA HAYNE, AR-
ZEIK

3.4.1 - INTRODUGAO

No Brasil e em outros paises, o extrato fluido das
cascas e resinas da espécie H. martiana, popularmente conhecida
COmo jatobé, tem sido amplamente empregado, por apresentar diver
sas propriedades medicinais no tratamento de afecgoes gastroin -
testinais (diarréias, ulceras, dispepsias),urinarias ( cistite ,
uretrite) e das vias resﬁiratérias (asma, bronquite, laringites

10,29, 30
e tosses) .

Apesar do vasto uso medicinal desta planta, sao
escassos o0s estudos farmacologicos que comprovem suas aplicagaes

medicinais.

Por outro lado, existem evidencias de que algumes
agaes terapéuticas dessa planta possam estar relacionadas com a
presenga de substancias tanicas com suas folhas, embora estas te
nham sido quimicamente pouco investigadas34, havendo, sobretudo,

~ - 17, 35-37
relatos sobre a identificagao de compostos terpenoides

. 19, 34
e fenolicos .

Estudos farmacolégicos de H. martiana estao sendo
desenvolvidos, nos laboratorios do Departamento de farmacologia
da UFSC, com a finalidade de contribuir para o esclarecimento das
agoes medicinais desta planta. Para isso,sao realizados testes
"in vivo'" e "in vitro" com o extrato bruto e composto purifica -
dos da mesma. Dentre estes ﬁltimos, no presente trabalho, e apre

sentada a atividade farmacologica dos compostos glicosidicos: as
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tilbina,eucryfina e engelitina, ineditos nesta_espécie estuda -

da.

3.4.2 - ANALISE FARMACOLOGICA DO EXTRATO BRUTO DA HYMENAEA
MARTIANA

3.4.2.1 - ESTUDO "IN VITRO"

0 extrato bruto hidroalcoolico (EB) da Hymenaea
martiana foi analisado em relacao a varios neurotransmissores no

. . 108
utero de rata e ileo de cobaia .

A incubagéo do EB obtido das cascas da H. martia-
na (50 a 200 pg/ml), durante 20 minutos, causou deslocamento pa-
ralelo e concentragao dependente a direita sobre a curva dose-
resposta a bradicinina no utero isolado de rata (figura 36a). O
grafico de Schildll6 (figura 36b) indica existir boa correlagao
entre o aumento da dose do EB e o deslocamento a direita (0,98),
sugerindo a existéncia de antagonismo competitivo (inclinagao 1,
2). Nas mesmas concentragdes (50 a 200 pg/ml), o EB da H. martia
na deslocou também a direita a curva da dose-resposta a lisil-bra
dicinina, sem causar alteragaes marcantes da resposta maxima (fi
gura 37a). Porem,o grafico de Schild (figura 37b), indica | que
embora exista boa correlagéo (r=0,99), o antagonismo, apesar de
competitivo, nao & de natureza simples, ja que a inclinagao da
reta de regresséo e significativamente maior que i (tabela 40) .
Os resultados desta tabela mostram que o extrato apresenta a mes
ma poténcia em antagonizar as respostas a bradicinina e a lisil-
bradicinina no utero de rata, com valores de PA2 (g/ml) de 4,2

e 4,5, repectivamente.
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Por outro lado, o antagonismo nao foi seletivo pa
ra as cininas, jé gue o EB da H. martiana nas mesmas concentra -
goes (50 a 200 pg/ml) causou tambem deslocamento paralelo a di -
reita sobre a curva dose-resposta a acetilcolina no utero isola-
do da rata (figura 38a). 0 grafico de Schild (figura 33b), indi-
ca haver boa correlagao (r=0,9) e inclinagao de 0,9, sugerindo u
ma interagéo competitiva dos principios ativos com os receptores
colinérgicos presentes na musculatura uterina. Os resultados a-
presentados na tabela 39, indicam que o EB apresenta a mesma po-

tencia em antagonizar as respostas a acetilcolina e as cininas.

