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RESUMO

Parte A: Isolamento e elucidaciio estrutural de metabolitos secundarios de Artocarpus

elasticus Reinw. ex Blume

Esta dissertacdo relata o estudo quimico dos metabolitos secundarios de Artocarpus
elasticus Reinw. ex. Blume (Moraceae). Do extracto cloroformico da madeira desta espécie
foram isoladas nove flavonas isopreniladas: artocarpesina, artelasticina, ciclocomunina,
artelastina,  artelastocromeno,  artelastofurano,  artelastinina,  artelastocarpina e
carpelastofurano. Isolou-se ainda o B-sitosterol e o 2,4-diidroxibenzoato de etilo.

Dos compostos referidos a artelasticina, artelastina, artelastocromeno, artelastofurano,
artelastocarpina e carpelastofurano s3o descritos pela primeira vez.

As estruturas foram todas estabelecidas com base em métodos espectroscopicos (IV,
UV, RMN de 'H e ’C, COSY, HETCOR, HMBC, INEPT, NOESY), sendo algumas

auxiliadas por transformago quimica, através da obtengdo de derivados acetilados.

Parte B: Determinacdo da actividade biolégica dos metabolitos secunddrios isolados de

Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume

Neste trabalho avaliou-se a actividade anti-inflamatéria e antioxidante da
artocarpesina, artelasticina, artelastina e artelastocromeno. Realizaram-se ensaios in vitro para
avaliar a influéncia destas flavonas na libertagdo de radicais livres (anido superoxido) e de
enzimas lisosomicas (elastase e mieloperoxidase) em leucocitos humanos, bem como a sua
actividade sobre tipos diversos de PLA; secretoras sobre as cicloxigenases humanas 1 e 2. Foi
ainda estudada a acgfo destes flavonoides no processo da peroxidagdo lipidica e na captagdo
de radicais superoxido e peroxilo. Os resultados obtidos nos ensaios in vitro mostraram que,
de um modo geral, as flavonas estudadas na concentragdo de 10 uM apenas interferiram
ligeiramente nos varios parimetros do processo inflamatério testados, tendo somente o
artelastocromeno revelado uma forte inibi¢do da enzima mieloperoxidase. Com o objectivo de
verificar se esta actividade se manifestava em ensaios in vivo utilizou-se o modelo de “bolsa
de ar em ratinho”, usando o zimosano como indutor da inflamagdo. Neste ensaio avaliou-se a

influéncia do artelastocromeno na migra¢do leucocitaria, libertagio de mieloperoxidase e



geragio de PGE,. O artelastocromeno ndo revelou interferir com qualquer um dos parametros
estudados.

Para todas as flavonas isoladas desta planta foram ainda determinadas as actividades
imunoduladora e sobre o crescimento de linhas celulares tumorais humanas.

Na avaliacio da actividade imunomoduladora determinou-se a influéncia destas
flavonas sobre as vias classica e alternativa do sistema humano do complemento e sobre a
proliferagio de linfocitos humanos. Embora ndo se tenha observado qualquer actividade na
via alternativa da activagdo do complemento, todas as flavonas revelaram uma actividade
anticomplementar moderada na via classica de activagio do complemento, verificando-se uma
maior actividade para a artocarpesina, artelastina, artelastofurano e carpelastofurano. As oito
flavonas isopreniladas exibiram uma forte actividade inibidora da proliferagdo de linfocitos
humanos, principalmente a artelasticina, a artelastina e o artelastocromeno.

Na determinagdo da actividade sobre o crescimento de linhas celulares tumorais
humanas foram usadas as seguintes linhas: mama (MCF-7), renal (TK-10), melanoma
(UACC-62), pulmdo (NCI-H460) e SNC (SF-268). As flavonas isopreniladas inibiram o
crescimento de todas as linhas tumorais, verificando-se que a artelastina exibiu a maior

actividade.



ABSTRACT

Part A: Isolation and structural elucidation of secondary metabolites of Arfocarpus

elasticus Reinw, ex Blume

This Thesis reports chemical studies of secondary metabolites of Artocarpus elasticus
Reinw. ex Blume (Moraceae). Nine isoprenylated flavones have been isolated from the
chloroformic extract of its wood: artocarpesin, artelasticin, Cyclocommunin, artelastin,
artelastochromene, artelastofuran, artelastinin, artelastocarpin and carpelastofuran, as well as
[B-sytosterol and ethyl 2,4-dihydroxybenzoate.

While artocarpesin and cyclocommunin have been previously isolated from other
species of Artocarpus, artelasticin, artelastin, artelastochromene, artelastofuran,
artelastocarpin and carpelastofuran are new natural compounds.

Spectroscopic methods (IR, UV, 'H NMR, ®C NMR, COSY, HETCOR, HMBC,
INEPT and NOESY) and chemical modification, especially acetylation were used for

structure elucidation of the compounds.

Part B: Biological activity evaluation of secondary metabolites of Artocarpus elasticus

Reinw. ex Blume

In this study the anti-inflammatory and antioxidant activity of artocarpesin,
artelasticin, artelastin and artelastochromene were evaluated. By in vitro assays it was studied
the influence of these flavones in the liberation of free radicals (superoxide anion) and
lysosomic enzymes (elastase and myeloperoxidase) from human leukocytes, as well as their
activity in different types of secretory PLA; and human cyclooxygenases 1 and 2. The effect
of these flavones in lipid peroxidation and superoxide and peroxyl radicals scavenging was
also evaluated. In general, the results obtained showed that all flavones, assayed at 10 puM,
had little effect in the inflammatory parameters studied, except for artelastochromene, which
was a potent inhibitor of the myeloperoxidase enzyme. To determinate if this activity was
observed using in vivo methods it was performed the “rat air pouch model” stimulated by
zymosan. In this assay the effect of artelastochromene in leukocytes migration,
myeloperoxidase liberation and PGE, generation was evaluated. None of these parameters

were affected by artelastochromene at the concentration tested.



Immunomodulatory activity and the effect on the growth of human tumor cell lines
have been evaluated for all flavones isolated from this plant.

Concerning the immunomodulatory activity the influence of these flavones in the
classical and alternative pathway of human complement system activation and in the
proliferation of human lymphocytes was studied. While no anticomplementary activity has
been observed in the alternative pathway of human complement system activation, all
flavones showed moderate anticomplementary activity in the classical pathway, namely for
artocarpesin, artelastin, artelastofuran and carpelastofuran, which was the most active
compounds. The eight isoprenylated flavones showed a strong inhibitory activity in the
proliferation of human lymphocytes, specially artelasticin, artelastin and artelastochromene.

In the evaluation of the activity on the growth of human tumor cell lines, five lines
derived from different tumors were used: breast (MCF-7), melanoma (UACC-62), renal (TK-
10), lung (NCI-H460) and CNS (SF-268). All flavones inhibited the growth of all tumoral

lines, whereas artelastin was the most active flavone tested.



RESUME

Parte A: Isolement et évaluation structurale des métabolites secondaires de Artocarpus

elasticus Reinw. ex Blume

Cette dissertation rapporte 1’étude chimique des métabolites secondaires de
Artocarpus elasticus Reinw. ex Bleume (Moraceae). De I’extrait chloroformique du bois de
cette espece nous avons isolé neuf flavones isoprenilées: artocarpesine, artelasticine,
ciclocomunine, artelastine, artelastocromene, artelastofurane, artelastinine, artelastocarpine et
carpelastofurane. Nous avons isolé, aussi, le B-sitosterol et le 2,4-dihydroxybenzoate de
éthile.

Parmi ces composés I’artelasticine, la ciclocomunine, ’artelastine, I’artelastocromene,
I’artelastocarpine et la carpelastofurane sont des substances décrites pour la premiére fois.

Des méthodes spectroscopiques et de modification chimique, particuliérement

I’acétylation, on eté utilisés pour |’élucidation structurale des composés.

Parte B: Evaluation de Pactivité biologique des métabolites secondaires de Arfocarpus

elasticus Reinw. ex Blume

Dans ce travail I’activité anti-inflammatoire et antioxydative de I’artocarpesine, de
’artelasticine, de I’artelastine et de I’artelastocromene a eté evaluée. Nous avons fait des
essais in vitro pour |’évaluation de la influence de ces flavones dans la libération des radicaux
livres (anion superoxyde) et des enzymes lisosomiques (elastase et mieloperoxydase) dans des
leucocytes humains, aussi bien que leur activité dans différentes PLA; sécretoires et
cycloxygénases humaines 1 et 2. L’effect de ces flavonoides dans la peroxydation lipidique et
dans la captation des radicaux anion superoxyde et peroxyle a eté aussi evalué. D’une fagon
génerale, les flavones etudiés, dans la concentration de 10 uM, on démontré une petit
variation des paramétres du processus inflammatoire étudié, mais 1’artelastocromene a
montrée une forte inhibition de ’enzyme mieloperoxydase. Pour savoir si cette activité existe
aussi in vivo nous avons utilisé le modéle de “bourse d’air chez le rat” ou le zimosane agit
comme inducteur de I’inflammation. Dans cet essai nous avons observé I’influence de
’artelastocromene sur la migration leucocytaire, la libération de mieloperoxydase et la

génération de PGE,. L artelastocromene n’a pas d’activité sur aucun des paramétres etudi€s.



L’activit¢ immunomodulatrice et I’effect dans I’acroissement de lignées céllulaires
neoplasiques humaines de toutes les flavones isolées de cette plante a eté aussi evaluée.

L’évaluation de I’activité immunomodulatrice a eté faite a travers de la détermination
de I'influence sur la voie classique et alternative du sistéme de complement humain et sur la
prolifération des lymphocytes humains. Nous n’avons vu aucune activité dans le voie
alternative du complement, mais toutes les flavones ont montré une activité
anticomplementaire moderée sur la voie classique. L’artocarpesine, [Iartelastine,
I’artelastofurane et la carpelastofurane on eté plus effectives en ce qui concerne leur activité
anticomplementaire. Les huit flavones isoprenilés on montré une forte activité inhibitrice de la
proliferation des lymphocytes humains, particulierement I’artelasticine, [’artelastine et
I’artelastocromene.

Dans la determination de I’activité sur le acroissement de lignées cellulaires
neoplasiques humaines on a utilisé cinq lignées derivées de différentes neoplasies: mamelle
(MCF-7), rénal (TK-10), melanome (UACC-62), poumon (NCI-H60) et SNC (SF-268).
Toutes les flavones isoprenilées on provoqué I’inhibition de toutes les lignées neoplasiques,

don’t I’artelastine est la plus effective.
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Introdugdo geral

1. Enquadramento e objectivos

O uso de plantas medicinais na terapia pode considerar-se t30 antigo quanto a propria
humanidade, estando descrito para periodos anteriores as civilizagdes ancestrais na China,
india e Extremo Oriente. Apos séculos de utilizagdo empirica de preparagdes de origem
vegetal, foi durante o século dezanove que se isolaram os primeiros compostos activos como
os alcaloides morfina, estricnina e quinino, iniciando-se uma nova era no uso de plantas
medicinais e a investigagdo nesta area. A partir da década de quarenta, com o
desenvolvimento dos métodos de sintese, a investiga¢do de metabolitos vegetais restringia-se
apenas ao ponto de vista fitoquimico e quimiotaxonémico. Na década de oitenta assistiu-se a
um crescente interesse nos farmacos de origem vegetal, tendo o seu consumo praticamente

duplicado na Europa ocidental .

Actualmente as plantas constituem uma fonte importante de compostos
farmacologicamente activos para grande parte da populagdo dos paises subdesenvolvidos.
Mesmo nos paises industrializados, como nos EUA, estes compostos bioactivos constituem
cerca de vinte e cinco por cento das prescri¢des médicas, existindo disponiveis no mercado
cerca de cento e dezanove farmacos extraidos de noventa espécies de plantas, setenta e sete
por cento dos quais derivam de plantas utilizadas na medicina tradicional **.

Uma das areas em que se tem assistido a um interesse crescente na investigagdo de
produtos naturais € o tratamento do cancro e infec¢Ges provocadas por novos agentes
patogénicos, para as quais ainda nfo existe terapia eficaz. Para estas patologias verificou-se
que entre 1989 e 1995 cerca de sessenta por cento de novos compostos bioactivos eram de

origem natural, incluindo neste grupo aqueles obtidos por semi-sintese e sintese a partir de

modelos naturais 5.

Muitos dos agentes terapéuticos tém sido obtidos a partir de plantas medicinais
particularmente quando os métodos de sintese, ao contrario dos processos de extracgdo, ndo
sdo econdmica e tecnicamente viaveis. Exemplos classicos sdo a morfina e codeina, extraidas
de Papaver somniferum, o quinino de Cinchona sp., a atropina de Atropa belladonna,
reserpina de Rauwolfia sp., vincristina de Catharanthus roseus e digitoxina de Digitalis
purpurea > °. Um exemplo mais recente é o taxol, um composto de origem natural, isolado da

81

madeira de Taxus brevifolia 7 ¢ de outras espécies ', que emergiu dos programas de
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“screening” de produtos naturais com actividade antitumoral ">, Actualmente este composto &
utilizado no tratamento de certos tipos de cancro resistentes a cisplatina como o cancro da

mama, ovario e pulméo .

O uso directo na terapia € apenas uma das aplicagdes das plantas medicinais. Ja ha
muito tempo que os compostos quimicos de origem vegetal tém sido utilizados como modelos
para “design”, semi-sintese e sintese total de compostos bioactivos * '*. Sdo exemplos os
anestésicos locais derivados da cocaina, os analgésicos opidides derivados da morfina por
simplificagdo molecular e as cumarinas como precursores de antitromboticos ¢, Muitas vezes
os metabolitos secundéarios de origem vegetal funcionam como compostos lideres de série,
sendo submetidos a modificagdes moleculares com o objectivo de originar compostos com
maior actividade e menor toxicidade * '* '*. Além disso, os compostos naturais contribuem
substancialmente para a identificagdo e estudo de muitos processos bioquimicos, constituindo
ferramentas importantes para a investigagdo de novos mecanismos de acgio farmacologica ou

59 'y ¢
descoberta de novos receptores > #1617,

Apesar do crescente interesse nos farmacos de origem vegetal, o potencial de plantas
superiores como fonte de novos farmacos esta ainda largamente inexplorado. Entre os
duzentos e cinquenta mil a quinhentos mil espécies de plantas, apenas uma pequena
percentagem tem sido investigada do ponto de vista fitoquimico, sendo ainda menor o niimero
de plantas submetidas a estudos de despiste de actividades biologicas e farmacologicas *. O
elevado nimero e a diversidade molecular de metabolitos existentes em cada espécie vegetal
proporciona uma fonte importante de compostos quimica ou biologicamente inéditos '. A
destruigdo irreparavel da flora e fauna naturais provocada pela invasdo do homem resultara,
futuramente, na perda de conhecimento etnobotanico empirico que tem sido adquirido ao

longo de milhares de anos, tornando-se urgente a investigacdo de produtos naturais bioactivos
18

Tendo em conta o enquadramento descrito, o nosso trabalho teve como objectivo
principal contribuir para o estudo da diversidade molecular do reino vegetal, bem como
enriquecer o arsenal quimico, farmacolégico e taxondémico com a descoberta de compostos
quimicos inéditos ou com actividade bioldgica ndo documentada. Por outro lado, pretendeu-se

ainda manipular e aperfeigoar varias técnicas analiticas, que visam o isolamento e purificag@o
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dos metabolitos secundarios, assim como aprofundar os conhecimentos dos métodos

conducentos a elucidacgio estrutural.

2. Planta estudada

O presente estudo incidiu sobre o isolamento, elucidagdo estrutural e determinagdo de
actividades bioldgicas de metabolitos secundarios da madeira de Arfocarpus elasticus Reinw.

ex Blume, colhida na provincia de Trang, no sul da Tailandia.

A planta estudada pertence a familia Moraceae, que compreende cerca de sessenta
géneros e mil e quatrocentos espécies '°. O género Artocarpus consiste em cerca de cinquenta
espécies de arbustos distribuidos por regiGes tropicais e sub-tropicais do sudeste asiatico 20,21
tendo sido considerado por Jarrett 2* o género mais frequentemente encontrado nas regides
tropicais, com a excepgdo de Africa. Algumas destas espécies sdo utilizadas pelas populagdes
locais pelos seus frutos, nomeadamente A. heterophyllus Lamk. **, A. incisa Linn. ', 4.

U e A artilis B

champeden. Spreng. », A. integer Thunb. Outras espécies sdo
comercialmente importantes pela madeira que produzem principalmente A. hirsutus 24
chaplasha Roxb. 2, A. lakoocha Roxb. *' ¢ A. champeden Spreng. B ou sdo utilizadas na

medicina tradicional como 4. lakoocha Roxb. **, A. chaplasha Roxb ** e A. altilis Fosb. **?".

A madeira de Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume ja tinha sido estudada por Pendse
et. al. ® em 1976, tendo-se isolado para além do P-sitosterol, varias flavonas isopreniladas
como a artocarpina (1), cicloartocarpesina (2), cicloartocarpina (3), norartocarpina (4) e
integrina (5).
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1: R=Me 2
4:R=H

Do latex da mesma espécie foi também descrito o isolamento de acido cerdtico (4cido

hexacosanéico) e triterpenos pentaciclicos o~ amirina (6), B-amirina (7) e lupeol (8) *°.

-%-
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3. Estrutura de apresentacao da dissertacio

A apresentag@o dos resultados obtidos durante o trabalho de investigagdo encontra-se

dividida fundamentalmente em duas partes: A e B.

_ Parte A - Isolamento e elucidagdo estrutural de metabolitos secundarios de
Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume.
Constituida por 5 capitulos:
- I- Consideragdes gerais sobre o género Artocarpus
- II - Metabolitos secundarios isolados de Artocarpus elasticus
Reinw. ex Blume
- I - Consideragdes biogenéticas sobre os metabolitos secundarios
isolados de Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume

- IV - Resultados e discussdo

-V -Material e metodologia experimental

Parte B - Determinag@o da actividade biologica dos metabolitos secundarios isolados
de Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume.

Divida em B;, B; e Bs.

Parte B, - Actividades anti-inflamatona e antioxidante.
Constituida por 3 capitulos:

- I - Introdugdo

- I - Material e metodologia experimental

- III - Resultados e discussio.

Parte B; - Actividade imunomoduladora.
Constituida por:
- I-Introdugio

- M - Resultados e discussdo.
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Parte B; — Actividade sobre o crescimento de linhas celulares
tumorais humanas.
Constituida por:

- I-Introdugio

- II- Resultados e discussdo



PARTE A

ISOLAMENTO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL
DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE
Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume



CAPITULO1

Consideracdes gerais sobre o género Artocarpus



Consideragdes gerais sobre o género Artocarpus

1. Estudos quimicos

O género Artocarpus, tal como outros géneros da familia Moraceae, ¢ particularmente
rico em flavondides, principalmente isoprenilados, embora tenha sido relatado o isolamento
de outro tipo de metabolitos, nomeadamente xantonas, estilbenos, além de outros compostos

fenolicos e terpenos.

1. 1. Flavonoéides

Os flavonodides existem sob diferentes formas estruturais. O nucleo bésico destes
compostos contem quinze atomos de carbono, englobando dois grupos fenilo (anéis A e B)
ligados por uma ponte de trés carbonos. A estrutura e disposi¢do destes trés carbonos
contribui para a diversidade de estruturas destes compostos, podendo encontrar-se flavondides
em que os trés atomos de carbono formam uma cadeia, como acontece com as chalconas e
diidrochalconas, ou estdo incorporados num ciclo formando um terceiro anel heterociclico

(anel C), como nas flavonas, flavonois, flavanonas e diidroflavonois 2,30

Flavenol Flavanona Diidroflavonol
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Um dos primeiros estudos fitoquimicos em plantas do género Arfocarpus data de 1895
e foi realizado por Perkin e Cope 2° sobre a madeira de A. heterophyllus Lamk., da qual foi
isolada a cianomaclurina (9) e a morina (10). Desde esta data foram estudadas muitas espécies

deste género, tendo-se isolado varios flavondides, particularmente isoprenilados *°.

1. 1. 1. Chalconas e diidrochalconas isopreniladas

O isolamento de chalconas e diidrochalconas em plantas do género Arfocarpus ¢
pouco frequente, sendo no entanto conhecidas algumas chalconas isopreniladas de A.

venenosa Zoll (11, 12) ** 32 ¢ diidrochalconas isopreniladas de 4. communis Forst. (13 - 15)
19

-14-



Consideragdes gerais sobre o género Artocarpus

13 14

A
L.

15

1. 1. 2. Flavonas isopreniladas

Os flavonoides mais frequentemente isolados de plantas do género Artocarpus sdo
flavonas isopreniladas, caracterizadas pela presenca de um anel B com um padrdo de
substitui¢do 2°,4’-dioxigenado ou 2’,4°,5’-trioxigenado e uma cadeia lateral isoprenilo na
posigdo 3 %34 Qutras posi¢des habitualmente substituidas por grupos isoprenilo incluem
C-6 e C-8. A semelhanca de muitos flavondides, o anel A ¢ geralmente derivado do

fluoroglucinol 5.

-15-
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O padrdo de isoprenilagdo mais frequente € representado pela cadeia 3,3-dimetilalilo
20 embora também sejam conhecidas cadeias geranilo, como por exemplo a artonina H (16) 3
isolada de A. rigida Bl, e derivadas do furano como as estruturas 17 e 18 ¥ isoladas da casca
de A. nobilis Thw. Esta também descrito o isolamento de flavonas com um anel derivado do

cromano, nomeadamente as isoladas das cascas de 4. rigida Bl. (19) % & A. communis Forst.

(19 e 20) %

19: R1 = CH,CH=C(CH,),; R2 = OH
20: R1 = CH,CH,C(CH,),0H; R2 = OH

Algumas flavonas isoladas de plantas do género Arfocarpus possuem uma estrutura
{inica com um quarto anel contendo um niimero variavel de atomos, formado pela ligagdo
entre o grupo isoprenilo na posi¢do 3 e um dos carbonos do anel B. Este anel pode formar-se
através do estabelecimento de uma ponte etérea entre os grupos isoprenilo em C-3 ¢ c-2° ¥,

resultando um anel adicional (anel D) de seis, sete ou oito atomos. Exemplos de flavonas com

-16-
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um anel D de seis dtomos incluem a cicloartocarpina A (21) ! e a ciclomorusina (22) ¥
isoladas da casca da raiz de 4. heterophyllus Lamk. e A. communis Forst., respectivamente.
Da casca do tronco foi isolado o ciclochampedol (23) 2 de 4. champeden Spreng. e a ciclo-

-heterofilina (24) *>** de 4. heterophyllus Lamk.

21
OH
Y OH
HO 0] N
0O
OH O Y
23

Flavonas com um anel D de sete atomos foram isoladas da casca das espécies A.
champeden Spreng. (25) **, A. heterophyllus Lamk. (26 ¢ 27) ¥ ¢ 4. rigida Bl. (28) ®®. Da
madeira de 4. infeger Thunb. esta descrito o isolamento de uma unica flavona com um anel D

de oito atomos (29) 2.

-17-
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29

Estido ainda descritas flavonas com estrutura de diidrobenzoxantona, resultante da
formagio de um anel D de seis 4tomos por estabelecimento de uma ponte etilénica entre C-3 e
C-6> ** Exemplos deste tipo de flavonas incluem as estruturas de 30 a 35 isoladas de varias

espécies do género Artocarpus 36,38,39,49-54.
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OH O
30: R1 =0OH
31: R1 =0OMe

34: R1 = H; R2 = R3 = R5 = OH; R4 =CH,CH=C(CH,),

33

35: R1=R4=H; R2=0Me; R3=R5=0H

1. 1. 3. Flavanonas isopreniladas

As flavanonas mais frequentemente isoladas do género Arfocarpus sdo substituidas
por grupos 3,3-dimetilalilo, encontrando-se ainda algumas flavanonas com grupos geranilo

(36, 37) ¥ e derivados do cromano (38 e 39) *2.
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1. 1. 4. Aductos de Diels-Alder

Um grupo peculiar de flavonoides isoprenilados consiste em biflavonoides resultantes
da condensacdo de Diels-Alder entre dois flavondides isoprenilados # Pelo menos uma das
unidades nestes compostos ¢ uma chalcona podendo a outra unidade corresponder a uma
flavanona, chalcona, flavona ou um diidroflavonol, desde que possuam um substituinte
isoprenilo sob a forma de um sistema diénico #® Exemplos de aductos de Diels-Alder sdo as

estruturas 40 a 44 isoladas da casca da raiz de A. heterophyllus Lamk 5557,

-20-
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0]
40: R1=0H;R2=

0

g3

41: R1=0H,R2=
OH
OH
42:R1=H;R2=
OH
OH
43: R1=H;R2=
OH A

1. 2. Xantonas isopreniladas

Embora os flavonodides constituam o grupo de metabolitos secundarios mais
frequentemente isolados, na literatura sdo varios os exemplos de outros compostos fenolicos
obtidos de plantas deste género, nomeadamente xantonas isopreniladas.

O isolamento de derivados de xantonas esta descrito para A. teysmanii Miq., A.
heterophyllus Lamk. e A. communis Forst. Destas espécies foram isoladas cinco xantonas
isopreniladas com um anel 2,2-dimetilcromeno, a artoindonesianina C (45) %, a artonina Q

(46) *°, a artonina R (47) *, o artonol B (48) * e a artomunoxantentriona (49) *'.
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45 46: R1 = CH,CH=C(CH),
| 47: R1 = CH=CHC(CH,),00H

1. 3. Estilbenos

Os estilbenos s3o uma classe de compostos fenélicos com uma predomindncia muito
reduzida neste género 34 Ghimizu ef al. isolaram da madeira de A. incisus trés estilbenos
isoprenilados (50 — 52) 59,60 Da raiz de A. gomezianus Wall. ex Trec’c ! esta descrito o
isolamento de resveratrol (53), ja anteriormente isolado em A. chaplasha Roxb %0
oxiresveratrol (54) foi também isolado nesta espécie 2 pem como em A. lakoocha Roxb. e

A. tonkinensis A. Cheval. 6z

22-



Consideracdes gerais sobre o género Artocarpus

OH
R2
R1 O
s
HO

51: R1 = OH; R2 = CH,CH=C(CH,)CH,CH,CH=C(CH,),
50 52: R1 = OH; R2 = CH,CH=C(CHy,),

53:R1=R2=H

54: R1=0H;R2=H

1. 4. Outros compostos fenolicos

Exemplos de compostos fenélicos descritos na literatura sio o artonol A (55) *, o
heterofilol (56) *, o artocarpol A (57) %, D (58) ® ¢ E (59) ® e a artotonkina (60) @ isolados
de varias espécies de Artocarpus. Fendis de estrutura mais simples como o resorcinol e o B-

-resorsilaldeido foram isolados de 4. lakoocha Roxb. e A. chaplasha Roxb. *°.
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58 59 60

1. S. Terpenos

Os terpenos representam a classe de metabolitos secundarios mais ubiquos e de
estrutura mais diversificada ®, sendo os triterpenos os mais comuns no género Artocarpus.
Alguns exemplos s3o as a- e -amirinas (6 € 7) € o lupeol (8) isoladas de A. elasticus Reinw.
ex Blume descritos anteriormente (pag. 6), bem como os triterpenos 61 a 63 isolados da casca
de vérias espécies do mesmo género 0 4cido betulinico (64), betulina (65) e acido ursdlico
(66) correspondem também a esta classe de compostos isolada da casca de 4. heterophyllus

Lamk, 156,

61: R = OH 62
63: R = OCOCH,
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///,

64: R = COOH

65: R = CH,0H 66

2. Actividade biologica
2. 1. Introducao

Algumas partes das plantas do género Arfocarpus sio utilizadas na medicina
tradicional com as mais diversas finalidades nos locais de onde sdo endémicas. Alguns
exemplos dessas utilizagdes estdo relacionados com actividades antiparasitaria em infestagdes
por Taeniasis saginata ** e malaria ', hipoglicemiante ¢, hipotensora * e anti-inflamatéria
em estados inflamatorios da pele 2. Esta ainda descrita a utilizagdo de plantas deste género na
cirrose hepatica ¢, doengas intestinais e dores abdominais 2”. Muitos destes usos terapéuticos

podem estar relacionados com a presenga de fendis isoprenilados, particularmente flavonéides
19

2. 2. Actividade anti-inflamatoria

Atendendo a complexidade da resposta inflamatoria os agentes anti-inflamatorios
podem ter multiplos modos de acg¢do, nomeadamente por inibi¢do da actividade das enzimas
envolvidas na libertagdo de acido araquidonico a partir de fosfolipidos de membrana
(fosfolipase A;) e na sintese de prostaglandinas e tromboxanos (cicloxigenase) ou

leucotrienos (lipoxigenase). Uma das actividades descritas para os flavonéides isoprenilados €

.....

225



Parte A: Capitulo I

2. 2. 1. Flavonas

Reddy et al. ® determinaram a actividade de oito flavonas isopreniladas, isoladas das
espécies A. heterophyllus Lamk. e A. communis Forst., e do cirsiliol (67) sobre a enzima 5-li-
poxigenase purificada de leucocitos de suino. Neste estudo verificou-se que os compostos
artonina E (19), artobiloxantona (30) e heterofilina (68) mostravam valores de Clso mais
promissores comparativamente a morusina (69), concluindo-se pela importancia da presenga
de um anel B com grupos hidroxilo vicinais nas posi¢des 4° ¢ 5°. A maior actividade da
artonina E (19) relativamente a do cirsiliol (67), obtida nestes ensaios, revelou estar de acordo
com o aumento da actividade por introdugdo de um grupo alquilico lipofilo na posi¢do 3 de

196 Foi ainda avaliada a actividade da artonina E (19) e da

flavonas, descrito na literatura
morusina (69) sobre outras enzimas, como a 12-lipoxigenase, a 15-lipoxigenase e a
cicloxigenase. A artonina E (19) mostrou um efeito inibitério sobre ambas as enzimas
obtendo-se, no entanto, um valor maior de Clso comparativamente ao obtido para a 5-li-
poxigenase, que poderia indicar uma certa especificidade para esta enzima. E de realgar que

. o N . . 69
esta maior especificidade ndo se verificou com a morusina (69) .
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69

2. 2. 2. Flavanonas e diidrochalconas

As flavanonas 36 e¢ 37 e as diidrochalconas 13, 14 e 15 isoladas das flores de A.
communis Forst. revelaram ser potentes inibidores das enzimas intervenientes na sintese de
eicosanoides. Entre estes flavonodides o composto 15 mostrou ser mais activo e especifico para
a inibigdo da S-lipoxigenase, uma vez que 4 concentragio de 10”° M inibiu 96 % da sintese de
leucotrieno C4 e ndo inibiu a cicloxigenase. Estes estudos foram confirmados por ensaios in

Vivo 70.

27-
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13 14

.28-



Consideracdes gerais sobre o género Artocarpus

2. 3. Actividade antiplaquetiria

Lin ef al. ™ estudaram a actividade antiplaquetaria de flavonoides isoprenilados,
incluindo os isolados A. heterohyllus Lamk. Nestes estudos verificou-se que flavonas com um
anel D, resultante da ciclizagdo do grupo isoprenilo na posigdo 3 com o grupo hidroxilo em
2’, como a cicloartocarpina A (21) e a ciclo-heterofilina (24) eram potentes inibidores da

agregacdo plaquetaria induzida pelo acido araquiddnico.

21 : 24

Varias flavonas isopreniladas isoladas de A. communis Forst. revelaram ser inibidoras
da agregagdo plaquetaria induzida pelo PAF, 4cido araquidénico e colagéneo. A
ciclomorusina (22) e a artomunoxantona (31) inibiam a agrega¢io plaquetaria induzida pelo
PAF. Pelo contrario, a ciclomulberina (70), a diidroisocicloartomunina (71), o ciclocomunol
(72) e a ciclocomunina (73) revelaram um efeito inibidor sobre a agrega¢do plaquetaria
induzida pelo acido araquidonico e colagéneo, sendo a flavona mais activa a ciclocomunina
(73). A comparagio entre as actividades dos compostos permitiu concluir pela importancia da

existéncia de grupos 3,3-dimetilalilo em C-6 e metoxilo em C-3’ 72,
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70: R1 = CH,CH=C(CH,),; R2=H ) 73
71: R1 = CH,CH=C(CH,),; R2 = OMe
72: R1=R2=H

2. 4. Actividade citotéxica

Na tentativa de encontrar novos agentes antitumorais de origem vegetal muitos
flavonoides isoprenilados tém sido estudados a fim de avaliar a actividade citotoxica 19

Liou ef al. ™ compararam a citotoxicidade de isoprenilflavonas isoladas de Arfocarpus
communis Forst. com a actividade citotoxica obtida para a cisplatina em linhas celulares de
hepatoma humano (PLC/PRF/5) e carcinoma epiderméide oral (KB). Comparando a
actividade da ciclocomunina (73) e ciclomulberina (70) relativamente a do ciclocomunol (72),
foi possivel concluir que a introdugdo de grupos 3,3-dimetilalilo em C-6 ou C-8 de flavonas
com um anel D derivado do pirano aumenta a actividade citotoxica nas células KB. No

entanto, este efeito ndo foi verificado para as linhas celulares PLC/PRF/S.
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73: R1 = CH,CH=C(CH,),; R2=H
70: R1 = H; R2 = CH,CH=C(CH,),
72:R1=R2=H

Estes investigadores verificaram ainda que a presenga de anel cromeno na posigdo 7 e 8 de
flavonas isopreniladas contribui para o decréscimo do efeito citotoxico em ambas as linhas
celulares 7.

Nomura et al. ** estudaram o efeito inibidor de alguns flavonoides (19, 24, 30, 68, 69,
74) isolados de Artocarpus na libertagdo de TNF-a. estimulada pelo acido ocadaico em células
BALB/3T3. Todos os compostos testados inibiram a libertagio de TNF-o. a baixas
concentragdes, levando os autores a sugerir que estes flavondides poderiam actuar como
promotores antitumorais. Foi ainda estudada a actividade citotoxica destes compostos sobre
linhas celulares de rato L-1210 e de colon 38 tendo-se verificado que todos eles apresentavam

uma actividade citotoxica em ambas as culturas celulares *°.
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69 74

2. 5. Actividade antioxidante

Embora as espécies reactivas do oxigénio participem na defesa dos organismos vivos,
elas podem ser responsaveis por danificagdo de componentes celulares, desempenhando um
papel importante em varias condigdes patologicas 747 Por esta razdo sdo frequentes na
literatura os estudos que pretendem avaliar as propriedades antioxidantes de produtos
naturais, nomeadamente flavonoides 80-94

Algumas flavonas isopreniladas isoladas de 4. heterophyllus Lamk. como a ciclo-he-
terofilina (24) e a artonina A (75) ¢ B (76) revelaram ser fortes inibidores da peroxidagdo
lipidica e captoras de radicais livres peroxilo, hidroxilo ¢ DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazilo).
No entanto, estas flavonas nio mostraram qualquer efeito sobre a actividade da enzima
xantina oxidase ¢ sobre a captagio de anidio superdxido, peroxido de hidrogénio e radical

carbono. Verificou-se ainda que estes compostos inibiram a oxidagéo de lipoproteinas de

baixa densidade **.
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Chung et al. ® isolaram de Artocarpus rigida Bl. um fenol de estrutura complexa (57),

que mostrou ser um forte inibidor da formagao de anido superoxido em neutrofilos de rato.
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2. 6. Outras actividades

Além das actividades acima referidas tém também sido descritas na literatura outras
actividades, nomeadamente antimalarica para alguns estilbenos isolados de 4. infeger Thunb.
2 antibacteriana para algumas flavonas isopreniladas de A. heterophyllus Lamk. ' ¢
estimuladora da sintese de anido superéxido para a ciclocomunina (73), isolada da casca da
raiz de A. communis Forst. *, Alguns flavonoides e estilbenos de plantas de Artocarpus tém-
-se revelado como inibidores enzimaticos, particularmente da Sa-reductase, enzima envolvida
na conversio da testosterona em Sa-diidrotestosterona 7" *® e da tirosinase, uma enzima chave

para a biossintese da melanina 5 "%
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Metabolitos secundarios de Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume

A nossa contribui¢do para o arsenal quimico e biologico do género Artocarpus
consistiu no isolamento de nove flavonas isopreniladas (73, 78-85), seis das quais foram
descritas pela primeira vez (79-82, 84 ¢ 85), bem como do B-sitosterol (77) e do 2,4-di-

idroxibenzoato de etilo (86).

1. B-sitosterol (77)

77

2. Artocarpesina (78)
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3. Artelasticina (79)

79

4. Ciclocomunina (73)

73

S. Artelastina (80)
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6. Artelastocromeno (81)

7. Artelastofurano (82)

83/84
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9. Carpelastofurano (85)

85
10. 2,4-Diidroxibenzoato de etilo (86)
OH
HO COOCH,CH,
86
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Consideracdes biogenéticas

1. Flavonoides

Todas as classes de flavonoides estdo relacionadas por uma via biossintética comum, que
apresenta como precursores os produtos resultantes de ambas as vias xiquimato / acetato ',
Estudos com precursores marcados com radioisotopos estabeleceram que o anel A dos
flavonodides é formado pela condensagdo de trés unidades acetato provenientes da malonil-

-CoA, enquanto que o anel B e os atomos de carbono 2, 3 e 4 do anel C sdo provenientes do

101, 102

precursor fenilpropandide derivado da via xiquimato

A sequéncia de reacgdes que conduzem a formagdo do precursor fenilpropanoide para
a biossintese de varios metabolitos vegetais, nomeadamente flavonodides, ¢ designada
genericamente por “metabolismo geral fenilpropandide”. Estas reacgdes consistem na
conversdo da fenilalanina e/ou tirosina em ésteres da CoA derivados de acidos cinamicos
substituidos 1%,

A enzima fenilalanina aménia liase (PAL) catalisa a eliminagdo estereoespecifica de
amoénia da fenilalanina, originando a formagdo de (£)-cinamato, controlando o fluxo de
material da via do xiquimato para muitos dos metabolitos secundarios baseados nos
fenilpropandides 195 A segunda enzima do metabolismo geral fenilpropantide, a cinamato 4-
-hidroxilase (CAH), catalisa a hidroxilagdo em C-4 do cinamato para formar o 4-cumarato
(Figura 1, pag. 44) 103,104

Algumas das vias especificas em que se divide o metabolismo geral fenilpropanoéide
requerem, para além da 4-hidroxilagdo, outras substituicbes no anel aromatico. As
substituicdes mais vulgares sdo a hidroxilagdo e subsequente metilagdo catalisadas por
fenolases e O-metiltransferases, respectivamente '**. De acordo com Rao et al. 35 a presenga
de um anel B 2’ 4’-diidroxilado em todos os flavonoides isolados de Artocarpus elasticus

28, 106, 107

Reinw. ex Blume sugere que o padrdo de hidroxilagdo do anel B seja definido nesta

fase de biossintese (Figura 1, pag. 44). Este mecanismo foi ja anteriormente descrito para a
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umbeliferona (7-hidroxicumarina), cuja biossintese envolve a hidroxilagdo em orfo do 4-cu-

marato 108.

COO"~ C0o0~ COO~ COSCoA
= = = Z
OH OH
CAH
Fenolase CoA ligase
—_—
OH OH OH
L-Fenilalanina (E ))-Cinamato 4-Cumarato 2, 4-Cumarato 2,4-Cumaroil-CoA
COO~ COSCoA
Fenolase
O-Metiltransferase = =
CoA ligase
N R — R
OH OH
R = OH efou OCH, 4-Cumaroil-CoA

Figura 1 - Reacgdes catalisadas por enzimas do metabolismo geral fenilpropandide.

O primeiro flavonodide a ser obtido ¢ a 2’ 4 6,2 4-pentaidroxichalcona (87), resultante
da condensagdo de residuos acilo de uma molécula de 2.4-cumaroil-CoA com trés moléculas
de malonil CoA, uma reacgdo catalisada pela chalcona sintase (CHS) 104, 109, 110 R
demonstrado experimentalmente que a chalcona ¢ o produto imediato da reacgdo catalisada
pela CHS 104 Numa segunda etapa a enzima chalcona isomerase (CHI) catalisa a conversao
estereoespecifica de 87 a correspondente (25)-flavanona (88) %> 1% 111 por introdugdo de
uma dupla ligagdo entre C-2 e C-3, esta € posteriormente convertida na respectiva flavona
(89), catalisada pela enzima flavona sintase tipo I (FNSI) 112 A (28)-flavanona (88) pode
também originar a respectiva flavona (89) por hidroxilagdo na posi¢do 2 da flavanona e
posterior desidratagdo, catalisada pela flavona sintase tipo II (FNSII) 105, 12,113 (Figura 2, pag.

45).
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OH

HO OH

OH O OH O

87 88

l FNSI/FNSIT

Figura 2 - Esquema proposto para a biossintese de flavonas a partir do 2,4-cumaroil CoA e do
malonil CoA.

As etapas seguintes da biossintese de agliconas de flavondides envolvem a introdugio

de substituintes isoprenilo.
2. Proposta de biossintese para os compostos 78 e 79
As enzimas responsaveis pela introdugdo de grupos 3,3-dimetilalilo sdo designadas

por preniltransferases e catalisam a transferéncia do residuo 3,3-dimetilalilo do pirofosfato de

dimetilalilo para os flavonoides .
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Do ponto de vista biossintético € geralmente aceite que o esqueleto basico das
diferentes classes de flavonoides seja construido antes da introdugo de grupos isoprenilo *”
114 A anilise estrutural de dezanove flavonoides de diferentes classes, isolados de duas
espécies de Dahistedtia, sugere que todas as modificagdes do anel A, incluindo a
isoprenilagdo, ocorram pelo menos na etapa correspondente & formagdo de chalcona 150
facto da isoprenilagdo enzimatica ser uma reac¢@o tardia da biossintese de flavonodides ¢
também confirmado pela especificidade das preniltransferases para diferentes classes de
flavonoides 4 116118

Similarmente a outras enzimas de conjugagdo é de esperar que as preniltransferases
sejam ndo sO enzimas especificas de substrato como também de posi¢do. Esta hipotese foi
comprovada pelo facto da isoprenilagdo das isoflavonas genisteina (5,7,4’-triidroxiflavona) e
2’-hidroxigenisteina, provenientes da raiz de Lupinus albus L., ocorrer nas posi¢des 6, 8 e/ou
3’ por diferentes preniltransferases especificas de posi¢do 116

119 as preniltransferases

Tal como as O-metiltransferases e (O-glucosiltransferases
parecem encontrar-se associadas a membranas, formando sistemas multienzimaticos
responsaveis pela introdugdo consecutiva de varios grupos 3,3-dimetilalilo em diferentes
posi¢des do nucleo flavonoide 116, 118 |

De acordo com o exposto anteriormente propde-se como caminho biossintético para os
compostos 78 e 79 o indicado na Figura 3 (pag. 47). Este caminho biossintético esta de acordo
com o proposto por Uvais ef al % para a biossintese de artobiloxantona e

cicloartobiloxantona.
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Figura 3 - Esquema proposto para a biossintese dos compostos 78 ¢ 79.

Alternativamente ao caminho biossintético proposto para os compostos 78 ¢ 79, a
introdugdo de grupos 3,3-dimetilalilo no anel A pode ocorrer na etapa correspondente a
formagdo de chalcona, tal como esta representado na Figura 4 (pag. 48). Relativamente ao
grupo 3,3-dimetilalilo em C-3, alguns investigadores sugerem que a introdugdo deste possa
ocorrer através de uma preniltransferase especifica para o grupo metilénico do intermediario
dibenzoilmetano derivado da 2°,4’,6°,2,4-pentaidroxichalcona (Figura 4, pag. 48) 20, 21, 28
Segundo Rao ef al. * esta segunda hipétese é a mais provavel considerando a maior
reactividade do grupo metilénico do dibenzoilmetano e o desconhecimento, até ao momento,
do isolamento de flavanonas com grupos 3,3-dimetilalilo em C-3, em plantas do género

Artocarpus. Alguns estudos em culturas celulares confirmam esta hipotese **>°,
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3. Proposta de biossintese para os compostos 73, 80 e 81

Os compostos 73, 80 e 81 apresentam um anel adicional D que, segundo alguns

autores, resulta de um mecanismo de ciclizagdo oxidativa 3 12%121

O anel pirano existente nos compostos 73, 80 e 81 resulta da ciclizagio oxidativa do
grupo 3,3-dimetilalilo ligado ao C-3 e o grupo hidroxilo em C-2’, catalisada por prenilciclases
(Figura 5, pag. 50).

O composto 81 esta biossinteticamente relacionado com o composto 80, devendo
resultar da ciclizagdo oxidativa entre o grupo 3,3-dimetilalilo em C-8 e o grupo hidroxilo em

posi¢do orto (Figura 5, pag. 50).
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4. Proposta de biossintese para os compostos 82, 83/84 ¢ 85

Os compostos 83/84 ¢ 85 contém na sua molécula um anel adicional de sete 4tomos. A
formagdo deste anel pode ter origem na obtengdo de um epoxido, por oxidagdo da posigio 3
do grupo 3,3-dimetilalilo catalisada por uma epoxidase, seguida da abertura do anel oxirano e
ciclizagdo com o grupo hidroxilo na posigdo 2’ (Figura 6). Este mecanismo de biossintese foi
ja anteriormente descrito para a isociclo-heterofilina isolada da casca de Artocarpus

heterophyllus Lamk. por Rao et al. V.

83/84

Figura 6 - Esquema proposto para a biossintese do composto 83/84.

A formagdo do anel 2-hidroxiisopropil-2H,3H-diidrofurano estd descrita para

112, 122 114, 123, 124 125, 126

rotendides ™, furanocumarinas , isoflavonas e flavanonas como
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resultado da ciclizagdo via epoxido entre os grupos 3,3-dimetilalilo e hidroxilo em posigdo
orto, pelo que provavelmente podera ser este o mecanismo de formagdo deste anel nos
compostos 82 e 85. Nas Figuras 7 e 8 (pag. 53) apresenta-se uma proposta para a biossintese

dos compostos 82 e 85 a partir dos compostos 78 e 83/84, respectivamente.

Figura 7 - Esquema proposto para a biossintese do composto 82.
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83/84

Figura 8 - Esquema proposto para a biossintese do composto 85.
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Artocarpus elasticus Reinw, ex Blume: Resultados e discussio

1. B-sitosterol (77)

Este composto foi identificado como o B-sitosterol (Figura 9) através da comparagio
dos dados de RMN de 'H a 200 MHz e RMN de °C a 50 MHz, em CDCls, (pag. 192) com os

descritos na literatura 2

7 Trata-se de um composto de distribui¢do ubiquitaria no reino
vegetal, estando o seu isolamento descrito para varias plantas do género Arfocarpus,
nomeadamente nas cascas de A. chaplasha Roxb. '8, A. champeden Spreng. * e na raiz 4.
communis Forst. *! e A. heterophyllus Lamk. *"*®. Anteriormente, este composto ja tinha sido

isolado da madeira de 4. elasticus Reinw. ex Blume por Pendse et al. .

Figura 9 - Estrutura do B-sitosterol (77).

2. Artocarpesina (78)

O espectro no I'V do composto 78 (pag. 193) evidenciou uma banda larga de absorgéo
de estiramento entre 3500 cm™ e 3200 cm™ caracteristica de grupo hidroxilo, uma banda de
média intensidade a 2924 cm™ de distensdo de ligagio C-H alquilica e uma banda de forte
intensidade a 1658 cm™ indicadora da presenga de um grupo carbonilo conjugado. Este
espectro mostrou ainda trés bandas de forte e média intensidade a 1620 cm™, 1477 cm’ e
1450 cm’ de estiramento de ligagdes C=C de anel aromatico, uma banda a 1358 cm’
indicadora da presenga de grupos metilo geminais e uma banda a 1250 cm™ de estiramento de

ligagdo C-0 #131
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No espectro no UV em metanol do composto 78 (pag. 193) observaram-se trés bandas
de absor¢do a 204 (log € 4,8), 271 (log € 3,7, banda II) e 348 nm (log € 3,7, banda I),
sugerindo que o composto 78 poderia corresponder a um flavonodide P*'5 A natureza
fenolica deste composto foi evidenciada por visualizagio de um efeito batocrémico da banda
a 348 nm (log € 3,7) para 408 nm (log € 3,8, AAmsx = 60 nm), ap6s adigio de uma solugio de
hidroxido de sodio 10 % B85 Qg espectros no UV, apds a adigdo de uma solugio
metanolica de AlCl;, revelaram um efeito batocromico da banda a 348 nm (log & 3,7) para
372 nm (log € 3,8, AAmix = 24 nm), estavel apos adigdo de acido cloridrico, mostrando a

presenca de um grupo hidroxilo fenélico em posigéo orto ao carbonilo em C-4 22135

O espectro de RMN de 'H a 300 MHz em DMSO-ds (Tabela 2, pag. 68) apresentou
um singuleto a & 13,28 referente a um grupo hidroxilo fenodlico ligado por ponte de hidrogénio
com o grupo carbonilo em C-4. Na regido dos protdes aromaticos observaram-se sinais
correspondentes a dois dupletos, com integragdo para um protdo cada, a 8 7,73 (J/=8,5Hz) e
8 6,47 (J= 2,0 Hz) e um duplo dupleto de um protdo a § 6,42 (J = 8,5 e 2,0 Hz), cujos valores
das constantes de acoplamento indicaram o acoplamento do protdo correspondente ao duplo
dupleto com os outros protdes aromaticos em posigdo orfo e meta. O espectro de COSY
confirmou os acoplamentos entre os protdes referidos, sugerindo a presenga de um anel de

benzeno 1,2,4-trissubstituido:
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Nesta mesma regido observaram-se ainda dois singuletos, com integragdo para um protdo
cada, a 6 6,98 ¢ & 6,48. A auséncia de acoplamento no espectro de COSY sugeriu que
poderiam corresponder a protdes de anéis diferentes do nucleo flavonéide.

Na regido dos protdes alifaticos observou-se um tripleto a & 5,17 (1H, J = 6,6 Hz)
acoplado, de acordo com o espectro de COSY, a um dupleto a 8 3,20 (2H, J = 6,6 Hz) bem
como dois singuletos de trés protdes cada, a 6 1,71 e § 1,61, caracteristicos de grupos metilo.
O espectro de COSY mostrou que os protdes destes singuletos também acoplavam com o
protdo do tripleto a & 5,17. Estes dados levaram a concluir que existia um grupo 3,3-di-

metilalilo na molécula do composto 78 3:

3,20d (6,6)'\ 1
J1s
\_ a2

1,61s

I
0TI
Q)
I

w

X
O
m:t\\

5,17 £ (6,6)

Com o objectivo de averiguar a presenga de outros grupos hidroxilo para além do
hidroxilo fendlico em ponte de hidrogénio foi efectuada a acetilagio do composto, da forma
usual (pag. 189). O espectro de RMN de 'H a 200 MHz em DMSO-ds do derivado acetilado
(78Ac) (Tabela 2, pag. 68) mostrou trés singuletos a 6 2,32, 8 2,30 e & 2,26 correspondentes a
trés grupos acetoxilo, mantendo-se o singuleto do protdo hidroxilico em ponte de hidrogénio a
0 13,08. A comparagio dos valores de deslocamento quimico dos sinais correspondentes aos
protdes aromaticos do composto 78 com os observados para o seu derivado triacetilado

apresenta-se na Tabela 1 (pag. 60).
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Tabela 1 — Comparagio dos valores de & de 'H dos protdes aromaticos do composto 78 com

os do seu derivado triacetilado 78Ac.

8 'H AS (ppm)
78 78Ac
7,73 d (J= 8,5 Hz) 7,93 d(J=8,5Hz) 0,20
6,47 d (J =2,0 Hz) 727d(J=22Hz) 0,80
6,42 dd (J=8,5¢2,0Hz) 7,30 dd (J=8,5 e 2,2 Hz) 0,88
6,98 s 6,99 s 0,01
6,48 s 6,76 s 0,28

Como se pode observar nesta Tabela; apos acetilagdo do composto 78 verificou-se um
significativo deslocamento paramagnético dos sinais a & 6,47 d(J=20Hz)ed642dd (/=
8,5 ¢ 2,0 Hz) para 8 727d (J = 2,2 Hz, A5 = 0,80 ppm) € & 730 dd (J=8,5 ¢ 2,2 Hz, Ad =
0,88 ppm), respectivamente, € um menor deslocamento paramagnético do sinal a & 7,73 diJ=
8,5 Hz) para & 7,93 d (J = 8,5 Hz, AS = 0,20 pprﬁ). Estas variagcdes nos valores de
deslocamento quimico sugeriram que os sinais a & 6,47 e & 6,42 correspondiam a protoes
aromaticos em posigdo orfo a dois grupos hidroxilo ou em posi¢do orfo a um grupo hidroxilo
e posi¢io para a outro grupo hidroxilo 1% 1% O sinal a & 7,73 correspondia a um protao
aromatico em posi¢do meta a um grupo hidroxilo > 1%, Com base nestes deslocamentos
concluiu-se que o composto 78 possuia um anel 2,4-diidroxilado. O protdo aromatico a 56,48
sofreu também um desvio paramagnético significativo aparecendo a 6,76 s (A6 = 0,28 ppm),
sugerindo a sua localizagdo em posi¢do orfo ou para a um grupo hidroxilo que foi acetilado.
O singuleto a § 6,98 quase ndo sofreu um deslocamento aparecendo a § 6,99 (AS = 0,01 ppm),

sugerindo que este singuleto deve corresponder ao protdo da posi¢do 3 de uma flavona.
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7,30 dd
773 d 8.5) '/‘ 6,42 dd 7,93 d 8,5) 8.5¢2.2)
8,5 ¢ 2,0) \ mes
H H

OH

\ Ho . A OAc

727d(2,2)

Os espectros de RMN de C (BB e DEPT 90° e 135°) a 75 MHz em DMSO-ds do
composto 78 (Tabela 2, pag. 68) evidenciaram a existéncia de dezanove sinais de carbono. O
sinal a 6 181,99 (C) deveria corresponder ao carbono carbonilico da flavona com grupo
hidroxilo na posi¢do 5 1%

Na regido dos atomos de carbono com hibridagio sp” observou-se um sinal a & 161,77
(C), cuja elevada intensidade sugeriu a hipotese de corresponder a dois atomos de carbono, e
oito sinais de carbonos quaternarios, de um carbono cada, a & 161,61, & 158,85, § 158,32, &
155,18, 6 130,72, & 110,70, & 108,75 e & 103,36. Além destes sinais apareceram nesta regido
do espectro seis sinais de carbonos metinicos a & 129,85, & 122,38, 5 108,13, & 106,78, &
103,30 e 6 93,11.
| O espectro de HETCOR permitiu atribuir os sinais a 6 129,85 (CH), 4 108,13 (CH) e 6
103,30 (CH) aos carbonos C-6’, C-5’ e C-3’, respectivamente, devido ao acoplamento destes
carbonos com os protdes a & 7,73 d (/= 8,5 Hz, H-6°), 6 6,42 dd (/=8,5¢ 2,0 Hz, H-5") e &
6,47 d (J = 2,0 Hz, H-3"). Este espectro mostrou também o acoplamento entre os carbonos a &
106,78 (CH) e 6 93,11 (CH) e os protdes a & 6,98 s e 8 6,48 s, respectivamente, permitindo a
atribui¢do do sinal a § 106,78 ao C-3. O valor do deslocamento quimico deste ultimo sinal
mostrou-se concordante com os desvios quimicos descritos na literatura para o carbono da

posi¢do 3 de flavonas "%,
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6,42 dd
(8,5 2,0)
7,73 d (8,5
H
\ H 108,13 OH

Nos espectros de RMN de *C (BB e DEPT 90° e 135°) observaram-se ainda na regiéo
dos carbonos alifaticos trés sinais a 8 25,60 (CHs), 6 21,09 (CH,) e 8 17,79 (CH;), que
juntamente com os sinais a & 130,72 (C) e § 122,38 (CH) eram caracteristicos de atomos de
carbono de um grupo 3,3-dimetilalilo **®. O espectro de HETCOR confirmou a atribuigdo dos
carbonos a 6 122,38 (CH), & 25,60 (CH3), 6 21,09 (CHz) e 6 17,79 (CH3) devido ao
acoplamento verificado com os protdes a 6 5,17 t (/= 6,6 Hz), § 1,61 s, 6 3,20 d (J/ = 6,6 Hz)

e d 1,71 s, respectivamente.

H  CH; 1,615
s
209N o CH;/
25,60

5,17 £ (6,6)

Com base nos dados referidos anteriormente o composto 78 poderia corresponder a

uma das seis seguintes estruturas:
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A localizag¢do do grupo 3,3-dimetilalilo e dos dois grupos hidroxilo no anel A foi

determinada por experiéncias de INEPT selectivo.
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§ 'H irradiado & C observado

158,32 (C)
13,28 5 (5-OH) —» < 110,70 (C)
103,36 (C)
6,98 s (H-3) —» {161’61 ©
103,36 (C)
(161,77 (C)
158,32 (C)
3,20 d (CHz-9) —» {130,72(C)
122,38 (CH)
110,70 (C)

A irradiagio do protdo a & 13,28 s (5-OH) mostrou o aparecimento dos sinais de carbono a )
158,32 (C), & 110,70 (C) e 8 103,36 (C), permitindo a atribuigio destes a C-5, C-6 e C-4a,

respectivamente.

A irradiacdo do protdo do dupleto a & 3,20 mostrou o aparecimento dos sinais de carbono a S
161,77 (C), 8 158,32 (C), 8 130,72 (C), $ 122,38 (CH,) e 6 110,70 (O), permitindo confirmar

as atribui¢des anteriormente efectuadas para o grupo 3 3-dimetilalilo. Tendo-se atribuido o
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sinal a 6 158,32 ao carbono da posigdo 5, estas experiéncias permitiram ainda concluir pela

estrutura 94 e assinalar o sinal a § 161,77 (C) a C-7.

A tirradiagdo do protdo a 8 6,98 s (H-3) mostrou o aparecimento dos sinais de carbono a &

161,61 (C) e 8 103,36 (C), permitindo a atribuigdo do primeiro sinal ao carbono da posi¢do 2.

No espectro de EM-IE do composto 78 (pag. 193) observaram-se, além do sinal a 354
u. m. a. (55 %) correspondente ao pico do ido molecular, picos caracteristicos devido a
degradagdo do grupo 3,3-dimetilalilo a 339 ((M™-CH3]", 16 %), 311 ([M™-C;H,]", 100 %),
299 (IM™"-CsH7]", 86 %) € 286 (IM™-CsHs], 5 %). A baixa intensidade do sinal a 286 u. m. a.
(5%) indicou que o grupo 3,3-dimetilalilo estava ligado ao carbono 6 " ¥ Neste espectro
também se observou um pico a 165 u. m. a. (14 %) resultante da fissdo retro-Diels-Alder

posterior a perda do grupo 3,3-dimetilalilo, confirmando que o anel A era diidroxilado (Figura
10, pag. 66) 2.
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+
HO
x _OH
+
[M*-15]*, 339 M+ 354 [M*-43]*, 311
-CsHy [ -CH,
HO oL
HO CNQ
H,C
OH O
OH O +
[M+-68], 286 [M*-55]*, 299
l RDA
HO 0o
H,C ~N |
OH
+
A, 165

Figura 10 — Esquema proposto para a fragmentagéo por EM-IE do composto 78.

-66-



Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume: Resultados e discussio

Os dados espectroscopicos analisados permitiram concluir que o composto 78

correspondia a 6-(3,3-dimetilalil)-5,7,2°,4’-tetraidroxiflavona (Figura 11).

Figura 11 - Estrutura da artocarpesina (78).

A pesquisa bibliografica revelou que este composto foi isolado pela primeira vez da
madeira de Artocarpus heterophyllus Lamk ', tendo sido designado por artocarpesina. Os
valores de RMN de 'H descritos na literatura foram obtidos em piridina-ds, ndo estando
disponiveis dados de RMN de "’C, o que impede a sua comparagio com os do composto em
estudo. Posteriormente esta flavona foi também isolada de outras plantas do género
Artocarpus como a madeira de A. hirsutus *°, A. gomezianus Wall. ex tre’c 2°, A. chaplasha

Roxb. 2, 4. integer Thunb. *® e A. incisus ®.
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Tabela 2 — Valores de deslocamento quimico nos espectros de RMN de 'H a 300 MHz e 1*C a
75 MHz da artocarpesina (78) e no espectro de RMN de 'H a 200 MHz do triacetato de
artocarpesina (78Ac) em DMSO-ds.

& 'H / multiplicidade/ (J em Hz) 8 °C
C/H 78 78Ac 78
- - 161,61 (C)
6,98 s 6,99 s 106,78 (CH)
- - 181,99 (C)
4a - - 103,36 (C)
13,28 s 13,08 s 158,32 (C)
- - 110,70 (C)
NO - 161,77 (C)
6,48 s 6,76 s 93,11 (CH)
8a - - 155,18 (C)*
9 3,20 d (6,6) 3,15d(7,0) 21,09 (CHy)
10 5,17 1(6,6) 5,06 £ (7,0) 122,38 (CH)
11 - - 130,72 (C)
12 1,61s 1,615 25,60 (CH3)
13 1,71 s 1,71 s 17,79 (CHs)
1’ - - 108,75 (C)
2 NO - 158,85 (C)*
3 6,47 d (2,0) 7,27d(2,2) 103,30 (CH)
4 NO - 161,77 (C)*
5 6,42 dd (8,5 e 2,0) 7,30 dd (8,5 € 2,2) 108,13 (CH)
6 7,73 d (8,5) 7,93 d (8,5) 129,85 (CH)
-OCOCH; - 2,32s -
2,30 s
2,26s

8-

* permutdveis dentro da mesma coluna; NO: sinal ndo observado.
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3. Artelasticina (79)

Semelhante ao espectro no IV da artocarpesina (78), o espectro no IV do composto 79
(pag. 194) apresentou uma banda larga de absor¢@o de estiramento entre 3400 e 3200 cm™
reveladora da presenga de um grupo hidroxilo, bandas de média intensidade a 2922 e 2855
cm” de distensdo de ligagdo C-H alquilica e uma banda de forte intensidade a 1658 cm’
indicadora da presenga de um grupo carbonilo conjugado. Este espectro revelou ainda bandas
de forte e média intensidade a 1630, 1565, 1467 ¢ 1440 cm™ de estiramento de ligages C=C
de anel aromatico, uma banda a 1378 cm™ indicadora da presenga de grupos metilo geminais

e uma banda de forte intensidade a 1230 cm™ de estiramento da ligagao C-O #*131,

O caracter fendlico do composto 79 foi verificado ao tragar-se o espectro no UV (pag.
194) em solugdo metanolica e constatar-se que a adigdo de uma solugdo de NaOH promovia
um deslocamento batocromico da banda a 371 nm (log € 4,0) para 407 nm (log € 4,2, Admsx=
36 nm). Além da banda a 371 nm (log € 4,0, banda I), o espectro no UV do composto 79
possuia ainda outra banda a 269 nm (log € 4,1, banda II) caracteristica da estrutura de um
flavonoide 215 Apos adi¢do de uma solugdo de AICL a solugdo metanolica do composto 79
verificou-se um deslocamento batocromico da banda a 371 nm (log € 4,0) para 415 nm (log ¢
4,0, AAmix= 44 nm), estavel apos adicdo de acido cloridrico. A semelhanga do composto 78,
este deslocamento indicou a presenga de um grupo hidroxilo em posi¢do orfo ao grupo

carbonilo em C-4 13213

O espectro de RMN de 'H a 300 MHz em CDCl; (Tabela 3, pag. 81) evidenciou um
singuleto a 6 13,06 correspondente a um protdo hidroxilico fenolico ligado por uma ponte de
hidrogénio intramolecular com o grupo carbonilo em C-4.

Na regido dos protdes aromaticos observou-se um dupleto a & 7,16 (J = 8,3 Hz), um
singleto largo a & 6,51 sobreposto a um duplo dupleto a & 6,49 (J = 8,3 e 2,2 Hz). Os valores
de deslocamento quimico e o padrido de acoplamento destes protdes aromaticos sugeriram que
o composto 79 poderia possuir o grupo 2’,4’-diidroxifenilo como na artocarpesina (78). Ao
contrario da artocarpesina (78), no espectro de RMN de 'H do composto 79 nio se
observaram os dois singuletos de H-3 (& 6,98) e H-8 (6 6,48). No entanto, existia um

singuleto largo a & 6,33 que poderia corresponder ao protdo de outro grupo hidroxilo fendlico.
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Na regido dos protdes alifaticos, observaram-se dois multipletos entre § 53 - 52 ¢ §
5,2-5,1, com integragdo 1:2, trés dupletos a § 3,42 (/=7,0 Hz), § 3,39 (/= 6,8 Hz) ¢ & 3,12
(/= 6,5 Hz), com integragdo para dois protdes cada, e seis singuletos de trés protdes cada com
valores de & 1,82, 1,75, 1,67, 1,66, 1,59 e 1,41. A semelhanca entre os valores de
deslocamento quimico e de integragdo destes sinais com os do grupo 3,3-dimetilalilo da
artocarpesina (78) indicou a presenga de trés substituintes idénticos no composto 79. Este
facto sugeriu que o composto 79 poderia ser o derivado isoprenilado da artocarpesina (78), em

que H-3 e H-8 da artocarpesina (78) foram substituidos por dois grupos 3,3-dimetilalilo.