Interessante, o EB da H martiana (50 a 200 pg/ml)
nao modificou significativamente a curva concentragao-respostapa
ra a serotonina no utero isolado de rato (figura 39a). No entan-
to, nas mesmas concentragoes, o EB causou redugao concentracao -
dependente da resposta maxima contratil para a prostaglandina
cmx , angiotensina II e ocitocina, associado com deslocamento a
direita no utero isolado da rata (figura 39b, ¢ e d). Estes re -
sultados indicam que o EB da H.martiana pode apresentar varios

principios ativos capazes de interagir por mecanismos 'distintos

com o0s diversos neurotransmissores no utero isolado de rata.

Quando analisado no ileo isolado de cobaia, o EB
da H. martiana (50 a 200 pg/ml), antagonizou de maneira nao com-
petitiva a resposta contratil a bradicinina, causando um desloca
mento a direita sobre a curva dose-resposta associada com a ini-
bicdo da resposta maxima (figura 40a). Com relacao a respostacon
tratil a acetilcolina, o EB, em baixas concentragoes ( 50 a 100
ug/ml) causou deslqcamento a direita sobre a curva deose-resposta
e em concentraczc mais elevada (200 pg/ml), grande redugao de res
posta maxima (figura 40b). Ao contrario, o EB causou apenas pe -
qtenas variagoes na curva dose-resposta a histamina no ileo iso-

lado de cobaiza (figura 40c).
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Em todos os tecidos testados, as agoes do EB da
H. martiana, foram totalmente revertidas, seguindo lavagens da pre

paracao em cerca de 60 minutos.
3.4.2.2 - ESTUDO "IN VIVO"

Este estudo envolveu a analise do efeito antiede-
matogénico a analgésico do extrato bruto hidroalcoolico da H.

. ) 109
matiana .

O extrato bruto hidroalcoolico (EB) da H. martia-
na, quando administrado por via oral (v.o) (500 mg/kg, 1 h. an -
tes) nao inibiu o desenvolvimento dos edemas de pata de rata cau
sado por carragenina (300 pg), dextrana (300 pg) e fator de agre
gacao plaquetaria PAF-aceter (4 pg). Porem, quando administrado
por esta mesma via, o EB (400-800 mg/kg), 1 hora) inibiu a forma
concentragéo—dependente do edema causado pelo acido araquidanico
(AA) na orelha de camundongo (DE 50 >800 mg/kg, inibicao maxi -
ma, I. max=23%) (figura 4la, b e ¢ e tabela 40).

Quando administrado por via intraperitoneal (i.
p.) (25-200 mg/kg, 30 minutos antes), o EB determinou inibigéadg
se-dependente do edema induzido pela carragenina (DE 50=38 mgkg,
I. max. = 100%), dextrana (DE 50=30, 8 mg/kg, I. max = 98%), mas
inibindo parcialmente o edema causado pelo PAF-aceter (DE 50=35
mg/kg, I. max. = 50%) (figura 42a, b e c). Por esta mesma via,
o EB (100/200 mg/kg) foi mais efetivo em inibir o edema causado
pelo AA na orelha do camundongo (DE 50=105 mg/kg, I. max.= 53%)
(tabela 41). Da mesma forma como foi observado no edema de pata
de rata, o EB foi significativamente mais potente quando adminis

trado por via i.p.
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Ao contrario dos resultados observados no edemade
pata de rato, o EB da H.martiama (100-200 mg/kg) administrado por
v.0., produziu inibicao dose-dependente das contorgoes abdomi -~
nais induzidas pelo acido acetico (0,6%) e Acetilcolina (Ach) (6

mg/kg) em camudongos (DE 50 < 100 mg/kg) (tabela 42 e 43).

Quando administrado por via i.p., o EB (6,5-50 mg
/kg) foi significativamente mais potente em inibir as contorgoes
abdominais causadas tanto pela Ach como pelo acido acetico. (DE

50=5 mg/kg) (Tabela 42).