Para confirmar a presenga do grupo 2’,4’-diidroxifenilo procedeu-se a acetilagdo do
composto 79 da forma usual (pag. 190). O espectro de RMN de 'H a 500 MHz em CDCl; do
produto obtido (Tabela 3, pag. 81) mostrou que se tratava do derivado triacetilado pela
presenca de trés singuletos, de trés protdes cada, a & 2,31, & 2,30 e & 2,10 caracteristicos de
grupos acetoxilo. O singuleto do protdo hidroxilico em ponte de hidrogénio ndo foi acetilado,
aparecendo a & 13,00. Na regido dos protdes aromaticos observou-se um deslocamento
paramagnético dos trés protdes a & 7,16 d (J = 8,3 Hz, H-6"), 6 6,51 sl (H-3") €3 6,49 dd (J =
8,3e2,2Hz H-5") parad 7,39d (J= 8,0 Hz, A8 = 0,23 ppm), 6 7,13 d (J = 2,0 Hz, A = 0,62
ppm) e & 7,10 dd (J = 8,0 e 2,0 Hz, A5 = 0,61 ppm), respectivamente. Com base nestes
deslocamentos foi possivel confirmar a presen¢a de um grupo 2°,4’-diidroxifenilo semelhante

ao composto 78. Mais uma vez, a auséncia de outros sinais de protdes aromaticos nos
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espectros de RMN de 'H do derivado triacetilado corroborou que os anéis A e C desta flavona
eram totalmente substituidos e que o terceiro grupo hidroxilo devia estar no anel A.

Com o objectivo de confirmar a estrutura proposta, recorreu-se a varias técnicas de
RMN de C.

A anilise dos espectros de RMN de C (BB e DEPT de 90° e 135°) a 75 MHz do
composto 79 em CDCl; (Tabela 4, pag. 82) revelou a presenga de um carbono carbonilico a &

182,69 da estrutura de uma flavona "%

, semelhante ao C-4 da artocarpesina (78). Na regido
dos atomos de carbono com hibridagdo sp’ observaram-se catorze sinais de carbonos
quaternarios a 8 159,83, 8 159,31, 6 159,12, 8 156,82, & 155,31, 6 153,33, § 135,33, § 134,19,
o 132,92, 6 120,74, § 112,66, 6 109,81, § 105,06 ¢ & 104,76 e seis sinais de carbonos
metinicos a & 131,60, & 121,55, 6 121,45, & 121,18, § 108,21 e § 103,72. Os valores de
deslocamento quimico dos atomos de carbono a & 159,83, & 159,31, § 159,12, & 156,82, &
155,31 e & 153,33 mostraram ser de carbonos ligados a fungdes oxigenadas, confirmando a
hipétese do composto 79 ser tetraidroxilado. Além dos sinais anteriormente referidos, os
espectros de RMN de ">C (BB e DEPT de 90° e 135°) mostraram ainda seis sinais de carbonos
metilvinilicos a § 25,84, § 25,76, § 25,64, 8 17,93, 8 17,77 ¢ § 17,65 e trés sinais a § 24,35, §
21,71 e 6 21,65 correspondentes a trés atomos de carbono metilénicos.

Tendo em conta que ambos, artocarpesina (78) e composto 79, possuiam 0 mesmo
anel B (2°,4’-diidroxifenilo), podia fazer-se a comparagdo dos valores de deslocamento
quimico dos atomos de carbono nas posigdes 3°, 5’ e 6’ da artocarpesina (78) com os dos
carbonos metinicos apresentados na regido dos atomos de carbono com hibridagio sp® do
composto 79. Desta forma foi possivel fazer a atribui¢do dos sinais de carbono para o anel B

do composto 79 como a seguir se indica.

Artocarpesina (78) 79
C-3’ 6 103,30 (CH) 6 103,72 (CH)
C-5° 8 108,13 (CH) 8 108,21 (CH)
C-6’ § 129,85 (CH) § 131,60 (CH)
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A confirmagdo destes assinalamentos, bem como a atribuigdo dos carbonos das posi¢des 2, 1,
2’ e 4, foi efectuada pela interpretagdo das seguintes correlagdes observadas no espectro de
HMBC:

- entre o dupleto a 8 7,16 (J = 8,3 Hz, H-6’) e os sinais de carbono a & 159,83 (C), §
159,12 (C) e & 155,31 (C), sugerindo que dois destes sinais correspondiam a C-2’ e

C-4’ e o outro correspondia a C-2,

2 permutaveis entre si

- entre o singuleto largo a & 6,51 (H-3") e os sinais de carbono a & 112,66 (C) € o
108,21 (CH) permitindo a atribuicio do sinal a & 112,66 (C) a C-1’ e a

confirmagdo de que o sinal a 6 108,21 (CH) correspondia a C-5’,

H--—=— 6,51 sl
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- entre o duplo dupleto a § 6,49 (J = 8,3 e 2,2 Hz, H-5") e os sinais de carbono a &
112,66 (C) e & 103,72 (CH), confirmando a atribui¢io destes sinais a C-1’ ¢ C-3’,

respectivamente.

6,49 dd (8,3 ¢ 2,2)

A observagdo no espectro de RMN de °C de seis sinais de carbonos metilicos )
25,84, 6 25,76, 6 25,64, 6 17,93, 8 17,77 ¢ § 17,65) e trés sinais de carbonos metilénicos (&
24,35, 8 21,71 e & 21,65), juntamente com os sinais de seis carbonos olefinicos a & 135,33
(C), 8 134,19 (C), 6 132,92 (C), & 121,55 (CH), & 121,45 (CH) e § 121,18 (CH), confirmaram
a presenga de trés grupos 3,3-dimetilalilo **. O espectro de HMBC mostrou as correlagdes

entre os sinais destes carbonos e os sinais dos protdes seguintes:
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8 'H & BC
53-52m »  2584¢17,93 (CH;)
25,76 € 25,64 (CH3)
17,77 e 17,65 (CHs)

52-51m >

121,45 (CH)
134,19 (C)

121,55 (CH)
132,92 (C)

121,18 (CH)
135,33 (C)

121,45 (CH)
25,84 (CHs)
\ 17,93 (CH;)
(134,19 (C)

121,55 (CH)
25,76 (CHs)
\ 17,77 (CH3)
(132,92 (C)

121,18 (CH)
25,64 (CH3)
\ 17,65 (CH3)

3,39d (J = 6,8 Hz)

3,12d(J = 6,5 Hz)

{ 135,33 (C)
3,42d(J=17,0Hz) >
)

1,82se 1,75 s >

A

1,67se1,66s > <

1,50sel,4ls —»

De acordo com estas correlagdes foi possivel atribuir os valores de 5 de 'H e BC para os trés

grupos 3,3-dimetilalilo a seguir indicados:
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3,42d (7,0)\ 3,39d (6,8)’\
17,93 17,77
&,H VIR \H noo iers
: /5135,33 L7Ss : /?134.19 1,66 s*
./ G
H |

1214
, 25,84

53-52m 52-51m
3,124 (6,5)‘\
17,65 /\
1,59 s
\H T 1,41
. /:132,92 i
121,18 CHN—/
H 25,64

52-5,1m

a permutaveis entre si

O espectro de HMBC mostrou ainda o acoplamento entre o protdo do grupo hidroxilo

fenolico (5-OH) a & 13,06 e os carbonos a § 156,82 (C), & 109,81 (C) e & 104,76 (C),

permitindo a atribuicdo destes sinais aos atomos de carbono das posi¢des 5, 6 e 4a,

respectivamente.
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Além disto, os acoplamentos detectados no espectro de HMBC entre os protdes
metilénicos de cada um dos substituintes 3,3-dimetilalilo ad 3,42d (J=7,0Hz), 6 3,39d (J=
6,8 Hz) e 6 3,12 d (J = 6,5 Hz) e os atomos de carbono aromaticos permitiram determinar a
localizagdo de cada um destes substituintes. Assim, o acoplamento do protdo a 6 3,42 d (J =
7,0 Hz) com os carbonos a 8 159,31 (C), 6 156,82 (C) e & 109,81 (C) sugeriu a localizagdo
deste grupo 3,3-dimetilalilo no anel A entre dois grupos hidroxilo fendlicos. Tendo-se
atribuido os sinais a 8 156,82 (C) e & 109,81 (C) a C-5 e C-6, respectivamente, concluiu-se
que este substituinte se encontrava ligado ao carbono da posi¢io 6 e que o sinal a 6 159,31 (C)

correspondia a C-7.
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O acoplamento entre o protdo a 3,39 d (J = 6,8 Hz) e os carbonos a § 159,31 (C), & 153,33
(C) e 6 105,06 (C) indicou a localizagdo deste substituinte 3,3-dimetilalilo na posicdo 8 e a

atribui¢do dos sinais a § 153,33 (C) e & 105,06 (C) aos carbonos 8a e 8, respectivamente.

3,39 d (6,3)

Por tltimo, o acoplamento do protdo a § 3,12 d (J = 6,5 Hz) com os carbonos a & 182,69 (C-
4), 6 159,83 (C) e & 120,74 (C) sugeriu a ligagdo deste substituinte 3,3-dimetilalilo a C-3 e

permitiu atribuir os sinais a § 159,83 e § 120,74 a C-2 e C-3, respectivamente.

Os dados dos espectros de RMN de *C (BB e DEPT 90° e 135°) do derivado
triacetilado (79Ac) em CDCl; a 50 MHz (Tabela 4, pag. 82) também estavam de acordo com
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a estrutura proposta. Estes espectros evidenciaram trés sinais de carbonos quaternarios a &

169,13, 6 168,64 e 6 168,13 e trés sinais de carbonos metilicos a & 21,03, 8 20,72 e § 20,47

correspondentes, respectivamente, aos carbonos carbonilicos e metilicos dos grupos acetoxilo.

Para além destes sinais verificaram-se as seguintes alteragdes de valores de

deslocamento quimico:

dos carbonos a § 159,31 (C-7), 8 159,12 (C-4’ ou 2’) e 8 155,31 (C-2’ e 4°) para &
152,54 (A8 = -6,77 ppm), 5 149,16 (A5 = -9,96 ppm) € & 148,69 (AS = -6,62 ppm),
respectivamente, confirmando que estes sinais correspondiam a atomos de carbono
ligados a grupos hidroxilo que foram acetilados *"1%?,

dos carbonos a 8 108,21 (CH-5") e & 103,72 (CH-3") para 6 119,07 (A3 = 10,86
ppm) e 6 116,80 (AS = 13,08 ppm), respectivamente, confirmando que os carbonos
se encontravam em posi¢do orto e para relativamente aos dois grupos hidroxilo do
anel B 1971,

do carbono a 8 112,66 (C-1’) para & 123,15 (A8 = 10,49 ppm), confirmando a

atribuigdo deste sinal a C-1> 1”1
(119,07
130,767 \_~L__OAc
Ac,O 6
Py ' rN
12315 ! 116,80

Nos espectros de RMN de *C do composto 79Ac observou-se ainda o deslocamento dos

sinais seguintes:

dos carbonos a § 109,81 (C-6) e & 105,06 (C-8) para 6 117,09 (AS = 7,28 ppm) € &
112,34 (AS = 7,28 ppm), respectivamente, confirmando a localizagdo de dois dos
substituintes 3,3-dimetilalilo em posigdo orfo ao grupo hidroxilo do anel A ©*” 139

do carbono a & 104,76 (C-4a) para & 108,54 (A8 = 3,78 ppm), confirmando a

localizagdo deste atomo em posigdo para relativamente ao hidroxilo em C-7 137,

139
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O espectro de EM-IE (pag. 194) mostrou um pico de ido molecular (pico base) a 490
u. m. a, a que conjuntamente com os dados anteriores correspondia a férmula molecular
C30H3406. Além deste, observaram-se no espectro de massa varios picos caracteristicos
devido a perda de grupos 3,3-dimetilalilo a 447 ((M"*-C;H7]", 59 %), 435 (M *-C,H4]", 55
%), 391 (IM™-C3H7-C4Hs]", 24 %), 379 (IM™-C4H7-CsHs]", 43 %) e 323 (M ™-C4H,-C4Hs-
C4Hg]", 17 %) ™ ! Este espectro revelou ainda os picos de fragmentos provenientes da
fissdo retro-Diels-Alder a 189 ([A+HJ*, 29 %), 177 ([A1'], 26 %) e 137 ([B'], 25 %), cujas
u. m. a. indicaram a presenga de anéis A e B diidroxilados e de dois substituintes 3,3-dime-
tilalilo no anel A ™. O padrio de fragmentac@o proposto esta representado na Figura 12 (pag.
80).

O conjunto dos dados apresentados indicou a estrutura do composto 79 como a 3,6,8-
-tris-(3,3-dimetilalil)-5,7,2°,4’-tetraidroxiflavona. A pesquisa bibliografica revelou que se

trata de uma estrutura inédita, a que se atribuiu 0 nome de artelasticina.
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-C,H,
B ——

[M*-43]*, 447 [M*-43]*, 447

RDA 'C4Hs
OH
I
O OH
+
B,*, 137
[M*-43-56]*, 391
[M*-55]*, 435
J-C4H8 RDA
CH,
o) 0o
I
O OH
+ +
[A+H]*, 189
-CH,
CH
* 2
HO @)
H,C ~ |
o) O
A 177 [M*-55-56-56]*, 323

Figura 12 - Esquema proposto para a fragmentagdo por EM-IE do composto 79.
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4. Ciclocomunina (73)

Os espectros no IV e no UV do composto 73 mostraram-se muito semelhantes aos da
artocarpesina (78) e artelasticina (79). Assim, o espectro no IV (pag. 195) revelou a presenga
de grupos hidroxilo (3400-3100 c¢m™), carbonilo conjugado (1651 cm’') e metilo geminais
(1380 e 1362 cm™) 3! Neste espectro observaram-se ainda bandas de distensdo de ligagio
C-H alquilica (2970 e 2924 cm™), de estiramento de ligagdes C=C de anel aromatico (1627,
1570 e 1466 cm™) e de ligagdo C-O (1254 cm™) B por seu turno, o espectro no UV (pag.
195) confirmou a natureza flavondide ao mostrar as bandas a 369 nm (log € 4,3, banda I), 275
e 216 nm (log £ 4,3 e 4,6, respectivamente, banda II) 32135 A presenca de fungdo fendlica foi
confirmada pelo deslocamento batocromico da banda a 369 nm (log € 4,3) para 408 nm (log €
4,5, AAmsx = 39 nm) apés adi¢do de uma solugio metandlica de hidroxido de sodio 25 O
deslocamento batocromico foi também observado apés a adigdo de uma solu¢io metanolica
de AICl3;, permanecendo este efeito apds adigdo de uma solugdo de acido cloridrico,
confirmando-se a presenga do sistema orto-hidroxicarbonilo, tal como se verificou para a

artocarpesina (78) e a artelasticina (79) 132135

O espectro de RMN de 'H a 300 MHz em DMSO-ds (Tabela S, pag. 90) mostrou uma
| grande semelhanga com o espectro de RMN de 'H a 300 MHz em DMSO-d¢ da artocarpesina
(78). Assim, além do sinal do protdo do 5-OH, que apareceu como um singuleto fino a &
13,01, observaram-se quatro protdes aromaticos a 8 7,66 d (J = 8,6 Hz), 6,54 dd (J=8,6 € 2,2
Hz), 8 6,33 d (J = 2,2 Hz) e § 6,49 5. Os valores de deslocamento quimico e constantes de
acoplamento dos primeiros trés protdes aromaticos eram muito préximos aos protdes do anel

B da artocarpesina (78), enquanto que o singuleto a & 6,49 era semelhante a H-8.
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13,28 s 13,01 s

Artocarpesina (78) 73

No entanto, ndo se observou o sinal do protdo correspondente a H-3 da artocarpesina (78) no
espectro de RMN de 'H do composto 73.

A presenga de um grupo 3,3-dimetilalilo, que poderia ser substituinte no C-6, foi
evidenciada pelo conjunto de sinais caracteristicos deste grupo a 8 5,15 ¢ (/= 7,1 Hz, CH), &
3,20 d (J = 7,1 Hz, CHz), 8 1,71 s (CHs) e & 1,61 s (CHs) '*. As experiéncias de dupla
irradiagdo confirmaram o acoplamento entre o protdo a 8 5,15 ¢t (J = 7,1 Hz) e o protdo a &
3,20d(J=17,1 Hz).

O espectro de RMN de 'H do composto 73 mostrou ainda os sinais de dois grupos
metilvinilicos a & 1,88 d (/= 0,7 Hz) e 6 1,64 s, bem como o sinal de um protdo vinilico a 8
5,38 d (J = 9,4 Hz). Este facto sugeriu que poderia existir mais um grupo 3,3-dimetilalilo na
molécula do composto 73. No entanto, ndo se observou nenhum sinal de protGes a cerca de 3
ppm caracteristico de protdes metilénicos deste grupo. Em vez disto, apareceu no espectro de
RMN de 'H do composto 73 um dupleto de um protdo a § 6,11 (J = 9,4 Hz) que, através de
experiéncias de dupla irradia¢do, se mostrou acoplado com o protdo vinilico a 8 5,38 d (J =
9,4 Hz). O facto de ndo se observar o sinal de H-3 e a existéncia de um dupleto a d 6,11 (J =
9,4 Hz) sugeriu que devia existir um quarto anel (D), resultante da ciclizagdo oxidativa do

grupo OH-2’ com o carbono alilico do grupo 3,3-dimetilalilo em C-3.
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o, 6,11 d (9,4)
H

. Ch,
1,88 4 (0,7)
CH, 1,64 5

5,38 d (9,4) AN,

Numa tentativa de confirmar esta hipotese foi efectuada a acetilagdo do composto do
modo usual (pag. 190). O espectro de RMN de 'H a 300 MHz em DMSO-dg do produto
obtido (Tabela 5, pag. 90) mostrou que se tratava de um derivado diacetilado, pela presenga
de dois singuletos a 8 2,34 e § 2,28 de dois grupos acetoxilo. Nesta condigio o OH-5 ndo
sofreu reac¢do de acetilagdio, aparecendo a & 12,99 como um singuleto. Os protdes aromaticos
sofreram um deslocamento paramagnético apos acetilagdo. Assim, H-3> ¢ H-5" do anel B
sofreram maior efeito aparecendo a & 6,88 d (J=2,1 Hz, A8 = 0,55 ppm) € 6,96 dd (J = 8,6
e 2,1 Hz, AS = 0,42 ppm), respectivamente, enquanto que H-6" sofreu menor efeito (8 7,90 d,
J=28,6 Hz, A5 = 0,24 ppm). O H-8 do anel A foi também deslocado muito signiﬁcativémente,
aparecendo a § 7,09 s (Ad = 0,60 ppm).
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Os espectros de RMN de “C (BB ¢ DEPT 90° ¢ 135°) a 75 MHz em DMSO-d,
(Tabela 6, pag. 91), bem como o espectro de HETCOR, foram usados para confirmar a
estrutura proposta para o composto 73.

O espectro de HETCOR permitiu assinalar os seguintes carbonos aromaticos: & 125,68
(CH-6%), & 110,29 (CH-5’), & 103,90 (CH-3") e & 93,47 (CH-8). Estes valores de
deslocamento quimico eram muito semelhantes aos dos carbonos aromaticos correspondentes
na artocarpesina (78). |

Além dos carbonos aromaticos ndo substituidos, o espectro de HETCOR revelou ainda
o acoplamento do carbono a § 69,04 (CH) com o protdo a § 6,11 d (J = 9,4 Hz), do carbono
olefinico a 6 121,20 (CH) com o protdo a § 5,38 d (J/ = 9,4 Hz) e dos carbonos metilicos a §
25,54 ¢ 6 18,52 com os protdes a & 1,64 s e & 1,88 d (J = 0,7 Hz), respectivamente. Com base
nestes acoplamentos foi possivel fazer a atribuigdo dos sinais dos carbonos do grupo
isoprenilo em C-3. Os valores de deslocamento quimico atribuidos a estes sinais mostraram-
-se concordantes com os descritos para o ciclochampedol (23) uma flavona isoprenilada

isolada de Artocarpus champeden Spreng.

H” H
R man U e
2 ’ o s
539495 @ e 538404) N SN
Ciclochampedol (23) 73
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As correlagdes entre os sinais de carbonos e protdes do grupo 3,3-dimetilalilo

observadas no espectro de HETCOR foram as a seguir indicadas:

& °C §'H
CH-15 > 12224 > 5,15¢(J=7,1Hz)
CH;-17 > 2561 » 16ls
CH,-14 » 21,10 > 320d(J/=7,1Hz)
CH;-18 > 17,381 » 171s

Com o objectivo de confirmar que o substituinte 3,3-dimetilalilo estava em C-6
recorreu-se a técnica de INEPT selectivo. Assim, a irradiagdo do protdo de 5-OH a § 13,01 s
levou ao aparecimento dos sinais de carbono a & 158,43 (C), § 111,18 (C) e § 103,71 (C),
permitindo a atribui¢@o destes sinais a C-5, C-6 e C-4a, respectivamente. A semelhanga entre
o valor de deslocamento quimico de C-6 do composto 73 e do mesmo carbono na

artocarpesina (78) confirmou a substitui¢do em C-6 por um grupo 3,3-dimetilalilo.

O assinalamento inequivoco de todos os carbonos do composto 73 permitiu a
identificagdo de todos os sinais do espectro de RMN de C do derivado diacetilado (73Ac).
Os espectros de RMN de >C (BB e DEPT 90° e 135°) do derivado diacetilado (73Ac) em
DMSO-ds a 75 MHz (Tabela 6, pag. 91) revelaram o aparecimento de dois sinais de carbonos

-87-



Parte A: Capitulo IV

‘quatemérios a d 168,73 e & 168,48 e dois sinais de carbonos metilicos a & 21,00 e & 20,98
correspondentes, respectivamente, aos carbonos carbonilicos e metilicos dos grupos acetoxilo.
Para além destes sinais observaram-se alteragdes significativas dos valores de
deslocamento quimico:
- dos carbonos a & 163,37 (C) e 6 161,69 (C) para & 153,83 (AS = -9,54 ppm) e &
153,33 (Ad = -8,36 ppm), respectivamente, permitindo a atribuigdo destes sinais
aos carbonos das posi¢des 7 e 47 13713, '
- dos carbonos a 6 110,29 (CH-5") e 6 103,90 (CH-3’) para & 115,99 (Ad = 5,70

ppm) € & 111,38 (AS = 7,48 ppm), respectivamente, confirmando que ambos os

sinais correspondem a carbonos em posigdo orfo ao grupo acetoxilo do anel B "
139

2

- do carbono a § 93,47 (CH-8), para & 102,22 (Ad = 8,75 ppm), confirmando a
localizagdo em posigdo orto ao grupo acetoxilo presente no anel A *”1%,

- dos carbonos a § 111,18 (C-6), 6 108,41 (C) e & 103,71 (C-4a), para & 116,18 (Ad
= 5,7 ppm), & 115,94 (AS = 7,53 ppm) e & 111,01 (AS = 7,3 ppm), permitindo
confirmar a atribui¢do dos sinais de C-6 e C-4a e o assinalamento do sinal a &

108,41 a C-17 137 139,

O espectro de EM-IE (pag. 195) mostrou para o composto 73 um pico de ido
molecular a 420 (98%) que, conjuntamente com os dados dos espectros de RMN de 'H e °C,
permitiu estabelecer para este composto a formula molecular C;5H240s, que estava de acordo
com a estrutura proposta. Além do pico de ido molecular observaram-se picos caracteristicos
de flavonoides isoprenilados a 405 ((M™-CHs]", 33%), 377 ((IM™"-C3H»]", 24%), 365 (M-
CsH71", 100%), 352 (IM™*-CsHg], 39%), 321 ([M™-C3H7-CsHs]", 96%) e 309 ([M"*-C4H;-
C4Hs]", 76%) ™! Os sinais a 321 ([M™-C3H;-C4Hs]", 96%) e 309 ([M"*-C4H7-C4Hs]")
confirmaram a presen¢a no composto de dois grupos 3,3-dimetilalilo. Este espectro revelou
ainda um pico a 165 ([A;'], 35%) resultante de uma fissdo retro-Diels-Alder, posterior a
degrada¢do do grupo isoprenilo do anel A, indicando que este anel era diidroxilado e

apresenta um grupo 3,3-dimetilalilo .
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Os dados espectroscopicos analisados permitiram concluir que o composto 73
apresentava a estrutura indicada na Figura 13. A pesquisa bibliografica revelou que este
composto ja tinha sido isolado do tronco de Artocarpus altilis Fosb. ¢, com o nome vulgar de
isociclomulberina, e da casca do tronco de Artocarpus communis Forst. ' com o nome

vulgar de ciclocomunina, sendo esta tltima designagdo a adoptada nesta dissertagéo.

Figura 13 - Estrutura da ciclocomunina (73).
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S. Artelastina (80)

A semelhanca da artocarpesina (78), artelasticina (79) e ciclocomunina (73) o espectro
no IV do composto 80 (pag. 196) apresentou bandas caracteristicas de grupos hidroxilo
(3500-3200 cm™), carbonilo conjugado (1651 cm™) e metilo geminal (1377 e 1354 cm™). Este
espectro evidenciou ainda bandas que indicaram a presenga de ligagdes C-H alquilica (2974 e

2912 em™), C=C de anel aromatico (1628, 1562 ¢ 1434 cm'1) e C-O (1296 ¢ 1219 cm™) '
131

O espectro no UV em solugdo metanolica deste composto (pag. 196) mostrou bandas
semelhantes as das flavonas discutidas anteriormente a 260, 276 nm (log € 4,2 e 4,2,

respectivamente, banda II) e 369 nm (log € 4,1, banda I), indicando que também poderia ser

132-135

um flavonoide . O deslocamento batocromico observado da banda a 369 nm apos a

adigdo de solugdo de hidroxido de sodio sugeriu o caracter fenélico deste composto #7135 A
observagdo de um deslocamento batocromico na mesma banda, provocado pela adi¢do de uma
solugdo de cloreto de aluminio, e a estabilidade deste deslocamento apds adi¢do de acido

cloridrico revelou que também devia existir um grupo orto-hidroxicarbonilo *%5.

O espectro de RMN de 'H a 200 MHz em CDCl; (Tabela 7, pag. 101) mostrou-se
semelhante ao da ciclocomunina (73). Este espectro evidenciou um singuleto a 8 13,01, que
deveria corresponder ao grupo hidroxilo fendlico em C-5 ligado por ponte de hidrogénio ao
grupo carbonilo. Na regido dos protdes aromaticos apresentou dois dupletos de um protdo
cadaad 7,61 (J=8,5 Hz) e 6 6,40 (J= 2,3 Hz), bem como um duplo dupleto de um protédo a &
6,52 (/= 8,5 e 2,3 Hz). Estes valores de deslocamento quimico, de constantes de acoplamento
e multiplicidade eram similares aos observados para o anel B da ciclocomunina (73). Ao
contrario do espectro de RMN de 'H da ciclocomunina (73), o espectro do composto 80 nio
mostrou o sinal de H-8 a § 6,49 s, observando-se um singuleto largo a § 6,28, provavelmente
correspondente a um grupo hidroxilo, € um dupleto a 6 6,24 (J/ = 9,4 Hz). Este ultimo sinal
juntamente com os sinais a 5,40 ddd (J=9,4, 1,3 e 1,3Hz),81,94d(J=13Hz)ed 1,67d
(/ = 1,3 Hz) indicaram a presen¢a de um anel D semelhante ao da ciclocomunina (73). Esta

hipétese foi apoiada pelo acoplamento evidenciado pelos valores da constante de acoplamento
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entre os sinais do duplo duplo dupleto a § 5,40 e o dupleto a § 6,24 e entre o primeiro sinal e

os dupletos ad 1,94 e 6 1,67.

6,54 dd 6,52 dd
8,6e22)

OH 6,33d OH 6,404
@) 23)
A 6,11 d H
s 6,24d
04) R )

H
o 4 OH CH;'\
j j CH, 1,884 (0,7) j ) CH, 1,944 (1,3)
13,015 L6ds 1301 s 1,67d(1,3)
5,38 d (9,4) / 5,40 ddd
94,13 ¢ 1,3)

Ciclocomunina (73) 80

A auséncia do sinal de H-8 e a observagdo neste espectro de sinais caracteristicos de dois
grupos 3,3-dimetilalilo a 8 5,3 - 5,2 (2H, m), § 3,53 d (2H, J = 6,8 Hz), & 3,41 d (2H, J = 7.0
Hz), 5 1,84 d (6H,J=0,9 Hz) e § 1,81 d (6H, J = 0,9 Hz) sugeriu que este composto podia ser

derivado da ciclocomunina (73) por introdugdo de um grupo 3,3-dimetilalilo em C-6.
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1,84 d (0,9)bf\ f 1,81 d (0,9)
, HC_CHy _53-52m
3,41 d (7,0)° I /
H,C” H

3,53 d (6,8 —_ O 0
1,84 d(0,9)"/\\H . H:C
3 %H
AN

53-52m
1,81 d (0,9)®

a b permutaveis entre si

Com o objectivo de confirmar a estrutura proposta foi efectuada a acetilagio do
composto 80 (pag. 190). O espectro de RMN de 'H a 500 MHz em CDCl; do derivado
acetilado (Tabela 7, pag. 101) mostrou, além do desaparecimento do singuleto largo a & 6,28,
o aparecimento de dois singuletos a & 2,32 ¢ 6 2,29 de grupos acetoxilo, mantendo-se o grupo
hidroxilo da posi¢ao 5 a & 12,92 s. Estes sinais comprovaram que o composto 80 possuia trés
grupos hidroxilo um dos quais nédo foi acetilado. Na regido dos protdes aromaticos verificou-
-se o deslocamento paramagnético significativo dos protdes das posi¢des 3’ € 5° para & 6,71 d
(J=2,5Hz, A6 = 0,31 ppm) e & 6,80 dd (/= 8,5 e 2,5 Hz, Ad = 0,28 ppm), respectivamente.
O protdo em C-6’ apareceu também ligeiramente deslocado para § 7,72 d (J = 8,5 Hz, A =
0,11 ppm). Estes valores de deslocamento confirmaram a presenga de um anel B idéntico ao

da ciclocomunina (73).
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6,52 dd 6,80 dd
8,5¢2,3) 8,5¢2,5)

7,61 d 7,72d

(8.5) 8,5)

\l/ H \ H

HO Y
NS
> OH

Os espectros de RMN de C (BB e DEPT 90° e 135°) a 50 MHz em CDCl; do
composto 79 (Tabela 8, pag. 102) evidenciaram a existéncia de um carbono carbonilico a 6
178,91 (C) de uma flavona 137139 semelhante ao observado para a ciclocomunina (73).

Na regido dos atomos de carbono com hibridagdo sp’ observaram-se catorze sinais de
carbonos quaternarios a & 161,00, & 159,01, § 158,05, & 157,11, & 154,50, & 152,30, ) '139,24,
& 135,38, & 134,04, & 110,04, § 109,48, & 108,98, & 105,45, & 105,24, em que os seis
primeiros correspondiam a atomos de carbono oxigenados, e seis sinais de carbonos metinicos
a & 12527, & 121,75, & 121,39, § 121,14, & 109,58 e & 104,49. Além destes sinais, 0s
espectros de RMN de BC mostraram ainda um sinal de carbono oximetinico a § 69,88, dois
sinais de carbonos metilénicos a & 21,96 e & 21,62 e seis sinais de carbonos metilvinilicos a 6
25,89, § 25,84, 8 25,79, 6 18,66, & 18,03 €6 17,93.

A semelhanga entre o anel B da ciclocomunina (73) ¢ o do composto 80 permitiu a
atribui¢do dos valores de deslocamento quimico dos atomos de carbono ndo oxigenados do
anel B do composto 80, levando em consideragdo as ligeiras alteragdes provocadas pela

mudanga do solvente.
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Ciclocomunina (73) 80
C-r 5 108,41 (C) 5 109,48 (C) ou 6 108,98 (C)
-3’ 6 103,90 6 104,49
C-5 6 110,29 5 109,58
C-6° 5 125,68 8 125,27

A comparagdo dos sinais do espectro de RMN de BC do composto 80 com os valores
de deslocamento quimico dos sinais atribuidos ao grupo isoprenilo em C-3 da ciclocomunina
(73) permitiu confirmar a semelhanga entre estes anéis e atribuir os valores de 6 de B¢ como

se indica a seguir.

121,75, \
121,39 ou

138,25 121,14 139,24

Ciclocomunina (73) 80

A presenca neste espectro dos sinais a 8 135,38 (C), & 134,04 (C), 8 21,96 (CH,) e &
21,62 (CH,) conjuntamente com os sinais caracteristicos de quatro carbonos metilvinilicos

confirmou a existéncia de dois grupos 3,3-dimetilalilo.
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b
135,38 134,04

21,962 H
121,39 ou 121,14 ou
121,75 ou 121,39 ou
121,14 121,75

a_b nermutaveis entre si

Os espectros de RMN de >C (BB e DEPT 90° e 135°) do composto 80Ac¢ a 50 MHz
em CDCI; (Tabela 8, pag. 102) evidenciaram os sinais de carbono a 6 168,73 (C), & 168,44
(C), 6 21,13 (CH3) e 6 20,56 (CHj3) correspondentes a dois grupos acetoxilo. Na analise

comparativa dos espectros de RMN de “C dos compostos 80 ¢ 80Ac verificou-se o

deslocamento de varios sinais no espectro:

dos carbonos a & 161,00 (C) e 8 159,01 (C) para & 154,99 (Ad = -6,01 ppm) e &
151,87 (Ad = -7,14 ppm), respectivamente, sugerindo a atribui¢do destes sinais a
C-7e4 V1%

dos carbonos a & 109,58 (CH-5") e & 104,49 (CH-3’) para & 115,17 (Ad = 5,59
ppm) e & 111,37 (A = 6,88 ppm), respectivamente, confirmando o assinalamento
destes sinais a C-5” e C-3" *"

139
2

do carbono a & 109,48 (C) para & 113,37 (AS = 3,89 ppm), confirmando a

atribuigdo deste sinal a C-1> 1" 1%,

dos carbonos a & 110,04 (C), 8 105,45 (C) e 6 105,24 (C), correspondentes ao C-4a
e a dois carbonos ligados a grupos 3,3-dimetilalilo, para § 117,74 (A8 = 7,70 ppm),
5 112,74 (A8 = 7,29 ppm) e & 111,56 (Ad = 6,32 ppm), respectivamente, sugerindo

o - .1 137,139
a localizagdo em posi¢do orfo ou para a grupos acetoxilo .

O deslocamento provocado pela acetilagdo dos carbonos a & 110,04, § 105,45 ¢ & 105,24 e a

semelhanga dos seus valores de deslocamento quimico com os dos C-6, C-8 e C-4a da
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artelasticina (79) permitiu confirmar a presenga de um anel A com o mesmo padrdo de

substitui¢do e atribuir os valores de deslocamento quimico destes carbonos.

105,45 ou

105,24 \
HO

110,04
OH) O

105,24 ou
105,45

Artelasticina (79) 80

O espectro de EM-IE (pag. 196) revelou para o composto 80 um pico de ido molecular
com m/e de 488 (M™*, 100 %) que, em combinagio com os restantes dados espectroscopicos,
permitiu o estabelecimento da formula molecular C3oH320¢, concordante com a estrutura
proposta. Este espectro mostrou ainda varios picos caracteristicos da presenga de grupos 3,3-
~dimetilalilo a 473 ([M"-CH;]", 17%), 445 ([M*-C3H7]", 26%), 433 (IM""-C4H,]", 87%),
418 ([M*-CH;-C4H7]", 22%), 389 (IM"*-C3H7-C4Hs] ", 75%), 377 ((M*-C4H7-C4Hs] ", 28%) ¢
321 (M- C4sH7-C4Hg-C4Hg]", 27%), em que este ultimo confirmou a presenga no composto
80 de trés grupos isoprenilo 140. 141 yerificou-se ainda o aparecimento de um sinal resultante
da fissdo retro-Diels-Alder a 189 ([A;-H]*", 42%), cujo valor de m/e comprovou que o anel A

era diidroxilado e apresentava dois grupos isoprenilo (Figura 14, pag. 99) 12
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[M*-15]*, 473 M*, 488 [M*-43]*, 445
l-c_‘ 1 l'C4H7 -C4H8
OH CH,
0
0
[T ! Q
+ I
o) o OH
+
[M*-43-56]*, 389
[M*-55]*, 433
[M*-15-55]2+, 418
., RDA

0 OH
+ +

[A+H]>*, 189

[M*-55-55-56]*, 321

Figura 14 - Esquema proposto de fragmentagdo por EM-IE do composto 80.

-99.



Parte A: Capitulo IV

Pelos dados descritos concluiu-se que 0 composto 80 apresentava a estrutura indicada

a nunca tinha sido descrita, tendo sido denominada por artelastina.

na Figura 15. Esta flavon

Figura 15 - Estrutura da artelastina (80).
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6. Artelastocromeno (81)

Os espectros no IV e no UV do composto 81 revelaram-se semelhantes aos espectros
das flavonas discutidas anteriormente (73, 78-80). Assim, no espectro no IV (pag. 197)
observaram-se bandas que sugeriram a presenga de grupos hidroxilo (3400-3100 cm™),
carbonilo conjugado (1652 cm™) e metilo geminais (1377 e 1351 cm™) >3 Este espectro
evidenciou ainda a existéncia de liga¢des C-H alquilica (2923 cm™), C=C de anel aromatico
(1617, 1548 ¢ 1465 cm™) e C-O (1240 e 1215 cm™) B! Relativamente ao espectro no UV
(pag. 198) observaram-se trés bandas a 202 nm (log € 5,2), 296 nm (log € 4,3, banda II) e 375
nm (log € 4,2, banda I), que sugeriram a natureza flavondide do composto 81 1% QO
deslocamento batocromico, evidenciado apos adigdo de uma solu¢do metandlica de hidroxido
de sodio, da banda a 375 nm (log € 4,2) para 412 nm (log & 4,4, AA = 37 nm) indicou a

P25 Um deslocamento batocromico semelhante foi

presenca de um hidroxilo fendlico
também observado apds a adigio de uma solu¢do metandlica de AICls;, permanecendo este

efeito apos adigdo de uma solugao de acido cloridrico. Este resultado mostrou que o composto

podia ser um derivado da 5-hidroxiflavona %1%,

O espectro de RMN de 'H a 200 MHz em CDCl; do composto 81 (Tabela 9, pag. 114)
evidenciou que este deve possuir os mesmos anéis B, C e D que a artelastina (80). Assim, este
espectro revelou, além do sinal do protdo de 5-OH a § 12,95 s, trés protdes aromaticos do anel
Bad7,64d(J=8,5Hz H-6"),86,53dd(J=8,5¢23 Hz, H-5") ¢ 8 6,41 d (/= 2,3 Hz, H-
37), um dupleto a 6 6,24 (J = 9,4 Hz, H-9), um duplo duplo dupleto a 8 5,42 (J=9,4, 1,4¢e 1,3
Hz, H-10), um dupleto a 6 1,95 (/= 1,3 Hz) e um singuleto largo a 8 1,68 ou § 1,67 referentes

aos grupos metilicos em C-13 e C-12, respectivamente.
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H

6,52 dd 8,5 ¢ 2,3) 6,53 dd (8,5 ¢ 2,3)
7,61d (8,5)\ / 7,64d (8,5)\ r
H

H OH H OH
'/ 6,40 d (2,3) ’/ 6,41 d(2,3)
H

/ 1,94 d (1,3) J , 1,95 d (1,3)
5,40 ddd b 674d(1,3) 5,42 ddd k/lﬁs sl ou 1,67 st
(9.4,1,3¢1,3) 9.4, 1,4¢1,3) '
Artelastina (80) 81

Ao contrario do espectro de RMN de 'H da artelastina (80), este espectro mostrou a
presenga de apenas um grupo 3,3-dimetilalilo no anel A, evidenciada pelos sinais
caracteristicos dos protdes deste grupo a 6 5,23 # (J = 7,0 Hz, -CH=), & 3,46 dl (/= 7,0 Hz,
-CH,-CH=), § 1,83 sl (CH3) ¢ 6 1,68 sl ou 8 1,67 sl (CH3) **¢.

Outra diferenga do espectro de RMN de "H do composto 81 relativamente ao espectro
da artelastina (80) foi o aparecimento de dois dupletos a 6 6,70 (1H, /=9,9 Hz) e a & 5,58
(1H, J = 9,9 Hz). Os valores de deslocamento quimico e constantes de acoplamento destes

dois protdes sugeriram que deviam corresponder a dois protdes olefinicos em posigdo cis '**

47 Este facto, juntamente com a observagio de dois singuletos largos dos protdes de dois
grupos metilicos a & 1,44 e 6 1,43, revelou que podia existir um anel 2,2-dimetilcromeno na
estrutura do composto 81. Este anel devia resultar da ciclizagdo oxidativa entre o OH-7 e um

dos grupos 3,3-dimetilalilo em C-6 (estrutura 96) ou C-8 (estrutura 97) da artelastina (80).
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Esta hipotese foi apoiada pela semelhanga entre os valores de deslocamento quimico e

constantes de acoplamento destes protdes e os de anéis 2,2-dimetilcromeno descritos na

32, 148-166

literatura , COmMO O existente na artonina B (76), uma flavona isoprenilada isolada de

Artocarpus heterophyllus ®.

H = H
( H OH O ( H
5,72 d (10) ( 5,58 d (9,9) <6
6,68 d (10)

Artonina B (76) 81

,70 d (9,9)

Com o objectivo de determinar a localizagdo do anel 2,2-dimetilcromeno e confirmar a
posi¢do de grupos hidroxilo procedeu-se & acetilagio do composto com anidrido acético e
piridina pelo processo habitual (pag. 190), tendo-se obtido os derivados mono e diacetilado. O

espectro de RMN de 'H do derivado monoacetilado a 300 MHz em CDCl; (81Ac1, Tabela 9,
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pag. 114) evidenciou o aparecimento de um singuleto de trés protdes metilicos do grupo
acetoxilo a 6 2,25, bem como a permanéncia do sinal do protdo do grupo 5-OH a § 12,77 s.
Na regido dos protdes aromaticos verificou-se um deslocamento significativo dos protdes a &
6,41d(J=2,3Hz, H-3") ¢ 8 6,53 dd (J=8,5 ¢ 2,3 Hz, H-5") para § 6,66 d (J = 2,5 Hz, A5 =
0,25 ppm, H-3") € 6 6,75 dd (J = 8,5 e 2,5 Hz, A§ = 0,22 ppm, H-5), respectivamente. O
protdo a 6 7,64 d (J = 8,5 Hz, H-6") sofreu um deslocamento menor para § 7,70 d (J = 8,5 Hz,
Ad = 0,06 ppm, H-6"). Estes deslocamentos paramagnéticos confirmaram a presenga de um

grupo hidroxilo na posi¢do 4’ do anel B.

6,53 dd 6,75 dd
/(8,5 ¢2,3) f 8,5 ¢ 2,5)

7,64 d (8,5) 7,70 d (8,5)
,—~\\\ ! ,f—\\> !
NN H

OH OAc
H Ac,O H
Py
6,41 d(2,3) 6,66 d (2,5)
81 81Ac

Os protdes olefinicos do anel 2,2-dimetilcromeno ficaram inalterados aparecendo a § 6,65 d (J
= 10,0 Hz) ¢ & 5,55 d (J = 10,0 Hz). Pelo contrario, o espectro de RMN de 'H do derivado
diacetilado (81Ac2) (Tabela 9, pag. 114) ndo revelou a presenga do sinal do protdo hidroxilico
fenolico da posigdo 5, aparecendo dois singuletos de trés protdes cada a & 2,38 e § 2,24,
referentes a protdes metilicos dos grupos acetoxilo. Os valores de deslocamento quimico dos
protdes aromaticos do anel B mantiveram-se quase idénticos aos dos protSes correspondentes
no derivado monoacetilado (81Ac1). No entanto, um dos protdes olefinicos do anel 2,2-di-
metilcromeno sofreu um deslocamento paramagnético aparecendo a & 5,69 d (J = 10,0 Hz, A3
= +0,14 ppm), enquanto que o outro sofreu um deslocamento diamagnético para § 6,41d (J =

10,0 Hz, Ad =-0,24 ppm).
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5,55 d (10,0) T 5,69 d (10,0) ‘
6,65d(10,0) 12775 6,41d(10,0) 2,38s

81Acl 81Ac2

A alteragio do deslocamento quimico dos protdes olefinicos do anel pirano apds acetilagdo do
grupo 5-OH de flavonoides foi utilizado por varios autores para estabelecer a sua posigdo **
153, 154, 167169 No caso do anel pirano estar em orientagdo linear em relagdo ao nucleo
flavonoide, como na estrutura 96, a acetilagio do grupo 5-OH provocaria o deslocamento
diamagnético do protdo olefinico mais proximo deste grupo hidroxilo e o deslocamento
paramagnético do protdo olefinico mais afastado. Pelo contrario, se o anel pirano estiver em
orienta¢do angular, como na estrutura 97, a acetilagdo do grupo 5-OH ndo causaria nenhuma
alteracdo do deslocamento quimico de ambos os protdes olefinicos. A comparagdo dos
deslocamentos quimicos dos protdes olefinicos do anel 2,2-dimetilcromeno do derivado
monoacetilado (81Acl) com os do derivado diacetilado (81Ac2) levou a concluir que este

anel se encontrava numa ortentag@o linear com o nucleo flavonico e que o grupo 3,3-dimetil-

alilo estava ligado a C-8 (estrutura 96).

Os espectros de RMN de *C (BB e DEPT 90° e 135°) a 50 MHz em CDCl; do
composto 81 (Tabela 10, pag. 115) evidenciaram a existéncia de trinta sinais de atomos de
carbono, apresentando um sinal a § 178,87 correspondente a um carbono carbonilico idéntico

ao da artelastina (80).

Na regido dos atomos de carbono com hibridagdo sp® observaram-se treze sinais de
carbonos quaternarios (5 161,13, & 158,06, 8 156,44, § 155,17, & 154,51, § 153,64, § 139,19,
8 131,61, & 109,51, & 108,93, & 107,53, & 105,37 e & 105,36) e sete sinais de carbonos
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metinicos (& 127,81, & 125,28, & 122,20, & 121,14, 6 115,93, 6 109,65 ¢ & 104,49). Além
destes sinais, os espectros de RMN de °C mostraram ainda um carbono quaternario a 8 77,20,

um carbono metinico a § 69,83, um carbono metilénico a & 21,54 ¢ seis carbonos metilicos a §

28,15, 8 28,10, 5 25,89, 6 25,76, 8 18,65 ¢ & 18,06.

A comparagdo dos valores de deslocamento quimico dos carbonos dos anéis B, C e D
do composto 81 com os da artelastina (80) confirmou a hipétese destes anéis serem idénticos

e permitiu a atribui¢do dos sinais a seguir indicados.

125,27 109,58 125,28 109,65

e

O O ,6983d
105,24 / o 105,36 / PP
) ou e ou
X N o)
105,45 18,66, 18,03 10537 X
108,98 ou 17,93 108,93 18,65 ou 18,06
25,89 ou 25,76
121,75, 2589, 2584 122,20 ou
121,39 0u 139,24 ©0u2579 12114 139,19 '

121,14

Artelastina (80) 81

Os sinais do espectro de RMN de "*C de um carbono olefinico (8 121,14 ou & 122,20)
e dois carbonos metilvinilicos (6 25,76 ou & 25,89 e & 18,06 ou & 18,65), além dos referidos
anteriormente, juntamente com os sinais a § 131,61 (C) e 3 21,54 (CHz) confirmaram a

existéncia de um substituinte 3,3-dimetilalilo.

Os valores de deslocamento quimico dos carbonos olefinicos a & 127,81 (CH) e &
115,93 (CH), do carbono quaternario a & 77,20 e dos dois carbonos metilicos a & 28,15 € 6

28,10 observados no espectro deste composto estavam de acordo com os dos carbonos do anel

2,2-dimetilcromeno linear descritos para a artonina B (76) 43 Com base nos valores de
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deslocamento quimico da artonina B (76) foi também possivel atribuir os sinais de carbono

das posi¢des 6 e 8 do composto 81.

105,37 ou
105,36

Artonina B (76) 81

Os espectros de RMN de °C (BB e DEPT 90° e 135°) dos derivados mono (81Acl) e
diacetilado (81Ac2) do composto 81 permitiram confirmar as atribuigdes descritas
anteriormente e atribuir os sinais de >C ainda néo assinalados.

Os espectros de RMN de *C do composto 81Ac1 (BB e DEPT 90° e 135°) a 50 MHz
em CDCl; (Tabela 10, pag. 115) evidenciaram sinais correspondentes aos carbonos
carbonilico e metilico de um grupo acetoxilo a § 168,76 (C) e § 21,15 (CH;). Além destes
verificou-se o deslocamento dos sinais a 6 109,65 (CH-5"), 8 109,51 (C-1°) e & 104,49 (CH-
3’) para & 115,07 (AS = 5,42 ppm), & 113,75 (AS = 4,24 ppm) € § 111,30 (A8 = 6,81 ppm),
respectivamente. O enquadramento destes valores de deslocamento nos habitualmente

137,

provocados pela acetilagdo confirmou as atribui¢Ges atras referidas 139 Neste espectro

verificou-se ainda o deslocamento do sinal a 8 161,13 (C) para & 153,98 (A8 = -7,15 ppm),

permitindo o assinalamento deste sinal a C-4” 13713
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109,65 N 115,07

81 81Acl

A comparagio dos espectros de RMN de C (BB e DEPT 90° e 135°) em CDCl; do
composto 81Ac2 com os do composto 81Acl (Tabela 10, pag. 115) revelou, o deslocamento
do sinal do carbono carbonilico a § 179,01 para § 173,24 (Ad = -5,77 ppm) e do carbono a §
156,73 (C) para & 142,56 (A3 = -14,17 ppm), 0 que sugeriu que este ltimo sinal correspondia
a C-5 "1 Além destes sinais verificou-se ainda um deslocamento dos carbonos a & 107,63
(C) para 6 115,21 (AS = 7,58 ppm) e de cada um dos sinais a § 105,52 (C) e & 105,49 (C) para
o 113,96 (AS ~ 8,4 ppm) ou 113,36 (A8 ~ 7,8 ppm). Estas variagdes no valores de §
permitiram confirmar a atribui¢do do sinal a 107,63 ao carbono da posi¢do 8 e dos sinais a &

105,52 e & 105,49 aos carbonos das posigdes 6 e 4a 137,139
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0 0]
105,52 ou 113,96 ou‘/
105,49 / OH!| O 113,36 / OAc| O
156,73 179,01 142,56 173,24
105,49 ou 113,36 ou
105,52 113,96
81Acl -81Ac2

A maior intensidade do sinal a § 113,36 relativamente a outros sinais do espectro sugeriu que
este correspondia, para além de C-6 ou C-4a, a outro atomo de carbono. Comparando o seu
valor de desvio quimico com os valores do espectro de RMN de >C do composto 81Acl

atribuiu-se este sinal também a C-1".

O espectro de EM-IE (pag. 197) apresentou um pico molecular a 486 u. m. a., o que
juntamente com os dados espectroscOpicos anteriores, permitiu estabelecer para o composto
81 a formula molecular C3oH300s, que estava de acordo com a estrutura proposta. Neste
espectro destacou-se o pico a 471 ([M"-15], 100 %), resultante da perda do radical metilo do
anel 2,2-dimetilcromeno, caracteristico de flavonoides com este grupo 4% 141150 152, 156, 15, 162-
164,170,171 " Além do pico base observaram-se sinais devidos a perda dos fragmentos de grupos
isoprenilo a 443 ([M"-C3H7]", 10 %), 431 ((M"-C4H7]", 35 %), 415 ((M"-CH;3-CHg]", 10 %)
e 387 ((M"-C3H7-C.Hg]", 10 %) "** ¥ (Figura 16, pag. 112).
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0
OH O
M*, 486 o M*, 486 - [M*-15]*, 471
-GH, -C,Hy
+ CH,
0 (0]
_ |
AN
OH O
[M*+-43]*, 443 [M*-55}*, 431 [M*-15-56]*, 415
-C Hg
]
+0 0}
H,C
0 (o]
[M*-43-56]*, 387

Figura 16 — Esquema proposto para a fragmentagéo por EM-IE do composto 81.
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O conjunto dos dados discutidos (IV, UV, RMN de 'H e *C do composto ¢ dos seus
derivados acetilados e EM-IE) permitiu concluir que o composto 81 correspondia a estrutura
apresentada na Figura 17. A pesquisa bibliografica revelou que este composto correspondia a

uma estrutura inédita, a qual foi denominada pelo nome comum de artelastocromeno.

Figura 17 - Estrutura do artelastocromeno (81).
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7. Artelastofurano (82)

Os espectros no IV e no UV do composto 82 apresentaram bandas semelhantes as
observadas para as flavonas discutidas anteriormente (73, 78-81). O espectro no IV do
composto 82 (pag. 199) sugeriu a presenga de grupos hidroxilo (3500-3200 cm™'), carbonilo
conjugado (1653 cm™) e metilo geminais (1312 cm?). Observaram-se ainda bandas que
poderiam corresponder a ligagdes C-H alquilica (2974 ¢ 2926 cm’), C=C de anel aromatico
(1610 e 1458 cm™) e C-O (1244 cm™) P10 espectro no UV (pag. 199) sugeriu uma
estrutura flavonoide ao evidenciar bandas caracteristicas deste grupo de compostos a 213, 268
nm (log € 5,0 ¢ 4,8, banda II) e 316 nm (log € 4,5, banda I) B35 0 deslocamento
batocromico observado da banda a 316 nm (log € 4,5) para 390 nm (log € 4,6; AA = 74 nm),
apos adigdo de uma solugdo de hidroxido de sodio & solugdo metanolica do composto 82,
revelou o seu caracter fendlico 2% A formagiio de um quelato com cloreto de aluminio,

estavel em meio 4cido, indicou que se poderia tratar do derivado de uma 5-hidroxiflavona 132-
135

O espectro de RMN de 'H a 300 MHz em DMSO-ds (Tabela 11, pag. 127) evidenciou
um singuleto a & 13,60 referente ao grupo hidroxilo fenolico no C-5, ligado por ponte de
hidrogénio com o grupo carbonilo em C-4. A expansdo do espectro na regido dos protdes
aromaticos revelou a presenca de dois protdes a & 7,03 d (J = 8,3 Hz) ¢ § 6,38 d (J= 2,0 Hz),
acoplados de acordo com o espectro de COSY, com um protdo a § 6,25 dd (J = 8,3 e 2,0 Hz).
Os valores de deslocamento quimico e o padrio de acoplamento destes protdes eram
semelhantes aos dos protdes aromaticos do anel B das flavonas discutidas anteriormente (73,
78-81), principalmente da artelasticina (79). Este facto e a auséncia do sinal do protdo a cerca
de 6 ppm (d, J = 9,4 Hz), caracteristico de H-9 da ciclocomunina (73), artelastina (80) e
artelastocromeno (81) sugeriu que ndo existia o anel D nesta estrutura € que o composto 82
poderia possuir o grupo 2’,4’-diidroxifenilo.

Ao contrério do espectro de RMN de 'H da artelasticina (79) que continha trés grupos
3,3-dimetilalilo, o espectro do composto 82 revelou a presencga de apenas dois grupos 3,3-di-
metilalilo pela observagio no espectro dos sinais de dois protdes vinilicos a & 5,20 # (J = 6,5
Hz) e § 5,03 t (J = 6,4 Hz) acoplados, de acordo com espectro de COSY, com os protoes
metilénicos a & 3,3-3,2 m (2H) e & 3,03 d (2H, J = 6,4 Hz), respectivamente, e de quatro
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singuletos de protdes metilvinilicos a § 1,71, 8 1,62, & 1,53 e & 1,37. No entanto, nio se
observou nenhum sinal de protGes aromaticos do anel A, nem do H-3 do nucleo da flavona.

Além destes sinais, na regido dos protdes alifaticos existia ainda outro conjunto de
sinais que consistia num tripleto de um protéo a 8 4,71 (J = 8,6 Hz), um multipleto a § 3,4-3,3
(1H), um duplo dupleto a 8 3,12 (1H, J = 15,4 ¢ 8,6 Hz) e dois singuletos a § 1,14 ¢ § 1,09 de
protdes metilicos. O espectro de COSY revelou o acoplamento entre os protdes a & 3,4-3,3 m
(1H) e 8 3,12dd (1H, J = 15,4 e 8,6 Hz) e de cada um destes protdes com o protdo a & 4,71 ¢
(1H, J=8,6 Hz).

3433m HH 312dd(154e86)
471t(86)

Os espectros de RMN de C (BB e DEPT 90° e 135°) a 75 MHz em DMSO-ds
(Tabela 12, pag. 128) evidenciaram a presenga de um carbono carbonilico a 6 181,65 da
estrutura de uma flavona com um grupo hidroxilo na posigdo 5 *’** Na regido dos carbonos
com hibridagio sp’ observaram-se doze sinais de carbonos quaternarios (5 164,19, & 162,04, §
161,38, & 158,37, § 150,57, & 131,03, § 130,91, § 119,35, & 110,84, & 105,68, & 103,66 e &
102,53) e cinco sinais de carbonos metinicos (6 130,92, & 122,01, § 121,71, 6 106,10 ¢ &
103,11). Além dos sinais anteriormente referidos, os espectros d¢ RMN de “C mostraram
ainda dois sinais com valores de & caracteristicos de carbonos ligados a fungées oxigenadas a
8 90,81 (CH) e & 70,21 (C) '™ e ainda trés sinais de carbonos metilénicos (& 26,53, & 23,82, &
21,49) e cinco sinais de carbonos metilicos (& 26,08, 6 25,51, & 24,18, 6 17,65 ¢ & 17,40).

Através do espectro de HETCOR foi possivel assinalar os sinais de carbono a 6 130,92
(CH), & 106,10 (CH) e & 103,11 (CH) aos carbonos das posi¢des 6°, 5> e 3°, devido ao seu

acoplamento com os protdes a § 7,03 d (J=8,3 Hz, H-6"), 8 6,25dd (J=8,3e¢2,0Hz, H-5") e
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06,38 d(J=2,0 Hz, H-3"), respectivamente. Estes valores revelaram-se mais semelhantes aos
observados para C-6’, C-5" e C-3’ da artocarpesina (78) e artelasticina (79) do que para os
mesmos carbonos da ciclocomunina (73), artelastina (80) e artelastocromeno (81). E de notar
que o ligeiro desvio dos valores de deslocamento quimico destes carbonos poderia ser

causado pelo facto do espectro do composto 82 ter sido registado em DMSO-ds.

73 78 79 80 81 82
(DMSO-dg) (DMSO-dg) (CDCL)  (CDCL)  (CDClL)  (DMSO-ds)

C-3> 3103,90 5 103,30 $ 103,72 6 104,49 6 104,49 5 103,11
C-5°  3110,29 6 108,13 6 108,21 6 109,58 5 109,65 5 106,10
C-6> 125,68 0 129,85 6 131,60 5 125,27 5 125,28 8 130,92

Observaram-se ainda neste espectro os acoplamentos dos protdes assinalados aos

grupos 3,3-dimetilalilo com os respectivos atomos de carbono.

33-3.2m 3,03d (6,4
H 17,65 H H
,65¢ 17,40¢
21,49 CH3 1,71 s 23,82 CH;/\1,53 52
121,71)—— 122,01)——
H CH 1,62 sb H CH 1.37 st
/V 25,51 3\_/, 25,513\_/ ’3 s
5,20 1 (6,5) 5,03 1 (64) '

a b ¢ permutaveis entre si

O espectro de HETCOR permitiu ainda a observagdo dos acoplamentos dos carbonos

que ainda ndo foram assinalados com alguns protdes do espectro de RMN de 'H. Assim, o
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acoplamento do carbono metinico a 8 90,81 com o protdo a & 4,71 ¢ (J = 8,6 Hz) revelou a
presen¢a de um grupo oximetinico. Além disto, o acoplamento do carbono metilénico a &
26,53 com ambos os protdes a 6 3,4-3,3m e d 3,12 dd (J = 15,4 e 8,6 Hz) indicou a existéncia
de dois protdes geminais ligados ao mesmo carbono metilénico. Finalmente, o acoplamento
dos carbonos a & 26,08 (CHj3) e & 24,18 (CH3) com os protdes a 6 1,14 s e 6 1,09 s,
respectivamente, confirmou a atribuigio destes sinais a dois grupos metilicos.

Com base nestes acoplamentos e nos obtidos por andlise do espectro de COSY

concluiu-se pela existéncia no composto 82 da seguinte estrutura parcial:

3,12 dd (15,4 e 8,6)
§34-33m
HH
2653 26,08
7021 CH; 6 1,14 sb
90,81 O__
HO CH, 5 1,09 sb

>J_24,18' \_/

4,71 ¢ (8,6)

a b permutaveis entre si

A auséncia de protGes aromaticos no anel A e do H-3 do nucleo flavonico, bem como a
inexisténcia de um anel D como o encontrado na ciclocomunina (73), artelastina (80) e
artelastocromeno (81) levou a sugerir que a estrutura parcial referida devia estar ligada ao
anel A. A analogia dos valores do deslocamento quimico e constantes de acoplamento dos
sinais desta estrutura parcial com os descritos na literatura para anéis 2-hidroxiisopropil-
-2H 3 H-diidrofurano #2571 6mo por exemplo os anéis da dorsmanina G (98) isolada
dos rebentos de Dorstenia mannii '™ e da lupinisoflavona G (99) isolada do tronco de Derris

scandens ' indicou a possibilidade deste anel existir na estrutura do composto 82.
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4,711 (8,5)

4,71 ¢ (8,6)

/ OH 0 |
3,05dd 3,08 dd 343’3m/ \,312dd

(14,0 € 8,5) (14,0 e 8,5) (15,4 ¢ 8,6)

Dorsmanina G (98) , _ 82

(15,6 € 9,4)

Lupinisoflavona G (99)

, b permutaveis entre si

Assim, 0 composto 82 devia corresponder a um derivado da artelasticina (79) em que um dos
grupos 3,3-dimetilalilo do anel A sofreu uma ciclizagdo oxidativa, originando um anel 2-hi-

droxiisopropil-2H,3 H-diidrofurano (estruturas 100 ou 101).
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100 101

Com o objectivo de comprovar a hipotese das estruturas acima propostas procedeu-se
a acetilagdo do composto 82 do modo usual (Ac,O/Py, pag. 191). O espectro de RMN de 'H a
300 MHz em CDCI; (Tabela 11, pag. 127) revelou que o produto obtido era um derivado
diacetilado, através do aparecimento de dois singuletos a & 2,34 e § 2,14, que correspondiam
aos protdes metilicos de dois grupos acetoxilo. Este espectro ainda mostrou, além da presenca
do protdo de 5-OH a & 13,21, dois duplos dupletos a § 3,16 (/=154 € 9,3 Hz) € 6 3,09 (J =
15,4 ¢ 8,2 Hz) de protdes metilénicos do anel 2-hidroxiisopropil-2H,3H-diidrofurano. Os
protdes aromaticos do anel B apareceram, neste espectro, a & 7,45 d (J = 8,6 Hz, H-6’), § 7,14
d(J=22Hz H-3"),ed 7,13 dd (J = 8,6 e 2,2 Hz, H-5°). Os seus deslocamentos quimicos
apos acetilagdo eram comparaveis aos dos protdes aromaticos do anel B do derivado
diacetilado da artelasticina (79Ac), confirmando a hip6tese do composto 82 possuir o anel B

2’,4’-diidroxilado.

7,39 d (8,0)
\ H

OAc

7910 dd (890 € 290) 7,13 dd (8,6 € 2,2)
( 7,45 d (8,6)\ f
NN H

H 714d(2,2)

Artelasticina diacetilada (79Ac) ' 82Ac
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Os espectros de RMN de *C (BB e DEPT de 90° e 135°) do composto 82Ac¢ em
CDCl; (Tabela 12, pag. 128) confirmaram esta hipotese, tendo evidenciado a presenca dos
sinais de carbono a & 168,64, 5 168,42, § 21,14 e § 20,84 correspondentes, respectivamente,
aos carbonos carbonilicos e metilicos de dois grupos acetoxilo. Além destes, verificou-se o
deslocamento dos sinais dos carbonos a § 106,10 (CH-5") e § 103,11 (CH-3") para 8 119,24
(A6 = 13,14 ppm) e & 117,04 (AS = 13,93 ppm), respectivamente. Os assinalamentos dos
sinais de carbonos ndo substituidos do anel B foram também confirmados pelos acoplamentos
observados no espectro de HETCOR entre os carbonos a § 131,05, § 119,24 ¢ § 117,04 ¢ os
protdes ad 7,45d (J=8,6 Hz, H-6°),8 7,13dd (/=8,6 € 22 Hz, H-5") €8 7,14 d (/= 2,2 Hz,
H-3’), respectivamente.