Pelo exposto, deve-se salientar que o EB nao apre
sentou atividade antiedematogénica por v.o em ratos, mas 1inibiu
o edema causado pelo AA, bem como as contorgoes abdominais indu-
zidas pela Ach e acido acético em camudongos por esta via. Esses
resultados sugerem a existéncia de diferengas na absorgao dos
principios ativos presentes no extrato, nas duas espécies ani -
mais estudadas. Pelo fato do EB apresentar-se mais potente em i-
nibir o edema de pata de rato e as contorgoes abdominais em camu
dongos por via i.p., sugere-se que OsS principios ativos responsé
veis por esses efeitos sao pouco absorvidos por via v.o. em ra -

tos.

Como o EB apresentou atividade tanto por v.o. co-
mo por via i.p. em inibir o edema causado pelo AA na orelha do
camudongo, sugere-se que o0s principios ativos presentes nesta
planta possam estar atuando atraves da inibicao dos metabolitos
do AA via lipoxigenase, principais responsaveis pela agéo edema-

~ . 110-114 .
togenica do AA na orelha do camudongo . Esse mecanismo de
agao, poderia também explicar o efeito analgésico observado por

esse extrato em camudongos, pois os metabolitos do AA via lipoxi

genase, podem tambem produzir hiperalgesiallS.
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3.4.3 - ANALISE FARMACOLOGICA DAS FRAGCOES SEMIPURIFICADAS E
COMPOSTOS PUROS DA HYMEANEA MARTIANA

3.4.3.1 - ESTUDO "IN VITRO"

Os tracgados graficos apresentados na figura 42,
mostram que a fragao HM4-8 (ver pag. ) (10-80 pg/ml) obtidada
fragao acetato de etila acetilada da H. &artigqq, contendo uma
‘mistura de 3 compostos de natureza flavonéidica, deslocou a di -
reita a curva concentragéo—resposta a bradicinina, no utero iso-
lado de rata, associado com reducao significativa da resposta mé
xima nas concentragoes de 40 e 80 pg/ml. Ambos os efeitos foram
reversiveis apés a lavagem das preparagaes e bastante semelhan -
tes équeles descritos para o extrato total desta planta (figura

36a),

A purificagao da fragao HM4-8 permitiu a obtencgao
de dois glicosideos: a eucryfina e astilbina. Nas mesmas concen-
tragoes (40-80pg/ml) (29,5-236 pM) a eucryfina tambem causou des
locamento a direita da curva concentracao resposta a bradicini -
na, porém, o deslocamento foi menor quando comparado ao obtido
com a fragao semipurificada (figura 43a). Ao contrario, o segun-
do composto isolado desfa fracao, a astilbina (10-80 pg/ml) (22-
176 pM) nao modificou a curva concentragéo—resposta para a bradi
cihina, quer ao nivel da resposta méxima, como da DE 50 (Figura

43b).

Com relacao a resposta contratil a acetilcolinarm
utero isolado da rata, pequena dose de eucryfina (29,5 uM), tam-
bem deslocou a direita a curva dose-resposta a esse agonista,en

quanto que, concentragéo mais elevada (59 pM) nao influenciou a
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contragao causada pela acetilcolina (Figura 44a). Novamente a as
tilbina (22 a 176 pM) nao causou modificagao significativa dares

posta contratil a acetilcolina nesta preparagao (Figura 44b).

Interessante que a acetilagao das moléculas de as
tilbina e eucryfina modificaram completamente seus perfis de a-
¢ao. A astilbina acetilada (13-52 uM) e a eucryfina acetilada (18
-72 pM), causaram um deslocamento concentragao—dependente a di -
reita sobre a curva dose-resposta a bradicinina no Utero isolado
de rata, associado com redugéo da resposta maxima (Figura 45a e
47a). O grafico de Schild (Figura 45b), indica a existéncia de
boa.correlagéo entre o aumento da concentracgao de astilbina e o
deslocamento a direita sobre a curva dose-resposta a bradicinina
(r=0,93) e o valor de PA2 de 5,1. Resultados semelhantes foramd
tidos para o EB da Htmggtianq (Figura 36a, b). Nas mesmas concen
tracoes (13-52 pM) e(18-72 uM), a astilbina acetilada e a eucry-
fina acetilada, respectivamente, causaram tambem deslocamento a
direita associado com a redugao significativa da resposta maxima
para a acetilcolina (Figura 46a e 47b). Este efeito também foi
mostrado em utero isolado de rata ﬁela astilbina acetilada com
relagao a ocitocina (Figura 46b), sendo este composto (13-52 pM)
mais potente em antagonizar a resposta contratil a ocitocina nes
te tecido. Os efeitos causados por estes compostos foram total -

mente revertidos apos lavagem das preparagGes.