No espectro de RMN de C do composto 82Ac verificou-se ainda o deslocamento dos
sinais a & 162,04 (C), 6 161,38 (C) e 6 110,84 (C) para & 152,39 (Ad = -9,65 ppm), 6 148,92
(A8 =-12,46 ppm) e § 123,49 (Ad = 12,65 ppm), respectivamente, permitindo a atribui¢do dos
sinais a & 162,04 (C) e & 161,38 (C) a C-2’ e 4’ e do sinal a § 110,84 (C) a C-1° B¥"1%.

161,38 ou 131,05 148,92 ou
162,04 H 152,39
OH H OAc

H 103,11 Ac,0 H 117,04
Py
o) 162,04 ou o) 152,39 ou
161,38 148,92

A confirmagdo desta hipotese foi realizada através de experiéncias de INEPT selectivo, com
irradiagdo do dupleto a & 7,45 (H-6), que mostrou os sinais a § 157,43 (C), 6 152,39 (C) e &
148,92 (C). Estas experiéncias permitiram nio s6 a confirmagio do valor do desvio quimico

dos carbonos 2’ e 4’, como também a atribuir o singuleto a 6 157,43 a C-2.
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2 permutaveis entre si

Os valores de deslocamento quimico dos carbonos do anel B do derivado diacetilado do
composto 82 revelaram-se semelhantes aos atribuidos ao derivado diacetilado da artelasticina
(79Ac¢).

Os valores dos deslocamentos quimicos dos restantes sinais observados no espectro de
RMN de C do composto 82Ac ndo sofreram alteragdes significativas, tal como esta
evidenciado na Tabela 12 (pag. 128). Na atribuigdo dos sinais dos grupos 3,3-dimetilalilo
deste derivado acetilado utilizaram-se espectros de HETCOR.

Os dados dos espectros de RMN de 'H e "*C tanto do composto 82 como do seu
derivado diacetilado (82Ac) ndo permitiram distingir entre as estruturas 100 e 101. Contudo,
as experiéncias de INEPT selectivo foram também uteis para determinar a localiza¢do do anel
2-hidroxiisopropil-2H,3 H-diidrofurano. Assim, a irradia¢do do protdo do singuleto a & 13,21
(5-OH) mostrou o aparecimento dos sinais de carbono a § 159,60 (C), 6 107,27 (C) e 8 104,92

(C), permitindo a sua atribuigio a C-5, 6 e 4a, respectivamente.

HO




Parte A: Capitulo IV

A irradiagdo do protdo do tripleto a 6 4,75 (J = 8,2 Hz) mostrou o aparecimento dos carbonos
a & 164,34 (C) e 8 102,23 (C). Ndo se observando neste espectro o singuleto a & 107,27
atribuido ao C-6, concluiu-se que no composto 82Ac o anel do 2-hidroxiisopropil-2H,3 H-di-
idrofurano tinha orientagio angular (estrutura 101). Este espectro permitiu também a

atribuigdo dos sinais a § 164,34 (C) e 8 102,23 (C) a C-7 e C-8, respectivamente.

4,75 ¢ (8,2)

O espectro de EM-IE (pag. 199) revelou para o composto 82 um pico correspondente
a0 i3o molecular a 506 u. m. a. que, conjuntamente com os dados dos espectros de RMN de
'H e BC, permitiu estabelecer para o composto a formula molecular C30H3407, concordante
com a estrutura proposta. Além do pico do ido molecular observaram-se picos caracteristicos
de flavonbides isoprenilados a 491 ([M™*-CHs], 10 %), 463 (IM"-C;Hr]", 65 %), 451 (IM™*-
CJH5]", 85 %) e 433 (M"-C4H7-Hz0]", 15 %) (Figura 18, pag. 125) 1.
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[M*-43]*, 463

[M*-15], 491

OH O
+

[M*-55]*, 451

[M*-55-18]*, 433

Figura 18 - Esquema proposto para a fragmentagio por EM-IE do composto 82.
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O conjunto dos dados apresentados (IV, UV, RMN de 'H e *C) confirmaram que o
composto 82 correspondia a estrutura indicada na Figura 19. A pesquisa bibliografica revelou
que este composto ainda ndo tinha sido isolado anteriormente, sendo uma estrutura inédita a

que se atribuiu 0 nome comum de artelastofurano.

Figura 19 - Estrutura do artelastofurano (82).
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8. Artelastinina (83) e artelastocarpina (84)

A semelhanca das flavonas discutidas anteriormente (73 ¢ 78 a 82), o espectro no IV
do composto 83 (pag. 200) revelou a presenga de bandas caracteristicas de grupos hidroxilo
entre 3500 e 3200 c¢m™’, carbonilo conjugado a 1650 cm™ e metilo geminais a 1370 e 1350
cm’'. Este espectro evidenciou ainda bandas a 2974 e 2912 cm™ de distensdo de ligagdo C-H
alquilica, a 1600, 1562 e 1464 cm™ de estiramento de ligagSes C=C de anel aromatico ¢ a
1260, e 1245 cm™ de estiramento de ligagdo C-O. 129131

No espectro no UV do composto 83 (pag. 200) observaram-se trés bandas de absor¢io
a 214, 272 nm (log € 4,4 e 4,1, respectivamente, banda II) e 337 nm (log € 4,0, banda I). A
analogia entre estas bandas e os comprimentos de onda correspondentes aos maximos de
absorg¢do das flavonas 73, 78 a 82 sugeriu que este composto também podia ser uma flavona
13215 0 seu caracter fendlico foi evidenciado apos adi¢do de solugdo de hidroxido de sodio e
visualizagdo do efeito batocromico da banda a 337 nm (log € 4,0) para 385 nm (log € 4,1, AA
= 48 nm) ">’ A presenga de um grupo hidroxilo em C-5 foi sugerida pelo deslocamento
batocrémico da banda a 337 nm (log € 4,0), por adigio de uma solug¢do metandlica de AICl;, e

manutengio deste efeito apos a adi¢io de acido cloridrico. 215,

O espectro de RMN de 'H a 300 MHz em DMSO-ds do composto 83 (Tabela 13, pag.
156) mostrou-se semelhante ao espectro da artelasticina (79) e artelastina (80). Assim, este
espectro revelou um singuleto a 8 13,17, referente ao grupo hidroxilo fendlico em C-5, e a
presenga de trés protdes aromaticos a & 7,79 d (/= 8,8 Hz), 6 6,59 dd (/=8,8 ¢ 2,2 Hz) ¢ &
6,48 d (J= 2,2 Hz). Com base nos valores de deslocamento quimico e constantes de
acoplamento destes sinais e na observa¢do de acoplamento no espectro de COSY de cada um
dos protdes a8 7,79d (J= 8,8 Hz) ¢ 6 6,48 d (/= 2,2 Hz) com o protio a 6,59 dd (J=8,8 ¢
2,2 Hz) foi possivel concluir que o composto 83 apresentava um anel 1,2 4-trissubstituido. A
comparagdo dos valores do deslocamento quimico destes sinais com os obtidos para o anel B

da artelastina (80) sugeriu a presen¢a de um anel idéntico.
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6,52 dd

Artelastina (80) 83

Na regido dos protdes alifaticos o espectro de RMN de 'H do composto 83 mostrou os
sinais caracteristicos de dois grupos 3,3-dimetilalilo a 8 5,19 ¢ (1H, J= 7,0 Hz), 6 5,12 ¢ (1H,
J=17,0Hz),83,15d (2H, J= 6,6 Hz), § 3,4-3,3 (m, 2H), 5 1,71 s (3H), § 1,69 s (3H) € § 1,57
s (6H) ¢. A presenca destes dois grupos foi confirmada pelos acoplamentos observados no
espectro de COSY dos protdes vinilicos a 3 5,19 ¢ (J=7,0Hz) e 6 5,12 ¢ (/= 7,0 Hz) com os
protdes metilénicos a & 3,15 d (J/ = 6,6 Hz) e 3,4-3,3 m, respectivamente, bem como o
acoplamento de ambos os protdes vinilicos com os protdes de quatro grupos metilicos a &
1,71 s 3H), & 1,69 s (3H) e & 1,57 s (6H). A observagdo no espectro de RMN de 'H do
composto 83 destes sinais e a auséncia do sinal de H-8 e H-6 sugeriu a presenga de um anel A

com um padrio de substitui¢do idéntico ao da artelasticina (79) e artelastina (80).
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1,69 Sc’\ /1,57 S
34-33m
’\ | s .0p
H

H,C

3,15d (6,6)—_ O o
,\ |

H,C

H,C OH O
f‘aﬁ/*'*

CH,

1,71 s¢
) 5,19 t (7,0)b
1,57 s

a b ¢ permutaveis entre si

I
o
(@]

Ao contrario do espectro de RMN de 'H da artelasticina (79) e da artelastina (80), o
espectro de RMN de 'H do composto 83 ndo mostrou sinais que revelassem a existéncia de
outro grupo 3,3-dimetilalilo em C-3, nem o dupleto (J/ = 9,4 Hz) a cerca de 6,0-6,3 ppm
caracteristico de H-9 do anel D (2-isobutenil-2H-oxino) da artelastina (80). Em vez disto,
observou-se na regido dos protdes alifaticos um duplo dupleto de um protdo a 6 3,78 (J = 9,2
e 2,0 Hz) que, através do espectro de COSY, estava acoplado com os protdes do duplo
dupleto a 8 2,37 (J= 16,8 ¢ 10,1 Hz) e do multipleto entre 3 3,4-3,3. O protdo a § 2,37 dd (J =
16,8 ¢ 10,1 Hz), por sua vez, encontrava-se acoplado com o protdo a § 3,4-3,3 m. Além destes
sinais, o espectro de RMN de 'H ainda mostrou dois singuletos de protdes metilicos a & 1,23
(3H) e & 1,19 (3H). Os valores de deslocamento quimico destes protdes metilicos eram mais
baixos do que os valores obtidos para os protSes metilicos, tanto do grupo 3,3-dimetilalilo
existente no C-3 da artelasticina (79), como do anel D da artelastina (80). Os valores de
deslocamento quimico, bem como os acoplamentos destes protdes, aliados com a auséncia do
singuleto caracteristico de H-3 a cerca de 7 ppm, sugeriram que o composto 83 devia possuir
um anel hidroxiisopropiloxepino resultante da ciclizagdo oxidativa entre o grupo hidroxilo de

C-2’ do anel B e o C-10 do grupo 3,3-dimetilalilo em C-3 da artelasticina (79).
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De facto, os flavondides que contém o anel 2-hidroxiisopropiloxepino ja foram

isolados de varias plantas da familia Moraceae * 4 4 168

, nomeadamente do género
Artocarpus *> * *_ Os valores do deslocamento quimico e constantes de acoplamento dos
protdes do anel 2-hidroxiisopropiloxepino do composto 83 revelaram-se comparaveis aos
correspondehtes encontrados no artocarpol B (28) *®, uma flavona isoprenilada isolada da

casca de Artocarpus rigida Bl.

4,01dd 3,78 dd
(9,6 € 2,0) 92 ¢2,0)
y CH, CH,
H,C OH 1365 1,23 s

€

€
1,34 s \_/1,19 s

2,59 dd (16,8 ¢ 9,6) 2,37 dd (16,8 ¢ 10,1)
3,52 dd (16,8 ¢ 2,0) 34-3,3m
Artocarpol B (28) 83

Os espectros de RMN de *C (BB e DEPT de 90° e 135°) a 75 MHz em DMSO-ds
(Tabela 14, pag. 157), bem como o espectro de HETCOR do composto 83 foram usados para
comprovar a estrutura proposta.

O acoplamento observado no espectro de HETCOR entre os sinais de atomos de
carbono a 6 129,25 (CH), 6 111,91 (CH) e 6 107,53 (CH) e os protdes a § 7,79 d (J = 8,8 Hz,
H-6%), 6 6,59 dd (J = 8,8 € 2,2 Hz, H-5") ¢ § 6,48 d (J = 2,2 Hz, H-3") permitiu atribuir os
sinais a § 129,25, 8 111,91 € 8 107,53 aos carbonos das posi¢des 6°, 5’ e 3°, respectivamente.

O espectro de HETCOR evidenciou ainda o acoplamento entre os carbonos e os

protdes dos dois grupos 3,3-dimetilalilo.
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s B¢ 5 H
125,50 (CH) ——»  5121(J=7,0Hz)
125,07 (CH) —® 5,191(J=70Hz)

25,61 (CHj)
——»  1,57s
25,53 (CH,)
22,08 (CHy) » 3433m
21,97 (CHy) ———» 3,15d(J=6,6 Hz)
17,96 (CHs) ———% 1,71s
17,85 (CHs) ——» 1,695

Estes acoplamentos € o aparecimento, no espectro de RMN de *C dos sinais de carbonos
olefinicos tetrassubstituidos a & 128,50 e & 128,07 permitiram a atribui¢io dos sinais de

carbono para os dois grupos 3,3-dimetilalilo.

3,154 (6,6 3,4-3,3 m
' 1,71 5% 1,69 st
17 4)
3

H
1785‘l
22,08
12 28, 07d
( 25 61c ( zwc
5,19 ¢ (7,0) 1’57 S 512¢(70) 1 57 s

a b < permutaveis entre si

O assinalamento dos sinais a & 25,61, & 25,53, & 17,96 e & 17,85 aos quatro grupos
metilvinilicos dos dois substituintes 3,3-dimetilalilo foi comprovado pelo aparecimento destes
sinais no espectro de INEPT selectivo obtido por irradiagdo dos protdes a 8 5,1. Deve-se notar
que os valores de deslocamento quimico dos carbonos da ligagdo dupla destes grupos 3,3-

-dimetilalilo eram bastante diferentes dos valores encontrados para os mesmos carbonos das

flavonas discutidas anteriormente (73, 78-82).
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A comparagdo dos sinais do espectro de RMN do >C do composto 83 com os valores

de deslocamento quimico dos carbonos descritos para o anel hidroxiisopropiloxepino do

artocarpol B (28) *® confirmou a presenca deste anel no composto 83.

Artocarpol B (28)

Estas atribui¢des foram confirmadas pelas correlagdes observadas no espectro de HETCOR

entre os sinais seguintes:

§ B¢

5 'H

CH-10 —» 89,73

CHy-9 ——» 2449

CH;-12 27,43
—>
CH;-13 24,23

—%  3,78dd(J=9,2e 2,0 H)
2,37 dd(J=16,8 e 10,1 Hz)

- {3,4-3,3 m

— 1235

—» L19s

O resto dos sinais de carbonos aromaticos neste espectro foi assinalado aos carbonos do anel

A, tendo como base os valores de deslocamento quimico dos carbonos deste anel na

artelastina (80) e artelasticina (79). Além disso, a atribui¢do de C-5a 6 155,74, C-6 a5 111,82

e C-4a a § 105,33 foi confirmada pela experiéncia de INEPT selectivo, em que a irradiag@o do

protdo de 5-OH a 6 13,17 s levou ao aparecimento dos respectivos sinais de carbono.

-134-




Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume: Resultados e discussio

159,37

111,8

177,50
155,74 105,33

E de salientar que neste assinalamento o unico sinal de carbono que restava para atribuir ao C-
8 era a § 97,54. Este valor foi bastante mais baixo que os valores de deslocamento quimico de
C-8 atribuidos para a artelasticina (79) e artelastina (80), cujos valores eram & 105,06 ¢ &

105,45 ou & 105,24, respectivamente.

O espectro de massa em FAB" (pag. 200) mostrou o pico de M+H" a m/e 507 u. m. a.
Conjuntamente com os dados obtidos dos espectros de RMN de 'H e *C estabeleceu-se a
formula molecular C30H3407. Todos os dados espectroscopicos obtidos para o composto 83

levaram a propor a sua estrutura como:
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A pesquisa bibliografica revelou que o composto com esta estrutura nunca tinha sido
isolado nem sintetizado anteriormente. Consequentemente, tratava-se de um composto
inédito, ao qual foi dado o nome de artelastinina. A grande diferenga dos valores de
deslocamento quimico no espectro de RMN de C do C-8 e dos carbonos da ligagdo dupla
dos grupos 3,3-dimetilalilo no composto 83, levou a que se pusesse em reserva a estrutura

proposta.

Com o objectivo de confirmar a estrutura foi efectuada a acetilagdo do composto 83 do
modo usual (Ac,O/Py, pag. 191). O espectro de RMN de 'H a 300 MHz em CDCl; do
derivado acetilado (83Ac) (Tabela 15, pag. 158) mostrou dois singuletos a 8 2,26 e § 2,04, de
trés protGes cada, tipicos dos protdes metilicos de dois grupos acetoxilo, mantendo-se o
singuleto do protdo hidroxilico em ponte de hidrogénio a 6 12,92. Estes sinais demonstraram
que o composto 83Ac era um derivado diacetilado que mantinha o grupo hidroxilo em C-5.

Na regido dos protdes aromaticos observaram-se dois dupletos a & 7,37 (/=9,0 Hz) e
8 7,07 (J = 2,2 Hz) acoplados, de acordo com o espectro de COSY, com um duplo dupleto a &
7,06 (J = 8,8 ¢ 2,2 Hz). Comparando os valores dos deslocamentos quimicos destes sinais
com os dos derivados acetilados da artelasticina (79Ac), artelastina (80Ac), artelastocromeno
(81Acl) e artelastofurano (82Ac) concluiu-se que o anel B do composto 83Ac tinha um
padrio de substituigdo idéntico ao dos derivados acetilados da artelasticina (79Ac) e do

artelastofurano (82Ac).

7,16 d (8,3) 6,49 dd 7,39 d (8,0) 7,10 dd
(8,0 ¢2,0)

Artelasticina (79, CDCl,) Triacetato de artelasticina (79A¢, CDCl,)
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7,61 d (8,5)

H

6,52 dd 7,72 d (8,5) 6,80 dd
\ '/\ 8.5¢2,3) \ 8,5e2,5)
H

6,75 dd
8.5e2,5)
OAc
6,66 d
25
Artelastocromeno (81, CDCl,) Monoacetato de artelastocromeno (81Ac1, CDCl,)
7,03 d (8,3) 6,25 dd 7,45 d (8,6) 7,13 dd
(8,3¢2,0)
HO H
H OH

Artelastofurano (82, DMSO-dy) Diacetato de artelastofurano (82Ac¢, CDCl,)

-137-




Parte A: Capitulo IV

7,79 d 8,8) : 7,37d (9,0 7,06 dd
88e22) 88e22)
H
NN H

OAc

%"\ij

7,07 d
2.2)

Artelastinina (83, DMSO-dy) Diacetato de artelastinina (83Ac, CDCl,)

O maior efeito paramagnético (desprotecgdo) sofrido pelos H-3" e H-5’, apég acetilagdo do
composto 83, relativamente aos efeitos provocados pela acetilagdo da artelastina (79) e do
artelastocromeno (81) sugeriu que o anel B do composto 83Ac devia possuir dois grupos
acetoxilo em C-4’ ¢ C-2’. Consequentemente, ndo poderia haver este grupo acetoxilo no anel
A. O facto de H-6" aparecer a valor de deslocamento quimico mais baixo no diacetato de
artelastinina (83Ac) (8 7,37 d, J= 9,0 Hz) do que no composto original (8 7,79 d, J = 8,8 Hz)
levou a sugerir que, ao ocorrer a acetilagdo, o anel 2-hidroxiisopropiloxepino do composto 83
sofreu uma abertura, formando o grupo hidroxilo em C-2°, que a seguir foi acetilado pelo
anidrido acético na presenga de piridina.

Ao contrario do espectro de RMN de 'H da artelastinina (83), o espectro de RMN de
'H do seu diacetato (83Ac¢) ndo mostrou os sinais caracteristicos de protdes do anel 2-hidroxi-
isopropiloxepino a & 3,78 dd (J = 9,2 ¢ 2,0 Hz, H-10), § 3,4-3,3 m (H-9a) ¢ 6 2,37 dd (J =
16,8 € 10,1 Hz, H-9b) do composto 83. Em vez disto, observaram-se trés duplos dupletos a &
4,70 dd (J=9,1 ¢ 8,0 Hz), 8 3,15 dd (J= 16,0 € 9,5 Hz) e § 3,06 dd (J = 16,0 ¢ 8,0 Hz) e dois
singuletos a § 1,26 e § 1,15, caracteristicos de sinais dos protdes do anel 2-hidroxiisopropil-
-2H 3H-diidrofurano, como foi observado no espectro de RMN de 'H do artelastofurano (82).
O espectro de COSY do composto 83Ac¢ mostrou o acoplamento entre os protdes a 6 3,15 dd
(J=16,0¢9,5Hz)ead 3,06dd (J= 16,0 e 8,0 Hz) e de cada um deles com o protdo a 6 4,70
dd(J=9,1 ¢8,0Hz).

Na regido dos protdes alifaticos observaram-se ainda os sinais dos protdes de dois
grupos 3,3-dimetilalilo a § 5,1-5,0 m (2H), 8 3,21 d (/= 8,0 Hz, 4H), 6 1,55 s (6H), 8 1,52 s
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(3H) e 6 1,35 s (3H). O espectro de COSY revelou que os protdes a & 5,1-5,0 m (2H) estavam
acoplados com os protdes metilénicos a & 3,21 d (J = 8,0 Hz, 4H) e os protdes metilicos a &

1,55 s (6H), 5 1,52 s 3H) & 1,35 s (3H).

321d (S’O)ﬁ 3214 (8,0)“
v {//"\\\ Hoh ’//*‘\\\
§A§_—<CH3 1,55 s §A§_—<CH3 155 s

1,35 s

1,52s

H Cb H  CH,
5,1-5,0 m\j 5,1-5,0 m\_j U

Como ja foi mencionado que o anel B do composto 83Ac continha os grupos acetoxilo nas
posigdes 2’ e 4°, um dos grupos 3,3-dimetilalilo tinha que estar ligado a C-3 e o outro a C-6
ou C-8 do anel A. Consequentemente, o anel 2-hidroxiisopropil-2H,3H-diidrofurano devia
estar no anel A na posi¢do linear (estrutura 102) ou angular (estrutura 103) com o nucleo

flavonico.

OAc

A estrutura 103 correspondia a do diacetato de artelastofurano (82Ac) anteriormente descrito.

Numa tentativa de averiguar se o composto 83Ac correspondia as estruturas 102 ou
103 recorreu-se aos espectros de RMN de >C (BB e DEPT de 90° e 135°) (Tabela 16, pag.
159) e HETCOR. O espectro de HETCOR do composto 83Ac¢ mostrou os acoplamentos dos
carbonos a § 130,88 (CH), 6 119,07 (CH) e & 116,75 (CH) com os protdes a 6 7,37 d (J = 9,0
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Hz, H-6"), § 7,06 dd (J = 8,8 ¢ 2,2 Hz, H-5) ¢ & 7,07 d (J = 2,2 Hz, H-3"), respectivamente.
Estes valores eram muito semelhantes aos dos sinais atribuidos para o C-6’, C-5" ¢ C-3” do

anel B do diacetato de artelastofurano (82Ac).

148,92 ou
152,39

148,82 ou
152,32

OAc

117,04 § H 116,75
% oh
152,39 ou 152,32 ou
148,92 148,82
Diacetato de artelastofurano (82Ac) Diacetato de artelastinina (83Ac)

Baseados nos valores de deslocamento quimico atribuidos a C-1°, C-2” e C-4’ do anel B do
artelastofurano (82Ac), o sinal do carbono a & 123,46 (C) foi atribuido ao C-1’ e os sinais a &
152,32 (C) e 148,82 (C) foram assinalados aos carbonos das posig¢des 2’ € 4’ do anel B. |
Em relagdo aos carbonos do anel 2-hidroxiisopropil-2H,3 H-diidrofurano, o espectro de
HETCOR mostrou os acoplamentos entre:
- o-carbono a6 91,18 (CH) e os protdes a & 4,70 dd (J= 9,1 e 8,0 Hz),
- o carbono a 827,08 (CHy) e os protdes a & 3,15 dd (J=16,0 ¢ 9,5 Hz) e 4 3,06 dd
(/=16,0 ¢ 8,0 Hz),
- os carbonos a 8 25,60 (CHs) e & 23,89 (CH3) e os protdes ad 1,26 s € 6 1,15 s,
respectivamente.
Estes acoplamentos, o sinal a 8 71,94 (C) observado no espectro de RMN de BCea
comparagdo com o espectro correspondente do diacetato de artelastofurano (82Ac)

permitiram atribuir os sinais de carbono para este anel no composto 83Ac.
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1,26 st

1,15 s®

H
4,70 dd _/ H

(9,1 ¢ 8,0)
3,16 dd (15,4 ¢ 9,3) 3,15 dd (16,0 ¢ 9,5)
3,09 dd (15,4 e 8,2) 3,06 dd (16,0 e 8,0)
Diacetato de artelastofurano (82Ac) Diacetato de artelastinina (83Ac)

2 b permutaveis entre si

Os seus valores de deslocamento quimico de 'H e C revelaram-se muito semelhantes aos do
diacetato do artelastofurano (82Ac) e n3o permitiram concluir se este anel estaria na
orientagdo linear ou angular.

Com o objectivo de verificar a orientagdo deste anel diidrofurano fez-se a comparagio
entre os valores de deslocamento quimico de 'H e *C dos grupos 3,3-dimetilalilo do diacetato
de artelastofurano (82Ac) com os do composto 83Ac. No derivado acetilado do

artelastofurano (82Ac) obtiveram-se os seguintes valores de deslocamento quimico:
HO
OAc

3,07 d (6,8)" 3,34 d (6,8)

0]
,—\ 24 06?
21,87 CH2

17,80¢
17 w 20 97., OH Omssle. ‘Eh 3,/\
132 > 132,69 1,79 sh

1 62 S]'l 3 CH3

25,63¢ 25,77¢ v1,69 st
142 ¢ j 5,071(6,8) “528¢(6,8)¢
b

abcdefehelpermutiveis entre si

k4 E 2 2
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Através do espectro de HETCOR foi possivel assinalar os sinais dos carbonos dos

grupos 3,3-dimetilalilo do composto 83Ac.

3,21 d (8,0) ﬁ 321d (S’O)m
§ H

H 160 N H H

5,1-5,0 m 5,1-5,0 m

a b cedpermutaveis entre si

Mais uma vez, ndo foi possivel concluir sobre a localizagdo dos grupos 3,3-di-

metilalilo no composto 83Ac através dos seus valores de deslocamento quimico de 'H e C.

A Ultima tentativa para estabelecer a orientagdo do anel 2-hidroxiisopropil-2H,3H-di-
idrofurano foi por experiéncias de INEPT selectivo. Assim, ao irradiar o protdo do 5-OH a §
12,92 verificou-se o aparecimento dos sinais de carbono a & 154,50 (C), & 108,18 (C) e d
105,58 (C). Consequentemente o sinal a 8 154,50 (C) foi assinalado a C-5, enquanto que os
sinais a & 108,18 (C) e 6 105,58 (C) foram assinalados a C-7 e C-4a, de acordo com os valores

atribuidos as flavonas anteriormente mencionadas.
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A estratégia a seguir foi tentar irradiar um dos protdes metilénicos do anel
diidrofurano e observar se existia o aparecimento do sinal de C-6 a § 108,18 (C). Caso o anel
diidrofurano estivesse na orientagdo linear com o nucleo flavénico, a irradiagio dos protdes
metilénicos deste anel iria causar o aumento da intensidade de C-6 e, consequentemente,
mostrar o sinal a 6 108,18 (C). Assim, a irradiagdo da frequéncia do protdo a cerca de 3,1 ppm
causou o aparecimento dos sinais de carbono a 8 154,50 (C), & 108,18 (C), & 91,18 (CH), &
71,94 (C) e & 27,08 (CHy). Este resultado permitiu concluir que o anel 2-hidroxiisopropil-
-2H ,3H-diidrofurano estava na orientagéo linear com o nucleo flavénico e que o outro grupo

3,3-dimetilalilo estava no C-8.

3,15 dd (16,0 e 9,5)
3,06 dd (16,0 e 8,0)

As experiéncias de INEPT selectivo ainda permitiram atribuir outros sinais de carbono. A
irradiagdo do protdo a 8 4,70 dd (J = 9,1 e 8,0 Hz) levou ao aparecimento dos sinais de
carbono a & 108,18 (C-6), 8 23,89 (CH3-17 ou 18) e 6 163,93 (C), permitindo o assinalamento

deste ultimo sinal a C-7.
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4,70 dd (9,1 e 8,0)

A irradiagdo da frequéncia de H-6’ (~ 7,4 pi)m) revelou o aparecimento dos sinais a & 158,02
(C), 5 152,32 (C) e 6 148,82 (C), indicando que o sinal a § 158,02 correspondia a C-2 e que os
sinais a 6 152,32 e d 148,82 eram de C-2’ e C-4’. A irradiagdo da frequéncia de H-3" ¢ H-5’
(= 7,1 ppm) mostrou os sinais a & 152,32 (C), 6 148,82 (C) e 6 123,46 (C), confirmando o
anterior assinalamento para os carbonos do anel B.

A irradiagdio da frequéncia dos protdes metilicos dos grupos 3,3-dimetilalilo foi
importante para confirmar a sua localizagdo. Assim, a irradiagdo dos protdes metilicos a cerca
de 1,5 ppm (CH;-12, CH3-13, CH3-22 e CH3-23) provocou o aparecimento dos sinais de
carbono a & 132,65 (C-11 ou 21), 6 132,01 (C-21 ou 11), 8 121,41 (CH-10 ou 20), 5 120,92
(CH-20 ou 10), 6 25,66 (CH3-12 e 22), 6 17,60 € 6 17,56 (CH3-13 e 23), bem como o sinal a &
101,85 (C). Este sinal foi atribuido a C-8, confirmando a posi¢do de um grupo 3,3-dimetilalilo

neste carbono.

Os dados espectrais descritos para o derivado acetilado do composto 83 (83Ac)

levaram a concluir que este composto possuia a seguinte estrutura:
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Esta estrutura podia ser originada pela abertura do anel 2-hidroxiisopropiloxepino e posterior
acetilagdo dos grupos hidroxilo em C-2’ e C-4’, com o rearranjo concomitante que resultou da
adi¢do nucleofilica do grupo hidroxilo no C-7 a ligagdo dupla do grupo 3,3-dimetilalilo em C-
6.

Numa tentativa de obter maior quantidade do composto 83 para a realizagio de
ensaios de actividade biologica isolou-se outro composto (84), a partir das fracgdes obtidas a
seguir da mesma cromatografia em coluna, cujo valor do factor de reten¢do (Rf) observado no
cromatograma de CCF e os dados espectroscopicos de IV (pag. 201), UV (pag. 202), RMN de
'H (Tabela 13, pag. 156) e *C (Tabela 14, pag. 157) se revelaram quase idénticos aos da
artelastinina (83). Ao contrario da artelastinina (83) que era um liquido viscoso, o composto
84 apresentou-se sob a forma de cristais amarelos (PF = 207-210 °C).

O espectro de RMN de 'H a 300 MHz em DMSO-ds do composto 84 (Tabela 13, pag.
156) evidenciou, além do sinal do protdio do grupo hidroxilo em C-5 a § 13,21 s, dois
singuletos largos de dois grupos hidroxilo fendlicos a § 10,32 e 8 9,66. Na regido dos protdes
aromaticos observaram-se sinais de trés protdes com valores de deslocamento quimico e
constantes de acoplamento semelhantes aos dos protdes do anel B da artelastinina (83) a &
783d(J=89Hz H-6"),56,64dd (J=89¢23Hz, H-5) e 8 6,53 d (J=2,3 Hz, H-3). A
regido dos protdes alifaticos revelou a presenga de um protdo a & 3,86 dd (J = 9,9 ¢ 1,6 Hz)
acoplado, de acordo com o espectro de COSY (Tabela 17, pag. 160), com ambos os protdes a

03,38dd(1H,J=16,7 ¢ 1,6 Hz) ¢ 8 2,44 dd (1H, J = 16,7 ¢ 9,9 Hz), encontrando-se estes
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ultimos acoplados entre si no espectro de COSY (Tabela 17, pag. 160). Estes sinais e a
observagio no espectro de RMN de 'H do composto 84 de dois protdes metilicos a § 1,25 s e
d 1,21 s sugeriram que devia existir um anel hidroxiisopropiloxepino semelhante ao da

artelastinina (83).

7,79 d (8.8 / (88 ¢2.2) 7,83 d (8,9) (89 ¢2,3)

13,21 s

2,37 dd (16,8 ¢ 10,1) 2,44 dd (16,7 ¢ 9,9)
34-33m 3,38 dd (16,7 e 1,6)
Artelastinina (83) 84

Os espectros de RMN de >C (BB e DEPT 90 e 135°) a 75 MHz em DMSO-ds (Tabela
14, pag. 157) mostraram os sinais de carbonos metinicos correspondentes a C-6°, C-5 ¢ C-3’
do anel B a & 129,89, 6 111,09 e 8 107,72, respectivamente. Os valores de deslocamento
quimico s3o muito proximos dos valores observados para os mesmos carbonos da
artelastinina (83). Esta atribui¢do foi também confirmada pelos acoplamentos observados nos
espectro de HETCOR (Tabela 18, pag. 160). O assinalamento de C-1°, C-2’ ¢ C-4’ do anel B
bem como de C-2 foi auxiliado pelo espectro de HMBC (Tabela 19, pag. 161). Neste espectro
observaram-se os seguintes acoplamentos:

- entre o protdo a § 6,64 dd (J= 8,9 e 2,3 Hz, H-5") e ambos os carbonos a 6 113,41

(C) e 8 107,72 (CH-3"), permitindo assinalar o sinal a § 113,41 ao C-1’;
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6,64 dd (8,9 e 2,3)

- entre 0 protdo a § 6,53 d (J = 2,3 Hz, H-3’) e os carbonos a § 161,62 (C), § 159,79
(C), 6 113,41 (C-1") € 3 111,09 (CH-5"), indicando que os sinais a & 161,61 e &
159,80 correspondiam a C-4’ ¢ 2’;

- entre o protdo a & 7,83 d (J = 8,9 Hz, H-6’) e os carbonos a § 161,61 (C-4°), &
159,79 (C-2”) ¢ 6 157,65 (C), sugerindo que este ultimo sinal correspondia a C-2;
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- entre o prot3o a 6 10,32 sl e os carbonos a § 161,61 (C-4"), 6 111,09 (CH-5") e &
107,72 (CH-3), permitindo concluir que o singuleto largo a & 10,32 correspondia

ao protdo fendlico em 4’.

E importante notar que o espectro de HMBC do composto 84 permitiu o assinalamento
inequivoco de C-1°, C-2’ e C-4’ do anel B, bem como C-2 do anel C.

Os valores de deslocamento quimico dos carbonos do anel 2-hidroxiisopropiloxepino
do composto 84 também eram compativeis com os observados para a artelastinina (83). Os
valores de deslocamento quimico de C-9 (8 24,08), C-10 (8 89,92), C-12e C-13 (6 27,33 e 3
24 35) foram confirmados pelo espectro de HETCOR (Tabela 18, pag. 160). A atribui¢do do
sinal a & 71,01 ao C-11 foi confirmada pela observagdo de acoplamentos no espectro de
HMBC. Neste espectro observaram-se, além do acoplamento entre H-9b (8 2,44 dd, J= 16,7 e
9,9 Hz) e C-10 (3 89,92), os acoplamentos de H-12 e H-13 (6 1,25 s e 6 1,21 5) com C-10 (8
89,92) e C-11 (8 71,01).
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2,44 dd (16,7 € 9,9)

Além disto, o espectro de HMBC evidenciou ainda o acoplamento dos protdes
geminais a 6 3,38 dd (J=16,7¢ 1,6 Hz) e § 2,44 dd (J = 16,7 e 9,9 Hz) com os carbonos a &
157,65 (C-2) e 6 115,60 (C) e entre o protdo oximetinico a & 3,86 dd (J=9,9 ¢ 1,6 Hz) € os
carbonos a § 159,79 (C-2’) e & 115,60 (C). Estes acoplamentos permitiram atribuir o sinal a &
115,60 (C) ao C-3.

3,38 dd (16,7 e 1,6)
2,44 dd (16,7 ¢ 9,9)

A presenca de dois grupos 3,3-dimetilalilo no anel A foi apoiada pela auséncia de
outros sinais de protdes aromaticos, além de H-3’, H-5" ¢ H-6", bem como pela presenga dos
sinais caracteristicos destes grupos a & 5,12 m (2H), 6 3,50 sl (2H), 6 3,314 (2H, J = 6,7 Hz),
8 1,75 s 3H), § 1,73 s 3H) e 1,62 s (6H) *®. A presenca destes dois grupos foi confirmada
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pelos acoplamentos observados no espectro de COSY (Tabela 17, pag. 160) ¢ HETCOR
(Tabela 18, pag. 160). O espectro de HMBC foi também decisivo para assinalar os carbonos e
protdes de cada grupo 3,3-dimetilalilo. Este espectro mostrou os seguintes acoplamentos:
- entre o protdo a & 3,50 sl e os carbonos a & 131,12 e & 122,96, estando estes
carbonos por sua vez acoplados com os protdes a & 1,75 s. De acordo com estes
acoplamentos ¢ os observados no espectro de HETCOR (Tabela 18, pag. 160) foi

possivel assinalar os carbonos e protdes a seguir indicados.

3,50 slﬂ\

HH
18,02
§ g1.76 CH3 1,75 s
122,96)—131,12
H CH3
512 m

- entre o protdo a 8 3,31 d (2H, J = 6,7 Hz) e os carbonos a 8 130,78 (C) e 6 122,49
(CH), estando estes carbonos por sua vez acoplados com os protdes a & 1,73 s.
Estes acoplamentos e os observados no espectro de HETCOR (Tabela 18, pag.

160) permitiram assinalar os carbonos e protdes a seguir indicados.

512 m
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- entre os protdes a 6 5,12 m e os carbonos metilicos a § 25,58, § 25,48, 5 18,02 ¢ &
17,86. Como o sinal a § 5,12 m correspondia a ambos os protdes vinilicos no foi v

possivel distinguir entre os carbonos a 8 25,58 e & 25,48.

O espectro de HMBC, além de ter permitido o assinalamento inequivoco de carbonos e
protes dos grupos 3,3-dimetilalilo, foi ainda util para determinar a sua localizag3o. Este
espectro evidenciou as correlag3es entre o singuleto a § 13,21 (OH-5) e os sinais de carbonos
a & 156,08 (C), & 111,27 (C) e & 102,63 (C) que foram atribuidos a C-5, C-6, e C-4a,
respectivamente. O acoplamento observado entre o protdo hidroxilico a & 9,66 sl e os
carbonos a § 111,27 (C-6) e & 105,97 (C), indicou que este grupo hidroxilo estava no C-7 e
que o sinal a 6 105,97 (C) correspondia a C-8.

9,66 sl

Apos o assinalamento inequivoco dos carbonos do anel A foi possivel determinar a posi¢io
dos grupos 3,3-dimetilalilo através da observagio dos acoplamentos entre os protdes
metiléncos deste grupo e os carbonos do anel A. Assim, o acoplamento dos protdes
metilénicos de um grupo 3,3-dimetilalilo a 6 3,31 d (J = 6,7 Hz) com os carbonos a & 159,01
(C), 8 156,08 (C-5) e & 111,27 (C-6) permitiu concluir que este grupo era substituinte em C-6

e que o sinal do carbono a § 159,01 correspondia a C-7.
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Por sua vez, o acoplamento dos protdes metilénicos de outro grupo 3,3-dimetilalilo a 8 3,50 sl
com os carbonos a 6 159,01 (C-7), & 152,49 (C) e 6 105,97 (C-8) revelou que este grupo

estava no C-8 e que o sinal de carbono a 8 152,49 seria de C-8a.

O espectro de massa de alta resolugio de FAB" em NBA (pag. 201) do composto 84
mostrou o pico de M+H" a m/e 507,2383 u.m.a. (calculado para CsH3s07 = 507,2389), que

permitiu estabelecer para este composto a férmula molecular C30H3407.

Pelos dados espectroscopicos descritos concluiu-se que a estrutura do composto 84 era
a proposta anteriormente para a artelastinina (83), tendo-se atribuido a esta estrutura a

designacdo de artelastocarpina. A artelastinina (83) seria um isdmero da artelastocarpina (84),
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“cuja estrutura ndo foi possivel averiguar uma vez que ndo se dispunha de mais quantidade
deste composto para fazer o espectro de HMBC e de massa de alta resolugio.

A maioria dos sinais dos espectros de RMN de ’C da artelastocarpina (84) mostraram
ser semelhantes aos da artelastinina (83). Todavia observaram-se nestes espectros alguns
sinais de carbono de deslocamento quimico diferentes, salientando-se os sinais atribuidos
inequivocamente, pelos espectros de HETCOR e HMBC, ao carbono aromatico da posigéo 8
e aos carbonos olefinicos dos grupos 3,3-dimetilalilo. Ao contrario da artelastinina (83), os
valores dos deslocamentos quimicos destes sinais na artelastocarpina (84) mostraram-se

concordantes com os obtidos para a artelasticina (79) e artelastina (80).

134,04 ou
134,19 135,38

. 121,14 ou

105,06 \ l OH 105,45 ou [

5 105,24 '\
HO

121,39 ou
121,14

/ 135,38 ou

135,33 134,04
Artelasticina (79, CDCI,) Artelastina (80, CDCl,)
128,07 ou
128,50 131,12

125,50 ou /

125,07 \
97,54\
HO
125,07 ou

125,50 \‘
=

128,50 ou

128,07 . )
Artelastinina (83, DMSO-d,) Artelastocarpina (84, DMSO-d,)
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A acetilagdo da artelastocarpina (84) do modo habitual (Ac,O/Py, pag. 191) resultou
na formagdo de um derivado diacetilado (84Ac). O espectro de RMN de 'H deste composto
(84Ac) em CDCl; a 300 MHz (Tabela 15, pag. 158) revelou, além do sinal a § 12,95 s
correspondente ao grupo hidroxilo em C-5, a presenga de dois singuletos a § 2,33 e § 2,31
caracteristicos de protdes de grupos acetoxilo. Na regido dos protdes aromaticos verificou-se
um deslocamento dos protdes do anel B a 8 7,83 d (J=8,9 Hz, H-6"), 8 6,64 dd (/=89 ¢ 2,3
Hz, H-5") ¢ § 6,53 d (J = 2,3 Hz, H-3") para § 7,94 d (J = 8,6 Hz, A = 0,11 ppm), & 6,96 dd
(/=8,6e23 Hz, A5 =0,43 ppm) e § 6,95 d (J= 2,3 Hz, A6 = 0,31 ppm), respectivamente. O
deslocamento paramagnético destes protdes aliado ao aparecimento de sinais caracteristicos
de protdes do anel hidroxiisopropiloxepino a 6 3,33 dd (J = 16,5 € 2,7 Hz, H-9a), 6 2,75 dd (J
=16,5 ¢ 8,5 Hz, H-9b), 6 4,13 dd (/= 8,5 ¢ 2,7 Hz, H-10), 6 1,37 s € 8 1,35 s revelaram que o
anel B do composto 84Ac devia possuir um grupo acetoxilo em C-4’ e que nido ocorreu

abertura do anel hidroxiisopropiloxepino, como sucedeu com a artelastinina (83).

Os espectros de RMN de *C (BB e DEPT 90° e 135°) a 75 MHz em CDCl; do
derivado diacetilado da artelastocarpina (84Ac, Tabela 16, pag. 159) mostraram, além dos
sinais caracteristicos de carbonos de dois grupos acetoxilo a o 168,79 ¢ 6 168,55, 06 21,20 e
20,64, alteragdes significativas dos valores de deslocamento quimico atribuidos aos carbonos
1,3 e 5 do anel B. Assim, os carbonos a 6 113,41 (C-17), 3 111,09 (C-5") ¢ 6 107,72 (C-3)
sofreram um deslocamento paramagnético aparecendo a 8 118,23 (AS = 4,91 ppm), 6 116,83
(A8 =5,81 ppm) e 3 115,26 (A = 7,62 ppm), respectivamente. O menor efeito paramagnético
sofrido pelos carbonos das posi¢des 5°, 3 e 1°, apds acetilagio da artelastocarpina (84),
relativamente ao efeito observado apoés a acetilagio da artelastinina (83), revelou-se
concordante com a estrutura proposta para o derivado diacetilado da artelastocarpina (84Ac),

em que o anel hidroxiisopropiloxepino se mantém intacto.
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113,85 ou
114,06 111,91
HO 123,46 119,07
(‘ OH (\
OAC
Ac,O
O 107,53
By OAC 116,75
OH
Artelastinina (83, DMSO-d,) Diacetato da artelastinina (83Ac, CDCl;)

Artelastocarpina (84, DMSO-d,) Diacetato de artelastocarpina (4Ac, CDCl;)
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Tabela 17 — Correlagdes 'H-'H observadas no espectro de COSY a 300 MHz em DMSO-d¢
da artelastocarpina (84).

§'H o : |
7,83 d (J = 8,9 Hz, H-6") }
6,53 d (J = 2,3 Hz, H-3")

————»  6,64dd(J=89¢2,3Hz H-5)

(3,31d(J=6,7 Hz, H-14)

3,50 sl (H-19)

5,12 m (H-15 e 20) ——» { 1,755 (CH;-23)

1,73 s (CHs-18)

(1,62 5 (CH3-17 e 22)

3,38 dd (J= 16,7 ¢ 1,6 Hz, H-9a)
| 2,44 dd (J = 16,7 € 9,9 Hz, H-9b)
3,38dd(J=16,7e 1,6 Hz, H92) ———» 244 dd (J=16,7 ¢ 9,9 Hz, H-9b)

3,86 dd(J=99¢ 1,6 Hz, H-10) ———» {

Tabela 18 — Correlagdes C-'H observadas no espectro de HETCOR em DMSO-ds da
artelastocarpina (84).

s B¢ s'H
CH-66 —» 12989 >  783d(J=89Hz)
CH-20 —» 122,96
> S512m
CH-15 —» 12249
CH-5> —® 111,09 > 6,64dd(J=8,9e2,3 Hz)
CH-3* —» 107,72 > 653d(J=23Hz)
CH-10 —bp» 8992 >  386dd(J=99e 1,6 Hz)
CH;-IZ} { 27.33 > 1255
—»

CHs-13 24,35 > 1215
CH3-22} 25,58 > Le2s
CHs-17 25.48

338dd(J=16,7¢ 1,6 Hz
CHy9 —p 2408 > { 38dd(/=16,7¢ 1,6 Hz)

2,44 dd (J = 16,7 ¢ 9,9 Hz)
CH;-19 —» 21,76 > 3504
CH;-14 —» 2148 —>  331d(J=6,7 Hz)
CH;-23 —» 18,02 > 1755
CH;-18 —» 17,86 >  173s
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9. Carpelastofurano (85)

A semelhanca das flavonas 73, 78-84 o espectro no IV do composto 85 (pag. 203)
sugeriu a presenga de grupos hidroxilo (3500-3200 cm™'), carbonilo conjugado (1660 cm™) e
metilo geminais (1354 e 1313 cm™). Este espectro revelou ainda bandas que poderiam
corresponder a ligagdes C-H alquilica (2976 e 2885 cm), C=C de anel aromatico (1623,
1549, 1481 € 1429 cm™) e C-0O (1238 cm™) 1131,

O espectro no UV (pag. 203) sugeriu a natureza flavonoéide deste composto ao
mostrar bandas a 215 (log € 5,4), 274 (log € 5,1, banda II) e 344 nm (log € 5,1, banda I) 132135
A presenga de fungio fendlica foi evidenciada pelo deslocamento batocrémico da banda a 344
nm (log £ 5,1) para 387 nm (log € 5,2, AAmsx = 43 nm), ap6s adi¢do de uma solugio de
hidréxido de sédio & solugdo metandlica do composto 85 215 A formagio de um quelato
com cloreto de aluminio, estavel em meio &cido, indicou a existéncia de um grupo hidroxilo

na posi¢do 5 do nucleo flavonoide %

O espectro de RMN de 'H a 300 MHz em DMSO-ds do composto 85 (Tabela 20, pag.
172) mostrou alguma semelhanga com o da artelastocarpina (84). Este espectro evidenciou
dois singuletos a 8 13,10 e 8 10,35, correspondentes a protdes hidroxilicos fendlicos, cujos
valores de deslocamento quimico eram idénticos aos protdes hidroxilicos das posi¢des 5 e 4’
da artelastocarpina (84).

Na regido dos protdes aromaticos observaram-se dois dupletos a & 7,83 (/= 8,9 Hz) e
8 6,53 (J = 2,4 Hz) e um duplo dupleto a § 6,66 (J = 8,9 e 2,4 Hz), com integragdo para um
protdo cada. O espectro de COSY (Tabela 21, pag. 173) permitiu confirmar o acoplamento
sugerido pelos valores de constantes de acoplamento. A semelhanga entre os valores de
deslocamento quimico destes sinais e os descritos para os protdes do anel B da
artelastocarpina (84) sugeriu um padrio de substitui¢do idéntico.

Na regido dos protdes alifaticos o espectro de RMN de 'H do composto 85 mostrou
dois duplos dupletos a & 3,85 (J=9,9 Hz e 1,6 Hz) e § 2,48 (J= 16,8 ¢ 9,9 Hz), um multipleto
entre & 3,4-3,3 e dois singuletos correspondentes a protdes de dois grupos metilicos a & 1,25,
& 1,21. Os valores de deslocamento quimico destes sinais e o acoplamento, observado no

espectro de COSY (Tabela 21, pag. 173), entre os protdes a § 3,4-3,3 m e 5 2,48 dd (/= 16,8

-162-



Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume: Resultados e discussio

e 9,9 Hz) e de cada um destes com o protdo a & 3,85 dd (J = 9,9 Hz e 1,6 Hz) indicou que no
composto 85 devia existir um anel hidroxiisopropiloxepino, semelhante ao da artelastocarpina
(84).

6,64 dd 6,66 dd
(8,9 € 2,3) / 10932 s (8’9 e 2,4) 10,35 sl

783 d (8,9) 7,83 d (8,9)
\‘ H OH -653d(23) \ H OH —6,53d(2,4)
) 4 ;

H

H
3,86 dd § 0 3,85 dd
o0/ ©9¢l,) 0 /—(9,9 e 1,6)
§ i CH § CH
OH o} 3 H 5
j b ,C OH J H,C OH
1,25
13,21 s ’2e s 13,105 \/I,ZCSs
3,38 dd 1 215 34-33m 1215
(16,7€1.6) 5 44 4u 2,48 dd
(16,7 ¢ 9,9) . (168 ¢9,9)
Artelastocarpina (84) 85

Na regidio dos protdes alifaticos o espectro de RMN de 'H do composto 85 mostrou ainda um
tripleto a 6 5,18 (1H, J = 6,9 Hz), um duplo dupleto a & 4,71 (1H, J = 9,0 e 7,0 Hz), um
dupleto a & 3,07 (2H, J = 8,8 Hz) e quatro singuletos a § 1,74, § 1,62, § 1,16 ¢ § 1,11. O
espectro de COSY (Tabela 21, pag. 173) revelou o acoplamento do protéo vinilico a § 5,18 (J
= 6,9 Hz) com os protdes a 6 3,4-3,3m, 5 1,74 s € § 1,62 s. Estes acoplamentos sugeriram que
0 composto 85 possuia um grupo 3,3-dimetilalilo ligado ao anel A e que o multipleto entre &
3,4-3,3 correspondia ndo s6 a um protdo metinico do anel hidroxiisopropiloxepino, como
também aos protdes metilénicos do grupo 3,3-dimetilalilo.

Os sinais de dois grupos metilicos a 8 1,16 s € 8 1,11 s e o acoplamento evidenciado
no espectro de COSY (Tabela 21, pag. 173) entre os protdes a & 4,71 dd (1H, J=9,0¢ 7,0
Hz) e 6 3,07 d (2H, J = 8,8 Hz) sugeriram que no composto 85 também podia existir um anel
2-hidroxiisopropil-2H,3 H-diidrofurano ligado ao anel A, como no artelastofurano (82).
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1,14 s/\ 1,16 s/\
¢ e

1,095 CH Lils CH
HO_] 3 w0 HOLT ®
0 \_
H3C H H3C H
4711 (8,607 amdd 7
H™ 3\, (9,0 ¢ 7,0) H™ 4
3,12 dd (15,4 ¢ 8,6) 3,07 d (8,8)
3,4-33m
Artelastofurano (82) 85

Comparando os sinais atribuidos aos protdes do anel diidrofurano do composto 85 com os
atribuidos ao mesmo anel do artelastofurano (82) verificou-se que os dois protdes do grupo
metilénico no composto 85 originaram apenas um sinal (8 3,07 d, J = 8,8 Hz), enquanto que
no artelastofurano (82) originaram dois sinais (8 3,12 dd, J = 15,4 e 8,6 Hz, e 6 3,4-3,3 m).
Todavia, esta diferenca ndo excluia a hipotese de existir um anel diidrofurano no composto

85, uma vez que estavam descritos na literatura flavonoides 126, 179-181

em que os protdes
metilénicos deste anel originavam um unico sinal no espectro de RMN de 'H.

Os sinais caracteristicos de protdes de um grupo 3,3-dimetilalilo e de um anel
diidrofurano e a auséncia de outros protdes aromaticos indicaram que este composto podia ser
um derivado da artelastocarpina (84), em que um dos grupos 3,3-dimetilalilo no C-6 ou no
C-8 sofreu uma ciclizagdo oxidativa para formar um anel 2-hidroxiisopropil-2H,3H-diidro-
furano, com orienta¢do linear (estrutura 104) ou angular (estrutura 105) relativamente ao

nucleo flavonico.
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104 105

Os espectros de RMN de ">C (BB e DEPT 90° e 135°) a 75 MHz em DMSO-ds
(Tabela 20, pag. 172) revelaram sinais de trinta atomos de carbono, apresentando um sinal a &
180,72, cujo valor de deslocamento quimico indicou ser do carbono carbonilico de uma

flavona 5-hidroxilada.

O acoplamento registado no espectro de HETCOR (Tabela 22, pag. 173) dos sinais de
carbono a § 129,69 (CH), & 111,17 (CH) e & 107,64 (CH) com os protdes a § 7,83 d (J = 8,9
Hz, H-6"), 8 6,66 dd (/= 8,9 e 2,4 Hz, H-5") ¢ § 6,53 d (/= 2,4 Hz, H-3"), permitiu atribuir os
sinais destes carbonos aromaticos as posi¢des 6°, 5 e 3°, respectivamente. A semelhanga dos
valores de deslocamento quimico destes sinais com os dos obtidos para a artelastocarpina (84)
confirmou que o anel B tinha 0 mesmo padrio de substitui¢do. Mais uma vez, a confirmagio
da atribui¢@o dos sinais do anel B, bem como a atribui¢do dos restantes carbonos do mesmo
anel foi realizada pela observagdo no espectro de HMBC (Tabela 23, pag. 174) das
correlages 'H-">C seguintes:

- do dupleto a & 7,83 (H-6") com os sinais a 8 161,60 (C), § 159,87 (C) e & 157,40

(C), indicando que estes sinais correspondiam a carbonos oxigenados do anel B e a

C-2;
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- do duplo dupleto a & 6,66 (H-5") com os sinais a § 113,24 (C) e 5 107,64 (CH-3"),

permitindo atribuir o sinal a 6 113,24 a C-17;

6,66 dd (8,9 e 2,4)

- do dupleto a & 6,53 (H-3") com os sinais a 8 111,17 (CH-5") e & 113,24 (C-1°),

confirmando a atribui¢do de C-1’ atras efectuada.
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™~ 6,53 d (2,4)

O espectro de HETCOR (Tabela 22, pag. 173) mostrou ainda a existéncia de
acoplamento do carbono a & 89,53 (CH) com o protdo a & 3,85 dd (J = 9,9 e 1,6 Hz), do
carbono metilénico a § 24,20 com ambos os protdes a § 3,4-3.3 me 52,48 dd (J=168 ¢ 9,9
Hz) e dos carbonos metilicos a 8 27,27 e & 24,37 com os protdes a § 1,25 s ¢ & 1,21 s,
respectivamente. Estes resultados, juntamente com as correlagdes 'H-">C observadas no
espectro de HMBC (Tabela 23, pag. 174) de cada um dos singuletos a § 1,25 ¢ § 1,21 com
ambos os sinais a & 89,53 (CH) e & 70,94 (C) confirmaram a presenga de um anel

hidroxiisopropiloxepino semelhante ao da artelastocarpina (84).

OH OH

o)
24,08 H,C OH

27,33 24,20 HC OH 5057
i \
71,01 24,35 70,94 24,37
Artelastocarpina (84) 85
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A localizagdo deste anel entre os carbonos 3 e 2° do nucleo de flavona foi confirmada pelo
acoplamento registado no espectro de HMBC (Tabela 23, pag. 174) entre o protdo a 6 2,48 dd
(/ = 16,8 € 9,9 Hz, H-9b) e os carbonos a & 157,40 (C-2) e 115,66, permitindo a atribuigdo

deste ultimo sinal a C-3.

2,48 dd (16,8 ¢9,9)

Relativamente a este anel, no espectro d¢ HMBC observou-se ainda o acoplamento entre o
protdo a § 4,77 s e os carbonos a & 70,94 (C), & 27,27 (CHs) e & 24,37 (CHs). De acordo com
este acoplamento foi possivel atribuir o sinal a & 4,77 ao protéo do grupo hidroxilo na posi¢io
11.

O espectro de HETCOR (Tabela 22, pag. 173) permitiu assinalar os carbonos
metilicos, metilénicos e metinicos do grupo 3,3-dimetilalilo através do acoplamento com os
protdes anteriormente atribuidos para este grupo. Com base nos acoplamentos observados
neste espectro e no aparecimento do sinal a § 131,51 (C) foi possivel assinalar os valores de

deslocamento quimico de 'H e "*C para o grupo 3,3-dimetilalilo a seguir indicados:

3.4-3,3 mm
HH
17,75
o AT
121,89)—<131,51 1,74 s

H CH, 1,62 s

/ 25,46
5,18 £(6,9) '
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Estes assinalamentos foram também confirmados pelos acoplamentos observados no espectro
de HMBC (Tabela 23, pag. 174) dos protdes metilicos a 8 1,74 s ¢ § 1,62 s com os carbonos a
5131,51ed 121,89 e do protdo a & 5,18 ¢ (J = 6,9 Hz) com os carbonos a § 25,46 ¢ 8 17,75.
Além dos acoplamentos referidos anteriormente, o espectro de HETCOR (Tabela 22,
pag. 173) revelou ainda o acoplamento do carbono a & 90,88 (CH) e o protio metinico a &
4,71 dd (J=9,0 e 7,0 Hz), do carbono a § 26,35 (CH,) e o protdo a & 3,07 d (J = 8,8 Hz) e dos
carbonos metilicos a 3 26,12 e & 24,28 com os protdes a & 1,16 e § 1,11, respectivamente.
Estes acoplamentos e as correlagdes observadas no espectro de HMBC (Tabela 23, pag. 174)
entre ambos os sinais a 90,88 (CH) e § 70,16 (C) e cada um dos singuletos a 8 1,16 ¢ 8 1,11
permitiram atribuir os sinais de carbono do anel 2-hidroxiisopropil-2H,3H-diidrofurano do
composto 85. A semelhanga entre os valores de deslocamento quimico destes carbonos e os

observados para o artelastofurano (82) confirmaram a presenga deste anel no composto 85.

24,28 ou

22:(1)3 TN 90,81 2612 T~ 90,38
CH, CH
o /o
H
HTH

24,18

HO HO | 3
26,08 ou/\H:C 26,12 ou/\H:y
24,28

7021 H 1Y 70,16
26,53 26,35
Artelastofurano (82) 8§

A localizagdo do anel 2-hidroxiisopropil-2H,3H-diidrofurano estabeleceu-se através
do espectro de HMBC (Tabela 23, pag. 174). Este mostrou o acoplamento entre protdo a &
13,10 (5-OH) e os carbonos a & 153,53 (C), & 108,10 (C) e 6 103,31 (C) permitindo a sua
atribui¢do a C-5, C-6 e C-4a, respectivamente. Por seu turno, o acoplamento detectado no
espectro de HMBC do protdo a 8 3,07 d (J = 8,8 Hz), referente aos protdes metilénicos do
anel 2-hidroxiisopropil-2H,3 H-diidrofurano, com os carbonos a 6 164,13 (C) e 6 108,10 (C-6)
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revelou que este anel estava em orientagdo linear e permitiu também assinalar o sinal a &

164,13 a C-7.

3,07 d (8,8)

Consequentemente, o grupo 3,3-dimetilalilo teria de estar ligado ao C-8. O acoplamento entre
o protdo a & 3,4-3,3 m e o carbono a & 100,86 (C), observado no espectro de HMBC, permitiu

concluir que este sinal correspondia a C-8.

A ligagio do grupo 3,3-dimetilalilo ao C-8 foi confirmada pela observa¢io de
correlagdes 'H-'H no espectro bidimensional de NOESY (Tabela 24, pag. 175). Neste
espectro verificou-se que ambos os sinais a § 1,74 s (CH;-23) e 3 3,4-3,3 m (CHz-19) estavam

correlacionados com o dupleto a & 7,83 (J = 8,9 Hz, H-6"). Pelo contrario, os protdes do outro
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grupo metilico deste substituinte a 8 1,62 s mostraram estar correlacionados com o protio
vinilico a 8 5,18 ¢ (J = 6,9 Hz, H-20).

Além disto observaram-se ainda correlagdes 'H-"H concordantes com a presenga dos
anéis 2-hidroxiisopropil-2H,3H-oxepino e 2-hidroxiisopropil-2H,3H-diidrofurano no compos-
to 85 (Tabela 24, pag. 175). Assim, a correlagdo do duplo dupleto a § 3,85 (J=9,9 ¢ 1,6 Hz,
H-10) com os sinais a 6 2,48 dd (J = 16,8 ¢ 9,9 Hz, H-9b) e & 1,25 s (CH3-12 ou 13) foi
explicada pela proximidade entre os protdes atribuidos a estes sinais. A orientagio espacial
dos grupos metilicos nas posi¢des 17 e 18, proxima do protdo na posigdo 15, justificou a
correlagdo observada no espectro de NOESY entre os singuletos a & 1,16 € 8 1,11 e o duplo
dupleto a 6 4,71 (J=9,0 e 7 0 Hz). A correlagdo entre o singuleto a § 4,77 (HO-11) e cada um
dos sinais a 6 3,85 (/=99 ¢ 1,6 Hz, H-10), § 1,25 s ¢ § 1,21 s (CH;-12 e 13) revelou-se

concordante com a atribuig@o do sinal a § 4,77 s ao grupo hidroxilo no C-11.

O espectro de massa de alta resolugio de FAB™ em NBA (pag. 203) mostrou para o
composto 85 um pico de M+H" a 523,23319 (calculado para C3;oHssOs = 523,23304) que

permitiu estabelecer a formula molecular C30H350s concordante com a estrutura proposta.

A pesquisa bibliografica revelou que o composto 85 nunca tinha sido isolado nem

sintetizado anteriormente, tendo-se atribuiu o nome de carpelastofurano.
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Tabela 21 — Correlagdes "H-'H observadas no espectro de COSY a 300 MHz em DMSO-ds
do carpelastofurano (85).