Outro composto puro testado, foi isolado da fra -
gao acetato de etila, obtida da H. martiana, denominado de enge-
litina. Este composto (23-92 uM) nao modificou a curva concentra
cao-resposta a bradicinina (Figura 48a)) mas causou ligeiro des-
locamento sobre a resposta a acetilcolina no utero isolado de

rata (Figura 48Db).
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FIGURA 39 - Curvas concentr‘agéo-—resposta medias para serotonineg,

nas-ng , angiotensina II e ocitocina no utero iso-
lado de rata na auséncia ou na presenga de diversas
céncentragaes do extrato bruto da H. martiana. Cada
ponto representa a media de 4 a 6 experimentos e as
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FIGURA 41 - Efeito do extrato hidroalcoélico da Hymenaea martia-

na administrado por via oral ou intraperitonal

SO

bre o desenvolvimento do edema de pata de rato causa

do por carragenina

(A),

dextranza (B) e

PAF_aceter

(C). Cada ponto representa a média de 5 a 7 experi -

mentos e as linhas verticais representam os erros pa

drao das medias.
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CAPITULO IV

IV - CONCLUSAO

Considerando os resultados experimentais do presente

trabalho, podemos concluir:

1 - As cascas de Hymenaea martiana Hayne,Arzeick (Leguminosae) |,
planta empregada popularmente para o tratamento de diversas dbeg
gas, foram extraidas com acetato de etila e este filtrado sobre
silica gel com eter de petréleo, cloroférmio, acetato de etila e
metanol. Destas fragoes, somente a de cloroformio e de acetato

de etila apresentaram atividade farmacoldgica ("in vitro").

2 - A frégéo de acetato de etila bruta ou previamente acetila -
da, foi fracionada em coluna de silica gel, separando-se varios
compostos , dos quais foram identificados tres glicosideos: as-
tilbina (3-0- o -L-ramnosideo de dihidroquercitina), engelitina(3-
0- o. -L-ramnosideo de dihidrokaempferol) e eucryfina (5,7-dihi-

droxi-3-( & -O-L-ramnopiranosil)-4 H-l-benzopirano-4-1).

3 - A identificagao destes compostos foi realizada por analise
dos espectros U.V., I.V., RMN H1 e RMN HIS. No caso de eucryfi -
na, a identificacgao foi realizada também por determinacao de p.
f. em mistura com o chposto padréo e por analise em camada del-

gada junto a este.

4 - A znalise do conjunto de testes farmacologicos realizadcs
"in vivo" e "in vitro" revela que parte das agSes medicinais a -
tribuidas popularmente a Hymenaea martiana foi confirmada, apre-

sentando em seu extrato, forte atividade antiedematogenica z & -~
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nalgésica, alem de varios efeitos “"in vitro". Entre eles, desfa-
ca-se a_agao inibitoria sobre a resposta a bradicinina, acetilco
lina e prostaglahdina. Os compostos isolados e acetilados mostra
ram tambeém efeitos semelhantes ao extrato total, podendo ser os
responsaveis, em parte, pelas agoes farmacologicas observadas.Es
sas evidéncias sao tambem reforcadas pela vasta bibliografia a
respeito das atividades biolégicaé destes e de outros flavonoi -
des, incluindo a acgao antinflamatoria, antihistaminica, inibigao
da agregagao plaquetéria, entre outras. Contudo, nao pode ser to
taimente excluida a participagéo de outros compostos existente
.nesta espécie, como, por exemplo, os taninos, nas ag5es farmaco-
légicas estudadas. Este ponto permanece para ser esclarecido em

futuros estudos.

5 -~ Considerando que a acetilagao dos compostos isolados foi bas
tante significativa para a atividade farmacolégica destes, suge-

re-se que sejam tentadas novas modificagoes estruturais visando

este objetivo.

14
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