§'H 8§ 'H
7,83 d (J=8,9 Hz, H-6")
6,53 d (J=2,4 Hz, H-3")

} — ¥ 6,66dd(J=89¢2,4Hz)

3,4-3,3 m (H-19)
5,18 ¢ (J = 6,9 Hz, H-20) ——» < 1,74 s (CH;-23)
' 1,62 s (CH3-22)
4,71dd(J=9,0e 7,0 Hz, H-15) ———» 3,07d(J=8,8 Hz, H-14)
3,4-3,3 m (H-9a)

3,85dd (/=99 e 1,6 Hz, H-10) ————— {
2,48 dd (J = 16,8 € 9,9 Hz, H-9b)

Tabela 22 — Correlagdes *C-'H observadas no espectro de HETCOR em DMSO-ds do

carpelastofurano (85).
C 8 BC & 'H
CH-6 ————p 129,69 > 783d(J=89Hz)
CH20 — 12189 > 5,18¢(J=69Hz)
CH-5’ » 111,17 » 6,66dd(J=89e¢24Hz)
CH3 ———  » 107,64 > 6,53d(J=2,4Hz)
CH-15 ——— » 90,88 »  4,71dd(J=9,0¢7,0 Hz)
CH-10 — 5 8953 _»  385dd(J=99¢1,6Hz)
CH3-12} { 27,27 > 17255
CHs-13 24,37 > 121s
CHy-14 ——p 2635 > 3,07d(J=8,8Hz)
CHs-18 26,12 » 1,16s
CH3-17} { 24,28 »  111s
CH3-22 ——————» 2546 > 1625
CHy9 ——————» 2420 > {3’4'3’3 "
2,48 dd (J= 16,8 ¢ 9,9 Hz)
CH-19 ———» 21,80 > 34-33m
CH3-23 ———» 17,75 > 1745
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Tabela 24- Correlagdes 'H-"H observadas no espectro de NOESY a 300 MHz em DMSO-ds
do carpelastofurano (85). |
§'H §'H
6,66 dd (J=8,9 ¢ 2,4 Hz)
7,83 d (J= 8,9 Hz, H-6") ————» < 1,74 s (CH3-23)
3,4-3,3m (H-19)
6,53 d(J=2,4Hz, H-3") —» 1,215 (CH3-13 0u 12)

5,18 t (J = 6,9 Hz, H-20) —————— 1,625 (CH;-22)
3,85 (J=9,9 e 1,6 Hz, H-10)
4,77 s (HO-11) —— % {1255 (CHs-12 0u 13)

1,21 s (CHs-13 ou 12)
1,16 s (CH;-18 ou 17)
{1,11 s (CH;-17 ou 18)
2,48 dd (J = 16,8 € 9,9 Hz, H-9b)
1,25 s (CH;-12 ou 13)
7,83 d (J = 8,9 Hz, H-6")
{1,74 s (CH;-23)

4,71dd (J=9,9 ¢ 7,0 Hz, H-15)
3,85(J=99e1,6Hz H-10) ———» {

3,4-3,3 m (H-19)
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10. 2,4-Diidroxibenzoato de etilo (86)

Este composto foi identificado como 2,4-diidroxibenzoato de etilo (Figura 20) pela
interpretagio dos dados de EM-IE, IV, UV, RMN de 'H a 300 MHz ¢ RMN de 3C a 75 MHz
em DMSO-ds (pags. 203 e 204). Na elucidagdo estrutural deste composto usaram-se ainda
técnicas de RMN bidimensionais (HETCOR e HMBC) e preparou-se o derivado diacetilado
(péag. 191). Tanto quanto ¢ do nosso conhecimento, até este momento este composto ainda ndo

foi isolado de plantas do género Arfocarpus.

OH

Ho—4 COOCH,CH,

86

Figura 20 - Estrutura do 2,4-diidroxibenzoato de etilo (86).
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1. Materiais, instrumentos e métodos de aplicacio geral

¢ No fraccionamento do extracto bruto e na purificagdo de alguns compostos foi

utilizada a cromatografia em coluna de gele de silica 60 de 0,2-0,5 mm de didmetro de

particula, 70-230 mesh ASTM (Merck), em coluna de vidro.

» No isolamento dos compostos 73 e 79 a partir das fracgdes 59 a 61 usou-se a
cromatografia em coluna de gele de sephadex LH-20 com 25 p de didmetro de particula

(Sigma).

e Na cromatografia em camada fina, analitica e preparativa, utilizaram-se placas de
gele de silica 60 (GF2s4, Merck), preparadas no laboratorio, com a espessura de 0,25 mm.
Antes da sua utilizagdio foram activadas em estufa a 100 °C durante uma hora. A revelagio
dos cromatogramas foi efectuada por fluorescéncia directa ou contraste seguida de revelagdo
quimica utilizando vapores de iodo sublimado. A extrac¢do das amostras apdos CCF

preparativa foi efectuada com cloroférmio e acetona.
« Os pontos de fusdo foram determinados em bloco de Koefler e ndo foram corrigidos.

e Os espectros no IV foram obtidos num espectrofotometro ATI Mattson Genesis

Series FTIR em discos de brometo de potassio (Uvasol, Merck) a 1%.

e Os espectros no UV foram registados num espectrofotometro Varian Cary 1 em

células de quartzo.

« Os espectros de RMN de 'H a 300 MHz e RMN de >C a 75 MHz foram registados
num espectrometro Brucker Pulse NMR AMX 300, os espectros de RMN de 'H a 200 MHz e
RMN de >C a 50 MHz num espectrometro Brucker Pulse NMR Spectrometer CxP e os
espectros de RMN de 'H a 500 MHz em aparelho Varian. Os solventes usados foram o
cloroférmio deuterado (Merck) ou o dimetilsulfoxido hexadeuterado (Merck), com um grau

de deuteragdo superior a 99,0 %.
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 Os espectros de massa foram registados num espectrometro Hitachi Perkin-Elmer
RMU-6M (impacto electronico e FAB), espectrometro Finnigan GC/MS System modelo 4510
(ionizagdo quimica positiva) e espectrometro Kratus Concept I (HR EM-FAB™). Em todos

os espectros os resultados foram referidos em m/e u. m. a. (% de fragmentos).

o Os critérios de pureza adoptados foram a nitidez e constancia do ponto de fusdo e a
observagdo de uma uUnica mancha em cromatografia de camada fina em diferentes fases

moveis.

¢ Os solventes usados foram de marca Merck e Pronalab, com graus de pureza “pro-

-analise” e “puro”.

e Os solventes foram evaporados com auxilio da pressdo reduzida, usando um

evaporador rotativo “Buchi” ou em corrente de azoto.

e As pesagens foram efectuadas numa balanga Metler AE 163.

2. Isolamento e purificacio dos metabolitos secundarios de Arfocarpus elasticus Reinw.

ex Blume

2. 1. Preparagio do extracto bruto

O material botanico estudado foi a madeira de Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume,
colhida em Janeiro de 1991 na Provincia de Trang no sul da Taildndia. Um exemplar deste
material encontra-se depositado no herbario do Royal Forest Department, Bangkok, Tailandia.

A madeira, depois de seca e finamente pulverizada (2 Kg), foi percolada até a
exaustio com etanol a temperatura ambiente. A solugdo obtida foi concentrada a pressdo
reduzida fornecendo o extracto bruto etanodlico (125 g). Este extracto foi extraido com
cloroféormio a temperatura ambiente. A evaporagdo do solvente com auxilio da pressdo

reduzida, até a secura, originou o extracto bruto cloroférmico (61 g).
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2. 2. Fraccionamento do extracto bruto

O extracto cloroformico foi submetido a cromatografia preparativa em coluna de gele
de silica 60 (200 g, Art® Merck 7734), usando como fase movel misturas de diferentes
propor¢des de éter de petroleo 60-80°% cloroférmio e cloroférmio / acetona, obtendo-se 130

fracgdes de 500 mi cada, tal como esta indicado na Tabela 25.

Tabela 25 - Fraccionamento por cromatografia em coluna do extracto cloroféormico de

Artocarpus elasticus Reinw ex. Blume.

Fase moével Fraccgdes recolhidas
Eter de petroleo / Cloroformio 3:2) 1-12
Eter de petréleo / Cloroférmio (2:3) 13-27
Eter de petréleo / Cloroformio 37 28-50
Eter de petroleo / Cloroférmio (1:9) 51-77
Cloroférmio / Acetona (9:1) 78-114
Clorof6rmio / Acetona (4:1) 115-130

Todas as frac¢des foram analisadas por CCF analitica e foram reunidas em 10 grupos
de acordo com o seu comportamento cromatografico. Os compostos isolados de cada um dos

grupos estdo indicados na Tabela 26 (pag. 182).
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Tabela 26 - Grupos de fracgdes reunidas de acordo com as caracteristicas cromatograficas e

compostos isolados.

Grupos Fracgoes Fase mével Massa Compostos
reunidas (mg) Isolados (mg)
1 —» 1-5 —» FEterdepetroleo/CHCl; (3:2) —» 286 —» NE
2 _p 6-12 —» Eter depetroleo / CHCL; (3:2) - 950 — 77 (500)
3  — 13-22 P Eter depetroleo / CHCl; (2:3) —» 135 —» NE
4 —p 23-25 —» Eterdepetroleo/ CHCl; (23) — 255 —p NE
Eter de petroleo / CHCl; (2:3)
5 —» 26-32 —'{Eter de petroleo / CHCl; (3:7)}—> 1200 —% 80 (300), 81 (400)
6 —» 33-46 —» Eterde petroleo / CHCl; (3:7) —%» 1203 NE
Eter de petroleo / CHCl; (3:7)
7 —» 47-55 —P{Eter de petroleo / CHCL (1:9)}—> 600 —» 80 (40), 81 (100)
8 —» 56-58 —» FEter depetroleo / CHCl; (1:9) —» 780 —» NE
, 79 (340), 73 (76)
9 —p 59-61 —» Eterdepetroleo/ CHCl; (1:9) —» 3469 —» {82 (32), 83 (42)
10 —» 62-68 —® Eter de petroleo / CHCl; (1:9) —» 2249 —» 82 (7)
, 73 (26), 84 (90),
11 —» 69-75 —» Eter de petroleo / CHClL; (1:9) —» 6479 » {85 (37), 86 (14)
Eter de petroleo / CHCl; (1:9)
12 —p» 76-79 —P{ CHCl, / Acetona (9:1) }—> 2000 —» 79 (1200)
13 » 8 CHCls / Acetona (9:1)  —» 3086 —» 84 (38)
14 —» 81-90 » CHCl; / Acetona (9:1)  —» 1200 —» NE
15 —» 91-97 » CHCl; / Acetona (9:1) -+ 500 » NE
CHCl; / Acetona (9:1)
16— 98-115 =& { CHCI; / Acetona (4:1)} 1800 78 (262)
17 —» 116-130 » CHCl; / Acetona (4:1) -» 315 » NE

NE: Nio estudada
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2. 3. Isolamento e purificacdo dos compostos

2. 3. 1. Purificagfio dos compostos do grupo 2

Nas fracgdes deste grupo notou-se a presenga de uns cristais de cor branca que foram
isolados por cristalizagdo em éter de petrdleo / cloroférmio, obtendo-se o composto 77 (500

mg).

2. 3. 2. Purificacdo dos compostos dos grupos 5 e 7

As fracges destes grupos (26-32 e 47-55) foram purificadas por CCF preparativa em
gele de silica GF 154 usando como fase movel éter de petroleo 60-80° / acetato de etilo / acido
formico (70:30:1), isolando-se uma goma de cor vermelho-alaranjada (composto 80, 340 mg)

e um solido cristalino amarelo (composto 81, 500 mg).

2. 3. 3. Purificaciio dos compostos do grupo 9

As fracgdes 59-61 (3,5 g) foram purificadas por CC preparativa numa coluna com 25 g de
gele de silica, usando como fase movel éter de petroleo 60-80°, cloroférmio e acetona em
proporgdes variadas e de polaridade crescente, tendo-se recolhido 314 sub-fracgdes de 100 ml

cada. A Tabela 27 (pag. 184) resume os resultados obtidos.
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Tabela 27 - Sub-fracgdes das fracgdes 59/61 reunidas apos CC e compostos isolados.

Sub-frac¢des Fase movel Massa Compostos isolados
reunidas (mg) (mg)
1-17 —»  Eter petroleo / CHCl; (7:3) —» 326 —» NE
18-41 —»  Eter petroleo / CHCl; (7:3) —% 551 —» NE

42-102 —p  Eter petroleo / CHCl; (7:3) — 961 —» 73 (26) e 79 (140)
103 - 124 —»  Eter petroleo / CHCl; (7:3) —» 344 —» NE

Eter petroleo / CHCl; (7:3)
Eter petroleo / CHCl3 (5:5)
175 -190 —»  Eter petroleo / CHCL (5:5) —» 49 —» NE
Eter petroleo / CHCl; (5:5)

191-261 —» < )
Eter petroleo / CHCl; (3:7)

125-174 —» { } —» 877 —» 73 (30) e 79 (200)

}—»374 ——» 73 (20) e 83 (30)

262 -277 —» CHCl; —p 134 —» 82(32)e83(12)
CHCl3
278 -314 —»p CHCl; / acetona (8:2) —» 55 —» NE

CHCI; / acetona (5:5)

NE: Nio estudada

As sub-fracgdes 42-102 foram recromatografadas em CC de Sephadex LH-20 (15 g),
usando como fase movel o metanol. Foram recolhidas 12 fracgdes de 10 ml cada. As fracgGes
6-10 foram reunidas e posteriormente purificadas por CCF preparativa, usando como fase
movel éter de petroleo 60-80° / acetato de etilo (7:3), obtendo-se o composto 79 (140 mg). As
fraccdes 11 e 12 foram purificadas por CCF preparativa (gele de silica GFas4, €ter de petroleo
60-80° / acetato de etilo, 65:35) originando 26 mg do composto 73.

As sub-fracgdes 125-174 foram reunidas e submetidas a CC de Sephadex LH-20 (15
g). Apos eluigio com metanol resultaram 12 fracgSes. Das fracgdes 4-7 obteve-se 0 composto
79 (200 mg) por CCF preparativa, usando como fase movel éter de petroleo 60-80° / acetato
de etilo (7:3). Das fracgdes 8-12 isolou-se o composto 73 (30 mg) por CCF preparativa (gele
de silica GFas4, éter de petroleo 60-80° / acetato de etilo, 65:35).

As Sub-fracgdes 191-261 foram purificadas por CCF preparativa, usando éter de
petroleo 60-80° / acetato de etilo (55:45) como fase mével, tendo-se obtido os compostos 73
(20 mg) e 83 (30 mg).
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As sub-frac¢des 262-277 foram submetidas a CCF preparativa usando como fase movel
éter de petroleo 60-80° / acetato de etilo (60:40), tendo-se isolado os compostos 82 (32 mg) e
83 (12 mg).

2. 3. 4, Purificacdo dos compostos do grupo 10
As fracgdes correspondentes a este grupo foram recromatografadas por CC de gele de
silica (25 g), usando como fase movel propor¢des variadas de éter de petrdleo 60-80° /
cloroférmio e cloroférmio / acetona. Foram recolhidas 87 fracgdes de 100 ml, controladas por

CCF analitica e reunidas conforme se resume na Tabela 28.

Tabela 28 - Sub-fracgdes das fracgdes 62-68 reunidas apos CC e compostos isolados.

Sub-fracgoes Fase mével Massa Compostos isolados
reunidas (mg) (mg)
1-20 — Eter petroleo / CHCl (3:7) —» 1589 ————>» NE
21-24 __p Eter petroleo / CHCls (1:9) —p 57 NE

, _—>
25-30 —p Eter petroleo / CHCl3 (1:9) —p 160 NE
31-40 —p Eter petroleo /CHCl; (1:9) —p 114 ———p 82(7)
CHCls/acetona (9:1)
41-63 —» —» 283 —» NE
CHCly/acetona (7:3)
CHCls/acetona (7:3)
64 - 87 —» 76 —» NE
CHCls/acetona (5:5)

NE: Néo estudada

As sub-fracgdes 31-40 foi purificadas por CCF preparativa usando como fase movel éter
de petroleo 60-80° / acetato de etilo / acido formico (60:40:1), fornecendo o composto 82 (7
mg).

2. 3. S. Purifica¢iio dos compostos do grupo 11

As fracgdes 69-75 foram recromatografadas por CC, com 200 g de gele de silica e

usando como fase movel propor¢des variaveis de éter de petrdleo 68-80°, cloroformio e
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acetona, tendo-se recolhido fracgdes de 250 ml cada. A Tabela 29 resume os resultados

obtidos.

Tabela 29 - Sub-fracgGes das fracgdes 69-75 reunidas apoés CC e compostos isolados.

Sub-frac¢des Fase mével Massa Compostos isolados
reunidas A (mg) (mg)
Eter petroleo / CHCls (7:3)
-2 — { Eter petroleo / CHCly (3:2)}

%8 —r NE

Eter petroleo / CHCl; (3:2)
13-23 , , 77 —> NE
Eter petroleo / CHCl; (1:1)
Eter petroleo / CHCl; (1:1)
24-50 —» < . —» 40 ——p 86(14
Eter petroleo / CHCl3 (3:7) (14)
51-62 —p Eterpetroleo/ CHCl; (3:7) —» 34 ——» NE
63-83 —p Eterpetroleo/ CHCl; (3:7) —» 156 ——p 73 (26)
84-108 —» Eter petroleo /CHCL (3:7) —» 758 ——p NE
109 - 126 —»  Eter petroleo/CHCl, (3:7) —® 951 ——»  NE
127 - 185 —»  Eter petroleo / CHCl; (3:7) —® 2850 ——» NE
186 - 265 —®  Eter petroleo / CHCl; (3:7) —% 397 ————» 84 (63)
266 - 275 —»  FEter petrdleo / CHCl; (3:7) —» 15 ———»  84(27)
Eter petroleo / CHCls (3:7)
276 - 340 —%» —» 271 ——» NE
CHCL
341-383 —» CHCl; —» 313 ———» NE
384 -385 —» CHCl3 / acetona (4:1) —» 190 —>» 85(37)
CHCl; / acetona (4:1)
386 - 488 —p —» 1768 —»  NE
CHCI; / acetona (1:1)

NE: Nio estudada

As sub-fracgdes 24-50 foram purificadas por CCF preparativa utilizando como fase
movel cloroformio / acetona / acido formico (97:3:1), obtendo-se 14 mg do composto 86.

As sub-fracgdes 63-83 foram cromatografadas por CCF preparativa tendo-se utilizado
como fase movel cloroféormio / acetona / acido féormico (95:5:1), originando 26 mg do

composto 73.
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As sub-fracgdes 186-265 foram dissolvidas em acetona com auxilio de aquecimento.
Apos o arrefecimento separaram-se cristais de cor amarela, correspondentes ao composto 84.
Obteve-se ainda este composto por CCF preparativa das fracgdes 266-275 usando com fase
movel a mistura de cloroformio / acetona / acido formico (80:20:1).

As sub-fracges 384 e 385 foram dissolvidas em acetona com auxilio de aquecimento e
apos arrefecimento foram separados cristais de cor amarela, que foram identificados como o

composto 85 (37 mg).

2. 3. 6. Purificacdo dos compostos do grupo 12

As fracgdes deste grupo foram purificadas por CCF preparativa em gele de silica
GF»s4 usando como fase mével cloroférmio / acetona / acido formico (90:10:1), obtendo-se o

composto 79 (1,2 g).

2. 3. 7. Purificacdo dos compostos do grupo 13

A fracgdo 80 foi submetida a uma nova CC numa coluna contendo cerca de 25 g de gele
de silica como fase estacionaria e solugdes de éter de petroleo, cloroférmio, acetona e metanol
em propor¢des variaveis e de polaridade crescente. Foram recolhidas fracgdes de 100 ml,

controladas por CCF analitica e reunidas conforme se resume na Tabela 30 (pag. 188).
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Tabela 30 — Sub-fracgdes da fracgdo 80 reunidas apos CC e compostos isolados.

Sub-fraccdes Fase movel Massa Compostos isolados
reunidas (mg) (mg)
1-4 —p CHCl;/Eter petroleo (55 —» 19 ——p NE

5-41 —p CHCl/ Eter petroleo (5:5) —» 1960 ———p NE
42-67 —p  CHCly/ Eter petroleo (5.5 —» 597 ——» NE
8.5 > {CHCI} / }:Eter petroleo (5:5)} 8 NE

CHCl; / Eter petroleo (7:3)

83-92 —% CHCl/Eter petroleo (73) ——p 45 ——p NE
93-101 —» CHCl;/ Eter petroleo (7:3) —» 42 ——»p NE
102 -120 —»  CHCl; / Eter petroleo (7:3) —» 1092 ———» 84 (38)

CHCls / Eter petroleo (7:3)
121- 137 —» {CHCI; / Eter petroleo (9:1)} o — I
138 - 158 —®»  CHCly / Eter petroleo (9:1) —» 103 —»
CHCl; / acetona (9:1)
159-193 —» acetona / metanol (5:5) ( —®» 243 —» NE
metanol

NE: Nio estudada

Nas sub-fracgdes 102-120 notou-se a presenga de uns cristais de cor amarela
correspondentes ao composto 84. Estes foram separados por cristalizagdo em éter de petroleo

60-80° / acetona obtendo-se 38 mg deste composto.

2. 3. 8. Purificacdo dos compostos do grupo 16

As fracgdes deste grupo foram dissolvidas em cloroformio / acetona. Apds longo
repouso, verificou-se a formagdo de um residuo. Este foi separado do sobrenadante e
purificado por CCF preparativa utilizando como fase movel cloroformio / acetona / acido
formico (90:10:1). Deste processo de purificagdo resultou o isolamento de 250 mg de
composto 78.

Apos evaporagdo do solvente, o sobrenadante originou um residuo (1 g). Este foi

purificado por CC de gele de silica (25 g), usando como fase mével misturas de cloroférmio e
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acetona de polaridade crescente, recolhendo-se 118 sub-fracgdes de 100 ml cada. Os

resultados obtidos sdo indicados na Tabela 31.

Tabela 31 — Sub-fracgdes do sobrenadante das fracgdes 98-115 reunidas apés CC e compostos

isolados.
Sub-fracgdes Fase movel Massa Compostos isolados
reunidas (mg) (mg)
1-14 —» CHCl; —— ¥ 120 ———» NE

15-23 —» CHCl3 / acetona (9:1) ———»264 —» 78(12)

24-34 —» CHCl; / acetona (9:1) ——» 34 ———>» NE
CHCl; / acetona (7:3)

{ CHCl; / acetona (5:5) }

CHCl; / acetona (5:5)

35-90 —» 216 —» NE

acetona

91-118 —» { }—-————>63 ——» NE

NE: Néo estudada

As sub-fracgdes 15-23, apoés dissolugiio em acetona e arrefecimento, originaram a

formagdo de cristais branco-amarelados. Estes cristais foram separados fornecendo 12 mg do

composto 78.
2. 4. Acetilaciio dos compostos isolados
2. 4. 1. Acetilaciio do composto 78

Uma amostra do composto 78 (10 mg) foi tratada com anidrido acético (1 mL) e
piridina (2 gotas), deixando em repouso a temperatura ambiente durante 48 horas. A mistura
foi vertida sobre agua gelada (50 mL) e o produto resultante extraido com cloroférmio (4 x 50
mL). A fase cloroférmica foi1 lavada com solugdo de acido cloridrico (1 %) e solugdo de
bicarbonato de sodio (5 %) até pH neutro. A fase orgéanica foi lavada com agua (4 x 20 mL) e,
apos secagem com sulfato de sodio anidro, o solvente foi evaporado com auxilio da pressdo

reduzida, obtendo-se 8 mg do derivado triacetilado (78Ac).
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2. 4. 2. Acetilag¢io do composto 79

Uma amostra do composto 79 (10 mg) foi tratada com anidrido acético (1 mL) e
piridina (2 gotas), deixando em repouso a temperatura ambiente durante 48 horas. A mistura

foi tratada tal como esta descrito em 2. 4. 1. obtendo-se 9 mg do derivado triacetilado (79Ac).

2. 4. 3. Acetilagio do composto 73

Uma amostra do composto 73 (11 mg) foi tratada com anidrido acético (1 mL) e
piridina (2 gotas), deixando em repouso 4 temperatura ambiente durante 48 horas. Apds
eliminagdo da piridina e anidrido acético, recorrendo a corrente de azoto, a mistura obtida foi
purificada por CCF preparativa usando como fase movel éter de petroleo 60-80° / acetato de
etilo (80:20), obtendo-se 7 mg de derivado diacetilado (73Ac).

2. 4. 4. Acetilacdio do composto 80

Uma amostra do composto 80 (12 mg) foi tratada com anidrido acético (1 mL) e
piridina (2 gotas), deixando em repouso a temperatura ambiente durante 48 horas. A mistura
foi tratada tal como esta descrito em 2. 4. 1. obtendo-se 10 mg do derivado diacetilado
(80Ac).

2. 4. 5. Acetilacio do composto 81

Uma amostra do composto 81 (15 mg) foi tratada com anidrido acético (1 mL) e
piridina (2 gotas), deixando em repouso a temperatura ambiente durante 48 horas. Apos 0
tratamento da mistura como estd descrito em 2. 4. 1. obteve-se 12 mg do derivado
monoacetilado (81Acl).

Outra amostra do composto 81 (25 mg) foi tratada com anidrido acético (1 mL) e
piridina (2 gotas) a 60°C durante 30 minutos, deixando-se, posteriormente, a mistura em
repouso a temperatura ambiente durante uma semana. A mistura obtida apos o tratamento
descrito em 2. 4. 1. foi purificada por CCF preparativa (gele de silica GFas4, éter de petroleo /
acetato de etilo / acido formico, 70:30:1) obtendo-se 10 mg do derivado monoacetilado

(81Acl) e 12 mg do derivado diacetilado (81Ac2).
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2. 4. 6. Acetilacdio do composto 82

Uma amostra do composto 82 (18 mg) foi tratada com anidrido acético (1 mL) e
piridina (2 gotas), deixando em repouso & temperatura ambiente durante 48 horas. Apds
eliminagdo da piridina e anidrido acético com recurso a corrente de azoto, a mistura obtida foi
purificada por CCF preparativa usando como fase movel éter de petroleo 60-80°/ acetato de
etilo (60:40), obtendo-se o 8 mg do derivado diacetilado (82Ac).

2.4.7. Acetilaciio do composto 83

Uma amostra do composto 83 (10 mg) foi tratada com anidrido acético (1 mL) e
piridina (2 gotas), deixando em repouso a temperatura ambiente durante 48 horas. Apods
eliminagdo da piridina e anidrido acético com recurso a corrente de azoto obteve-se um
residuo, o qual foi purificado por CCF preparativa usando como fase movel éter de petrdleo
60-80°/ acetato de etilo (60:40), obtendo-se 7 mg do derivado diacetilado (83Ac).

2. 4. 8. Acetilacio do composto 84

Uma amostra do composto 84 (10 mg) foi tratada com anidrido acético (1 mL) e
piridina (2 gotas), deixando em repouso a temperatura ambiente durante 48 horas. Apos
eliminag@o da piridina e anidrido acético com recurso a corrente de azoto obteve-se um
residuo, o qual foi purificado por CCF preparativa usando como fase movel éter de petroleo

60-80°/ acetato de etilo (60:40), obtendo-se 8 mg do derivado diacetilado (84Ac).

2. 4.9. Acetilagdo do composto 86

Uma amostra do composto 86 (5 mg) foi tratada com anidrido acético (1 mL) e
piridina (2 gotas), deixando em repouso a temperatura ambiente durante 48 horas. Apods

eliminag8o da piridina e anidrido acético com recurso a corrente de azoto, obteve-se 4 mg do
derivado diacetilado (86Ac)
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2. 5. Caracteristicas fisicas e espectroscopicas dos compostos isolados
2. 5. 1. B-sitosterol (77)
Cristais de cor branca.

PF : 139-141 °C.

20
[a] :-35°(CHCl, ¢ = 60 mg/100 ml).
D

RMN de 'H (CDCl;3, 200 MHz): § 5,31 (dl, J = 5,0 Hz, H-6), § 3,3-3,5 (m, H-3a), 8
2,2-2,1 (m, 2H, H-4), & 1,98 (sl, H-8), & 1,83 (sl, 2H, H-1), & 1,22 (sl, 2H, H-28), 3 1,00 (sl,
H-14), 8 0,97 (s, 3 H, H-19), 6 0,89 (d, 3H, J = 6,3 Hz, H-21), & 0,66 (s, 3H, H-18).

Nota: Alguns assinalamentos foram efectuados por comparagdo com os dados de RMN de 'H

para o 3-sitosterol obtidos da ref. 127

RMN de C (CDCls, 50 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): § 140,70 (C-5), & 121,69
(CH-6), & 71,85 (CH-3), & 56,70 (CH-14), & 56,08 (CH-17), 5 49,95 (CH-9), & 45,81 (CH-
24), § 42,33 (C-13), 8 39,67 (CHz-12), & 42,52 (CHz-4), 8 37,21 (CHz-1), 8 36,50 (C-10), &
36,10 (CH-20), & 33,93 (CH;-22), & 31,86 (CH;-7), & 31,74 (CH-8), § 31,60 (CH,-2), § 28,71
(CH-25), § 29,14 (CHz-16), & 26,42 (CH;-23), & 23,89 (CHz-15), § 23,02 (CH,-28), 5 21,13
(CHy-11), § 19,76 (CH;-26), § 19,44 (CH;-19), & 19,16 (CH;-27), & 18,85 (CH;-21), & 11,90
(CH3-29 ou 18) € 6 12,01 (CH;-18 ou 29).

2. 5. 2. Artocarpesina (78)

Cristais branco-amarelados.

PF: 250-251 °C.
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EM-IE, m/e (int. rel.): 354 (M™, 55), 339 (16), 311 (100), 299 (86), 286 (5), 177
(10), 165 (14), 135 (8), 123 (7), 77 (6), 69 (15), 55 (6).

Kbr -
IV, mic Vs cm s 3500-3200, 2924, 1658, 1620, 1477, 1450, 1358, 1250, 1180, 995.

MeOH
UV max. > nm (log €): 348 (3,7), 271 (3,7), 204 (4,8).

MeOH + NaOH
UV max, , nm (log €): 408 (3,8), 227 (3,7), 216 (4,1).

MeOH + AICk
UV s , nm (log €): 372 (3,8), 280 (3,6), 204 (4,8).

MeOH + AIC+ HCI
UV max , nm (log €): 371 (3,8), 281 (3,6), 203 (4,8).

RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz): Tabela 2 (pag. 68).

RMN de *C (DMSO-ds, 75 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 2 (pag. 68).
2. 5. 3. Triacetato de artocarpesina (78Ac)

Soélido amarelo-acastanhado.

RMN de 'H (DMSO-ds, 200 MHz): Tabela 2 (pag. 68).
2. 5. 4. Artelasticina (79)

Goma de cor vermelho alaranjada.
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EM-IE, m/e (int. rel.): 490 (M™, 100), 473 (17), 463 (37), 447 (59), 435 (55), 419
(14), 403 (10), 391 (24), 379 (43), 361 (10), 335 (31), 323 (17), 189 (29), 177 (26), 147 (19),
137 (25).

Kbr -
IV, mix. Vs em’: 3400-3200, 2922, 2855, 1658, 1630, 1565, 1467, 1440, 1378, 1230.

MeOH
UV max. , nm (log €): 371 (4,0), 269 (4,1).

MeOH + NaOH
UV max , nm (log €): 407 (4,2), 277 (4,1), 261 (4,0).

UV max. , nm (log £): 415 (4,0), 383 (4,1), 285 (4,2).

MeOH + AlCl;+ HCI
UV max. , nm (log €): 414 (4,0), 383 (4,1), 286 (4,2).

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz): Tabela 3 (pag. 81).

RMN de *C (CDCl;, 75 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 4 (pag. 82).
2. 5. 5. Triacetato de artelasticina (79Ac)

Goma de cor vermelho alaranjada.

RMN de 'H (CDCl;, 500 MHz): Tabela 3 (pag. 81).

RMN de *C (CDCls, 50 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 4 (pag. 82).
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2. 5. 6. Ciclocomunina (73)
Solido cristalino amarelo.

PF: 277-279 °C.

20
[a] :-59° (acetona, ¢ = 68 mg/100 ml).
D

EM-IE, m/e (int. rel.): 420 (M™, 98), 405 (33), 377 (24), 365 (100), 352 (39), 335
(20), 321 (96), 309 (76), 297 (19), 177 (21), 165 (35), 137 (19), 77 (19), 69 (26).

EM-FAB', m/e (int. rel.): 421 (M+H", 10), 329 (10), 307 (25), 289 (10), 176 (25),
154 (100), 136 (72), 120 (12), 107 (24), 91 (21), 77 (22).

Kbr -
IV, max. v, cm’': 3400-3100, 2970, 2924, 1651, 1627, 1570, 1466, 1380, 1362, 1254.

MeOH
UV max. , nm (log €): 369 (4,3), 275 (4,3), 216 (4,6).

MeOH + NaOH
UV max , nm (log €): 408 (4,5), 271 (4,3), 211 (5,0).

MeOH + AICl;
UV mar. , nm (log €): 414 (4,2), 372 (4,4), 277 (4,4), 204 (4,7).

MeOH + AlCl3+ HC1
UV max. , nm (log €): 413 (4,2), 372 (4,4), 278 (4,4), 206 (4,7).

RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz): Tabela 5 (pag. 90).

RMN de *C (DMSO-ds, 75 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 6 (pag. 91)
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2. 5. 7. Diacetato de ciclocomunina (73Ac)
Solido cristalino amarelo.
PF: 202-204 °C
RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz): Tabela 5 (pag. 90).
RMN de “*C (DMSO-ds, 75 MHz BB e DEPT de 90° e 135°%): Tabela 6 (pag. 91).
2. 5. 8. Artelastina (80)

Goma de cor vermelho-alaranjada.

20
[a] :-54° (acetona, ¢ = 374 mg/100 ml).
D

EM-IE, m/e (int. rel.): 488 (M, 100), 473 (17), 445 (26), 433 (87), 418 (22), 403
(40), 389 (75), 377 (28), 321 (27), 189 (42), 137 (23), 63 (19).

Kbr

1v, mﬁ,,\;, cm': 3500-3200, 2974, 2912, 1651, 1628, 1562, 1434, 1377, 1354, 1296,
1219, 1180, 934, 852, 814.

MeOH
UV max. » nm (log £): 369 (4,1), 276 (4,2), 260 (4,2), 207 (4,8).

MeOH + NaOH
UV max , nm (log €): 403 (4,3), 268 (4,2).

MeOH + AICly
UV max, , nm (log £): 420 (3,9), 375 (4,1), 278 (4,2), 265 (4,2), 207 (4,8).
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MeOH + AICl;+ HCl

UV max. , nm (log €): 420 (3,9), 375 (4,1), 278 (4,2), 265 (4,2), 207 (4,8).
RMN de 'H (CDCls, 200 MHz): Tabela 7 (pag. 101).
RMN de *C (CDCl;, 50 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 8 (pag. 102).
2. 5. 9. Diacetato de artelastina (80Ac)
Sélido cristalino de cor vermelho-alaranjada.
PF: 181-183 °C.
RMN de 'H (CDCls, 500 MHz): Tabela 7 (pag. 101).
RMN de *C (CDCl;, 50 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 8 (pag. 102).
2. 5. 10. Artelastocromeno (81)
Sélido cristalino amarelo.

PF: 238-240 °C.

20
[a] :-81° (acetona, c =308 mg/100 ml).
D

EM-IE, m/e (int. rel.): 486 (M™, 93), 471 (100), 443 (10), 431 (35), 415 (10), 387
(10), 228 (15), 215 (10), 194 (30), 149 (29), 137 (10), 109 (19), 69 (15).

Kbr -
IV, mix. v, cm™': 3400-3100, 2923, 1652, 1617, 1548, 1465, 1377, 1351, 1240, 1215,

1187.
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MeOH
UV max. , nm (log €): 375 (4,2), 296 (4,3), 202 (5,2).

MeOH + NaOH
UV max. , nm (loge): 412 (4,4), 277 (4,3), 207 (5,2).

MeOH + AICly
UV max. , nm (log £): 440 (3,8), 372 (4,2), 296 (4,3), 202 (5,2).

MeOH + AICl;+ HC1

UV s , nm (log £): 440 (3,8), 372 (4,2), 296 (4,3), 202 (5,2).

RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz): Tabela 9 (pag. 114).

RMN de “C (CDCls, 50 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 10 (pag. 115).

2. 5. 11. Monoacetato de artelastocromeno (81Acl)

Sélido cristalino amarelo.

PF: 185-187 °C.

RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz): Tabela 9 (pag. 114).

RMN de *C (CDCl;, 50 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 10 (pag. 115).

2. 5. 12. Diacetato de artelastocromeno (81Ac2)

Sélido cristalino de cor amarela-alaranjada.

PF: 215-218 °C.

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz): Tabela 9 (pag. 114).
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(40).

RMN de °C (CDCl;, 50 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 10 (pag. 115).
2. 5. 13. Artelastofurano (82)

Goma de cor amarela-alaranjada.

20
[a]D: -7° (MeOH, ¢ = 158 mg/100 ml).

EM-IQ", m/e (int. rel.): 507 (M+H", 100), 451 (55), 379 (15), 343 (15), 177 (20), 115

EM-IE, m/e (int. rel.): 506 (M™, 100), 491 (10), 463 (65), 451 (85), 433 (15), 391

(10), 335 (15), 189 (15).

Kbr -
IV, mix. v, em’’; 3500-3200, 2974, 2926, 1653, 1610, 1458, 1312, 1244, 1151.

MeOH
UV max. > nm (log €): 316 (4,5), 268 (4,8), 213 (5,0).

MeOH + NaOH
UV max. , nm (log €): 390 (4,6), 266 (4,8), 219 (5,0).

MeOH + AICl;
UV max, , nm (log £): 360 (4,7), 312 (4,7), 266 (4,9), 215 (5,0).

MeOH + AICl;+HC1
UV mar. , nm (log £): 359 (4,7), 306 (4,7), 265 (4,9), 215 (5,0).

RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz): Tabela 11 (pag. 127).

RMN de "*C (DMSO-ds, 75 MHz BB ¢ DEPT de 90° ¢ 135°): Tabela 12 (pag. 128).

-199-



Parte A: Capitulo V

2. 5. 14. Diacetato de artelastofurano (82Ac)

Goma de cor amarela-alaranjada.

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz): Tabela 11 (pag. 127).

RMN de *C (CDCls, 75 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 12 (pég. 128).
2. 5. 15. Artelastinina (83)

Liquido viscoso de cor amarelo-alaranjada.

20
[l l): 0° (MeOH, ¢ = 184 mg/100 ml).

EM-FAB', m/e (int. rel.): 507 (M+H", 59), 451 (12), 395 (7), 377 (16), 335 (10), 207
(23), 185 (52), 115 (86), 93 (100).

Kbr -
IV, mas Vs em’': 3500-3200, 2974, 2912, 1650, 1600, 1562, 1464, 1370, 1350, 1260,

1245, 1170.

MeOH
UV mae , nm (log €): 337 (4,0), 272 (4,1), 214 (4,4).

MeOH + NaOH

UV max. , nm (log £): 385 (4,1), 267 (4,1), 214 (4,6).

MeOH + AICl3
UV max. , nm (log £): 364 (4,1), 280 (4,1), 216 (4,4).

MeOH + AlCl3+HCl

UV max. , nm (log €): 356 (4,0), 281 (4,1), 216 (4,4).
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RMN de "H (DMSO-ds, 300 MHz): Tabela 13 (pag. 156).

RMN de °C (DMSO-d¢, 75 MHz BB e DEPT de 90° e de 135°): Tabela 14 (pag.
157).

2.5, 16f Diacetato de artelastinina (83Ac)

RMN de "H (CDCl;, 300 MHz): Tabela 15 (pag. 158).

RMN de *C (CDCl;, 75 MHz BB e DEPT de 90° e de 135°): Tabela 16 (pag. 159).
2. 5. 17. Artelastocarpina (84)

Solido cristalino de cor amarela.

PF: 207-210 °C.

20

[a] :0°(MeOH, ¢ = 164 mg/100 ml).
D

EM-IE, m/e (int. rel.): 506 (M™, 12), 451 (10), 412 (15), 390 (85), 362 (60), 316
(88), 264 (70), 251 (74), 236 (52), 144 (36), 121 (100).

EM-FAB' (NBA), m/e (int. rel.): 507 (10), 176 (15), 154 (100), 136 (75), 89 (25), 51
(15).

HR EM-FAB' (NBA), m/e: 507,2383 (calculado para C3oH3s07, 507,2389).

Kbr

IV, max. v, cm™: 3500-3200, 2978, 2928, 1647, 1620, 1554, 1473, 1446, 1354, 1315,
1277, 1246, 1176.
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MeOH
UV max. » nm (log €): 341 (3,8), 275 (3,9), 207 (4,2).

MeOH + NaOH
UV max. , nm (log €): 387 (4,1), 272 (4,1), 216 (4,6).

MeOH + AICIy

UV mar. , nm (log £): 359 (4,0), 275 (4,0), 206 (4,3).

MeOH + AICI;+HC1
UV max. , nm (log £): 357 (3,9), 283 (3,9), 214 (4,2).

RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz): Tabela 13 (pag. 156).

RMN de C (DMSO-ds, 75 MHz BB e DEPT de 90° e de 135°): Tabela 14 (pag.
157).

2. 5. 18. Diacetato de artelastocarpina (84Ac)
Goma de cor amarela-alaranjada.
RMN de 'H (CDCls, 300 MHz): Tabela 15 (pag. 158).
RMN de *C (CDCl;, 75 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 16 (pag. 159).
2. 5. 19. Carpelastofurano (85)
Sélido de cor amarela.

PF: 236-239 °C.

20

[a] :0°(MeOH, c = 1,36 mg/100 ml).
D
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EM-IE, m/e (int. rel.): 522 (M"™, 70), 507 (10), 479 (22), 467 (100), 335 (20), 189
(8), 59 (18).

EM-FAB' (NBA), m/e (int. rel.): 523 (M+H", 65), 505 (20), 463 (20), 307 (20), 154
(100), 136 (78), 107 (35), 77 (35).

HR EM-FAB" (NBA), m/e: 523,23319 (calculado para C3oH3¢Os, 523,23304).

Kbr -
IV, mis. v, em!: 3500-3200, 2976, 2885, 1660, 1623, 1549, 1481, 1429, 1354, 1313,

1238, 1174, 1028.

MeOH
UV max. , nm (log €): 344 (5,1), 274 (5,1), 215 (5,4).

MeOH + NaOH
UV s, , nm (log £): 387 (5,2), 270 (5,1), 214 (5,4).

MeOH + AICl;
UV max , nm (log €): 410 (4,9), 362 (5,1), 282 (5,1), 215 (5,4).

MeOH + AICKL+ HC
UV max. , nm (log £): 409 (4,9), 363 (5,1), 285 (5,1), 216 (5,4).

RMN de '"H (DMSO-ds, 300 MHz): Tabela 20 (pag. 172).
RMN de “*C (DMSO-ds, 75 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): Tabela 20 (pag. 172).
2. 5. 20. 2,4-diidroxibenzoato de etilo (86)

Goma de cor castanha.

EM-IE, m/e (int. rel.): 182 (M, 40), 136 (100), 108 (28).
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Kbr -
IV, max. V, cm: 3500-3200, 2924, 2349, 2314, 1655, 1462, 1265.

MeOH
UV max. , nm (log €): 296 (3,3), 260 (3,6), 220 (3,6).

MeOH + NaOH

UV max , nm (log €): 309 (3,6), 239 (3,5), 216 (2,6).

MeOH + AICl;
UV mar. , nm (log €): 322 (3,2), 280 (3,4), 231 (3,4).

MeOH + AICL;+ HC1
UV max. , nm (log €): 323 (3,2), 279 (3,4), 230 (3,4).

RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & 10,80 (s, 2-OH), 5 8,30 (s, 4-OH), 7,64 (d, J
= 8,8 Hz, H-6), § 6,36 (dd, J = 8,8 € 2,3 Hz, H-5), § 6,28 (d, J = 2,3 Hz, H-3), § 4,30 (¢, 2H, J
=7,1 Hz, -COOCH;CH), & 1,30 (¢, 3H, J = 7,1 Hz, -COOCH,;CHs).

RMN de C (DMSO-ds, 75 MHz BB e DEPT de 90° e 135°): & 169,37
(-COOCH;CHs3), 8 164,27 (C-2 ou 4), § 162,88 (C-4 ou 2), & 131,68 (CH-6), & 108,42 (CH-
5), 8 104,12 (C-1), § 102,53 (CH-3), § 60,90 (-COOCH,CH3), § 14,18 (-COOCH,CH;).

2. 5. 21. Diacetato de 2,4-diidroxibenzoato de etilo (86Ac)
Goma de cor castanha.
RMN de "H (DMSO-ds, 200 MHz): 5 7,98 (d, J = 8,6 Hz, H-6), 7,21 (dd, J=8,6 ¢

2.3 Hz, H-5), 6 7,13 (d, J = 2,3 Hz, H-3), 6 4,25 (¢, 2H, J = 7,1 Hz, -COOCH,CHs), 6 2,28 ¢
82,27 (s e 3H cada, -OCOCH3), 6 1,27 (¢, 3H, J= 7,1 Hz, -COOCH,CHj3).
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PARTE B,

ACTIVIDADES ANTI-INFLAMATORIA E ANTIOXIDANTE




CAPITULO I

Introducio



Actividades anti-inflamatéria ¢ antioxidante: Introdugio

1. Preambulo

A procura de novos compostos com actividade anti-inflamatéria dotados de menores
efeitos secundarios indesejaveis continua a ser uma area importante de investigagio. Entre os
compostos com esta actividade encontram-se estruturas bastante diversas, nomeadamente
varios compostos fenélicos, incluindo os flavondides ** ™1 Ao contrario dos anti-infla-
matoérios ndo esteroidicos (AINEs) classicos, que frequentemente revelam efeitos
ulcerogénicos, alguns flavonoides naturais como a gossipina, a (+)-catequina e a naringenina
ndo apresentam este efeito, podendo mesmo ser protectores da mucosa gastrica %% 184

Alguns flavonodides isoprenilados tem revelado actividade anti-inflamatoria,
particularmente os isolados de plantas do género Arfocarpus referidos na Parte A (Capitulo
I, pags. 25 a 28) & "™ Este facto pode, em parte, explicar a utilizagdo de algumas plantas
do género Artocarpus na medicina tradicional no tratamento de varias patologias que
envolvem inflamagdo aguda ou cronica da pele e mucosas '°. Esta actividade foi ja
confirmada em ensaios in vitro e in vivo, nomeadamente para o extracto alcoolico de A. altilis
Fosb., que mostrou inibir fortemente a cicloxigenase 1 e diminuir o edema da orelha de
ratinho, um ensaio in vivo frequentemente usado como modelo de inflamagéo ¥’

Os mecanismos pelos quais os flavonodides tém revelado actividade anti-inflamatdria
envolvem a interferéncia na actividade de enzimas da cascata do acido araquidonico

68-70, 182, 185, 187-195

(fosfolipase A,, cicloxigenases e lipoxigenases) , na libertagdo pelos

68, 183-186, 193, 195 68, 183,

leucocitos de enzimas lisosdmicas e de espécies reactivas do oxigénio

185,186, 195197 A capacidade de captar radicais do oxigénio foi demostrada para diversas classes
de flavondides e outros compostos fendlicos % 31 3386 88, 90, 91, 94, 95, 189, 198, 19 peta
propriedade pode também contribuir para a actividade anti-inflamatoria, prevenindo os efeitos
deletérios dos radicais livres sobre os tecidos inflamados .

Assim, justificou-se o estudo da influéncia das flavonas isopreniladas isoladas de
Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume sobre os processos envolvidos no desenvolvimento da
resposta inflamatoria. As flavonas estudadas foram a artocarpesina (77), a artelasticina (78), a

artelastina (79) e o artelastocromeno (80).
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Na primeira etapa do plano de trabalho realizaram-se ensaios in vitro para avaliar a
influéncia das quatro flavonas isopreniladas na libertagdo de radicais livres e enzimas
lisosdmicas em leucocitos humanos, bem como a sua actividade sobre fosfolipases Ay (PLA;)
secretoras e cicloxigenases 1 e 2 humanas. Foi ainda estudada a ac¢do destes flavonodides no
processo da peroxidagdo lipidica e na captagdo de radicais superdxido e peroxilo.

Na segunda etapa deste plano de trabalho completou-se o estudo com ensaios in vivo,
tendo-se utilizado o modelo de “bolsa de ar em ratinho” estimulada com zimosano, para
avaliar o efeito das flavonas sobre a migra¢do leucocitaria, libertagio de mieloperoxidase e
vias de metaboliza¢do do acido araquidénico. Este modelo apenas foi utilizado para as
flavonas que revelaram interferir significativamente com os pard@metros do processo
inflamatério estudados nos ensaios in vitro.

Antes da apresentagio dos ensaios que foram realizados e da discussdo dos resultados
far-se-a uma abordagem introdutéria sobre a relevancia das actividades e testes biologicos

efectuados.
2. Consideracdes sobre o processo inflamatdrio

A inflamagio pode definir-se como um mecanismo de defesa em resposta a qualquer
estimulo fisico, quimico ou bioldgico, que provoque lesdes celulares, envolvendo uma rede
organizada de interacgdes celulares e moleculares ® 2*'. Ainda que a resposta inflamatéria
seja um meio eficaz de protecgio e de reparagio das lesdes provocadas por varios agentes, as
células e mediadores quimicos que participam no processo inflamatério podem conduzir a
lesdes tecidulares e interferir com o funcionamento normal do organismo. A inflamagio e as
lesdes mediadas pelo sistema imunitario sdo comuns a muitas patologias humanas, grande

parte delas de caracter sistémico e cronico 202
2. 1. Migracio leucocitiria e libertacio de enzimas lisosomicas

Um dos primeiros fendomenos da resposta inflamatéria aguda € o recrutamento de
células sanguineas com capacidade fagocitica com o objectivo de destruir o agente agressor.
Apos a aderéncia do neutrofilo ao endotélio vascular, este atravessa a parede do vaso e migra
até ao foco inflamatério. Este fenomeno é mediado por agentes quimiotacticos presentes no

tecido extravascular, que podem exercer a sua acgdo sobre receptores especificos da
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membrana dos neutrofilos. Entre os agentes quimiotacticos mais estudados encontram-se o
factor do complemento C5a, o leucotrieno Bs (LTB4), 0 PAF, varios péptidos formilados
(fMLP), ésteres do forbol (PMA, TPA) e citoquinas 2" 2%-2%

Os neutrofilos activados englobam o agente agressor num vacuolo fagocitico, que
posteriormente se funde no citoplasma com vesiculas contendo enzimas lisosdmicas com
actividade proteolitica, como a mieloperoxidase e elastase, ocorrendo a fagocitose. A
desgranulagdo pode também ocorrer extracelularmente, contribuindo significativamente para
as lesdes tecidulares observadas durante o processo inflamatorio 2% 2%,

A mieloperoxidase, enzima mais abundante dos neutrofilos, catalisa a oxidag¢do de
anides cloreto a acido hipocloroso por acg¢do do peroxido de hidrogénio. Este € o oxidante

mais reactivo produzido pelos neutrofilos. E capaz de danificar estruturas proteicas e reagir

com éacidos gordos insaturados, causando a perda da estabilidade das membranas celulares 27
209

A elastase € uma metaloproteiha com actividade de protease que degrada o colagéneo,
os proteoglicanos da cartilagem, a elastina e a membrana basal 2*.

Embora a activagdo dos leucécitos polimorfonucleares (PMNs) seja a primeira linha
de defesa contra agentes agressores, frequentemente a acumulag@o leucocitaria participa na
patogénese de certos transtornos inflamatorios causados pela activagdo inapropriada ou
excessiva de leucocitos. E o que acontece, por exemplo, na asma, artrite reumatoide e colite

ulcerosa 297210

2. 2 Radicais livres

A presenga de electrdes desemparelhados nos radicais livres € responsavel pela sua
elevada reactividade frente a diversas moléculas biologicas. Da reac¢do entre estes radicais e
compostos biologicos resulta a formagdo de novos radicais livres, iniciando-se uma série de
reacgdes radicalares em cadeia de que podem resultar alteragdes em moléculas
biologicamente importantes, como as proteinas, os acidos gordos insaturados e os

- , . . , 78,211
constituintes dos acidos nucleicos (aglicares e bases azotadas) "> 2!,
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Os fosfolipidos componentes das membranas celulares sdo especialmente vulneraveis
ao ataque radicalar, dada a elevada susceptibilidade das suas cadeias poliinsaturadas
amplificarem o ataque inicial, através de um processo radicalar em cadeia conhecido por

78,79, 212

peroxidagdo lipidica (Figura 21)

H
Fosfolipidos (R)

Iniciacio l -H*

Propagacio l 0,

R
P .
/\A/\(\ __/\/\/\(\ ROOH
(o]0}
Ro

Endoperoxido lipidico Radical peroxilo Hidroperoxido
' (ROO") lipidico

e
o O &Oz
Malonildialdeido

Complexos de ferro / cobre

Finaliza¢io

ROO° + RO ——= R=0 + ROH + O,

ROO* + R-H —— ROOH + R
(antioxidante)

Figura 21 — Etapas da peroxidagéo lipidica.
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A peroxidagio lipidica pode ser desencadeada por varios radicais livres como os
radicais hidroxilo (HO") e hidroperoxilo (HOO"). Este processo pode também ser iniciado
pela formagdo de radicais peroxilo (ROO®) e alcoxilo (RO") através da interacgdo dos
complexos metalicos de ferro e cobre com os hidroperoxidos lipidicos preexistentes nas
fraccdes lipidicas 2'® ?'*. Em consequéncia da peroxidagio lipidica ocorrem graves
modificagdes da permeabilidade e da fluidez da membrana, estando este processo associado a
varias situagdes patologicas, como a aterosclerose, o alcoolismo, o envelhecimento, o cancro,
etc 2%, Considera-se mais provavel que a peroxidagdo lipidica ndo seja o agente responsavel
pelas patologias, mas surja posteriormente e contribua de uma forma determinante para a

producio de alteragdes metabdlicas que caracterizam o processo patologico 210,214

O envolvimento dos neutréfilos no desenvolvimento do processo inflamatério ndo esta
$6 relacionado com a libertagdo de enzimas lisosémicas, como também com a geragdo de
radicais livres oxigenados. Durante a fagocitose verifica-se a geragdo de anido superoxido,
por redugdo do oxigénio molecular, catalisada pelo complexo enzimatico NADPH oxidase
presente na membrana plasmatica dos neutrofilos 75 214 Devido a reduzida reactividade do
aniio superoxido, este radical livre ndo contribui directamente para o desenvolvimento do
processo inflamatorio, no entanto, ird ser responsavel pelo inicio da produgio em cadeia de
outras espécies oxigenadas como o peroxido de hidrogénio, o radical hidroxilo e o acido
hipocloroso (Figura 22, pag. 216) 7 214 A5 espécies oxidantes, principalmente o HOCI e o
HO"®, sdo agentes fundamentais da degradagdo do 4cido hialuronico e podem interagir com
lipidos das membranas celulares desencadeando a peroxidagéo lipidica, participando de forma

. _— o . . .. 210
directa na destrui¢do da membrana dos eritrocitos, neutrofilos e das células endoteliais .
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Figura 22 — Geragdo de radicais livres durante a fagocitose.

2. 3. Mediadores lipidicos

A resposta inflamatéria ¢ mediada pela biossintese de eicosanoides. O primeiro passo
na formacdo destes compostos é a libertagdo de acido araquidonico por hidrolise dos

fosfolipidos catalisada por fosfolipases Az (PLAz) 214 Estas enzimas sdo um grupo
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heterogéneo amplamente distribuido, responsavel pela hidrolise da ligacio éster do 4cido
gordo ligado 4 posigdo 2 dos fosfoglicéridos de membrana 21524

O destino posterior do acido araquidonico € ser metabolizado por duas vias diferentes.
Uma via depende da actuagiio do complexo enzimatico prostaglandina H sintase, que
apresenta actividade de cicloxigenase (COX) e hidroperoxidase. Em consequéncia da
actividade destas enzimas resulta a formagdo de prostaglandinas G; (PGG) e H; (PGHy), que
posteriormente sdo transformadas noutras prostaglandinas (PGD,, PGE,, PGF,, ¢ PGI;) ¢

tromboxanos (TXA;, TXB,). A outra via de metabolizag@o do acido araquidénico est ligada
a existéncia de lipoxigenases e origina a formagdo de leucotrienos (LTA4, LTB4, LTC4, LTD4
¢ LTE,) e lipoxinas (A e B) 214225227,

Entre os varios prostandides sintetizados durante a inflamacdio, a PGE; e a
prostaciclina sdo os mais importantes. Ambos sdo vasodilatadores potentes e agentes
hiperalgésicos detectados em tecidos inflamados, pelo que se pensa que contribuam para o
eritema, edema e dor caracteristica da inflamag@o. A PGE, € ainda uma substancia pirogénica
poderosa 2%,

Reconhece-se a existéncia de duas formas de cicloxigenase, a isoenzima tipo 1
(constitutiva) e a isoenzima tipo 2 (indutivel). Os AINEs classicos inibem ambos os tipos de
cicloxigenases e pensa-se que os efeitos secundarios associados a estes farmacos estejam
relacionados com a falta de especificidade para a cicloxigenase-2. Por esta razdo, actualmente
procura-se desenvolver inibidores selectivos desta isoenzima 224228,

Os leucotrienos participam em reac¢des de defesa e em condigdes patofisiologicas
como os fendmenos de hipersensibilidade e inflamac¢do. Os leucotrienos C4, D4 € E4 sdo
broncoconstrictores potentes, aumentam a permeabilidade vascular e estimulam a secregio de
muco. O LTB, estimula a migragdo leucocitaria, a libertagdo de enzimas e a geragdo do anido
superoxido nos neutrofilos. Os LTC4s, LTD,s e LTE,, libertados no tecido pulmonar de
individuos asmaticos, parecem ter um papel fundamental em reacgdes de hipersensibilidade

. . . . . . . s , - 230-233
imediata. Estes leucotrienos, assim como o LTB4, manifestam efeitos pré-inflamatorios :

217-




CAPITULO 11

Material e metodologia experimental



Actividades anti-inflamatéria e antioxidante: Experimental

1. Reagentes quimicos e material biologico

O acido acetilsalicilico, acido araquidénico, acido ascorbico, acido 2-tiobarbiturico,
acido tricloroacético, alopurinol, albumina sérica bovina (BSA), azida sodica, azul de
toluidina, azul de tripano, citocalasina B, dextrano PM: 580, dimetilformamida,
estreptomicina, etilenodiaminotetracetato dissodico (EDTA. Na;), ferricitocromo C,
fosfolipase A; Naja naja, fosfolipase A, de Apis mellifera, galhato de propilo, hematina,
hipoxantina, L-glutamina, lisozima, lipopolissacarido de Escherichia coli, manoalida,
Micrococcus lysodeiktikus, N-formilmetionilleucilfenilalanina (fMLP), N-terbutoxicarboxi-
alanina-p-nitrofeniléster (BOC-Ala-OphNO,), penicilina, peroxido de hidrogénio, RPMI-
1640, saponina, superoxido dismutase, 12-O-tetradacanoilforbol-13-acetato, tetra-hidrofura-
no, tetrametilbenzidina, triptofano, trizma base, tween 80, xantina, xantina oxidase e
zimosano utilizados foram produtos da marca Sigma.

Os acidos cloridrico e acético, metanol, dimetilsulféxido (DMSO), oxalato de amonio
e todos os restantes reagentes quimicos utilizados foram produtos da marca Panreac.

O liquido de cintilagio aquoso Aquasol-2 e o *H-acido oleico foram produtos da firma
NEM-Dupont.

O 2,2’-azo-bis-(2-amidinopropano) (ABAP) foi um produto da firma Park Scientific
Ltd.

A bactotriptona e o extracto de levedura utilizados foram da marca Oxoid.

A estirpe de Escherichia coli utilizada foi a CECT-101 (Coleccion Espafiola de Cepas
Testigos) oferecida pelo Prof. Doutor Uruburu do Departamento de Microbiologia da
Universidade de Valéncia.

O soro bovino fetal utilizado foi um produto da firma Gibco.

As células sanguineas (PMNs, mondcitos e plaquetas) utilizadas foram obtidos a partir
de sangue citratado de dadores sdos procedentes do Centro de transfusdes de Valéncia
(Espanha). Na separag@io destas células utilizou-se Ficoll-Paque, um produto da Pharmacia

Biotech.
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2. Solucdes tampaio e meios de cultura

2. 1. Solucdes tampio fosfato

Tampio KH,PO,-KOH (10 mM) - 1,36 g/L de diidrogenofosfato de potassio.
Ajustou-se o pH a 7,4 pela adig@o de hidroxido de potassio 10 M.

Tampio KH,PO+-KOH (50 mM) - 6,8 g/l de diidrogenofosfato de potassio.
Ajustou-se o pH a 7,4 pela adi¢do de hidroxido de potassio 10 M.

Tampio NaH,PO4-Na,HPO, — 36,7 g/L de diidrogenofosfato de sddio, 6,7 g/L de

hidrogenofosfato dissodico. Ajustou-se o pH a 5,4.

2. 2. Solu¢iio tampao Dulbecco

Tampéo Dulbecco - 8 g/L de cloreto de sddio, 0,2 g/L de cloreto de potassio, 1,15 g/L
de hidrogenofosfato dissodico, 0,2 g/L de diidrogenofosfato de potassio, 0,1 g/L. de cloreto de
magnésio hexaidratado, 0,132 g/L de cloreto de célcio e 1 g/l de D-glucose. Ajustou-se o pH
a74.

2. 3. Solucdes tampio HBSS

Tampio HBSS - 8 g/L de cloreto de sodio, 0,4 g/L. de cloreto de potassio, 0,048 g/L
de hidrogenofosfato dissodico, 0,06 g/L de diidrogenofosfato de potassio, 0,1 g/L. de sulfato
de magnésio, 0,138 g/L de cloreto de célcio e 1 g/L. de D — glucose. Ajustou-se o pH a 7,4.

Tampio HBSS modificado — 8 g/L de cloreto de sodio, 0,4 g/L de cloreto de
potassio, 0,048 g/L. de hidrogenofosfato dissddico, 0,06 g/L de diidrogenofosfato de potassio
e 1 g/L de D-glucose. Ajustou-se o pH até 7,4.

Tampio HBSS modificado concentrado — 80 g/L de cloreto de sodio, 4 g/L de
cloreto de potassio, 0,48 g/L de hidrogenofosfato dissodico, 0,6 g/L de diidrogenofosfato de
potassio e 10 g/L de D-glucose. Ajustou-se o pH até 7,4.
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2. 4. Soluciio tampio PBS

Tampéo PBS - 8 g/L. de cloreto de sodio, 0,2 g/L de cloreto de potassio, 1 g/L de
hidrogenofosfato dissddico e 0,2 g/L. de diidrogenofosfato de potassio. Ajustou-se o pH até
7.4.

2. 5. Solugdes tampao Tris

Tampdo Tris / HCI (S0 mM) - 6 g/L de Trizma base, | mM de EDTA Na,. Ajustou-

-se o0 pH a 7,4 pela adig@o de acido cloridrico 1 M.

Tampéo Tris / HCI (0,1 M) - 12 g/ de Trizma base. Ajustou-se o pH a 7,4 pela

adigd@o de acido cloridrico 1 M.

Tampéo Tris / HCI (0,7 M) — 84 g/L de Trizma base. Ajustou-se o pH a 7,4 pela

adi¢do de acido cloridrico 1 M.

Tampio 1 - Tampdo Tris / HCI (0,1 M), 1 mM de cloreto de calcio, 0,2 % de azida

sodica em agua destilada. Ajustou-se o pHa 7,5.
Tampdo 2 - 0,25 % BSA em tamp@o 1. Ajustou-se o pHa 7,5.

Tampio de lavagem - 10 mM de cloreto de calcio, 0,1 % de BSA e 0,2 % de azida
sodica em tampdo Tris-HCI (0,7 M). Ajustou-se o pH a 8,0.

2. 6. Meios de cultura

Meio de cultura para Escherichia coli - 1 % de bactotriptona, 0,5 % de cloreto de

sodio, 50 mM de diidrogenofosfato de sodio. Ajustou-se o pH entre 5,0 - 5,5.
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3. Animais

Utilizaram-se ratos Wistar (machos) de 200 a 250 g de peso e ratinhos Swiss (machos)

de25a30g.

4, Material e instrumentos

¢ Os ensaios foram efectuados em tubos de polipropileno (Nunc) ou em microplacas

(96 cupulas) de fundo em U (Nunc).

e Na determina¢do da incorporagio *H-acido oleico nas membranas de Escherichia

coli utilizaram-se minicolunas de troca ionica Bond Elut-NH; da firma Varian.

e Nas incubagdes a 37°C e 45°C utilizou-se um banho P-Selecta Tectron S-543
termostatado. As incubagdes a 100° C foram efectuadas num termostato de bloco metélico P-

-selecta.

¢ Na preparagdo dos microssomas hepaticos utilizou-se um homogeneizador Potter.

e Nas centrifuga¢des utilizou-se a centrifuga.P-Selecta Medifriger e a ultracentrifuga

Sorvall RS 28S.

e As determinagbes espectrofotométricas no UV-Vis foram realizadas num
espectrofotometro UV/Vis Perkin Elmer Lambda, em células de plastico ou de quartzo de 1
mL de volume minimo. Nos ensaios realizados em microplacas as leituras foram efectuadas

num leitor de placas Labsystems Multiskan MCC/340.

e Nos ensaios de avaliagdo da actividade inibidora da fosfolipase A; e cicloxigenases

as leituras foram realizadas num cintilometro refrigerado Wallac 1410.
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* Na determinagdo da actividade inibidora das cicloxigenases 1 e 2 quantificaram-se
os niveis de PGE; mediante técnicas de radioimunoensaio (RIA) comercializadas pela AMI

Research Products.

e Na prepara¢do de monocitos utilizaram-se caixas de cultura de tecidos da marca

Nunc, tendo-se utilizado uma estufa (Leec) com atmosfera de CO;.

5. Métodos

5. 1. Ensaios in-vitro

A artocarpesina (78), artelasticina (79), artelastina (80) e artelastocromeno (81) foram
dissolvidos em metanol ou DMSO, de acordo com a respectiva solubilidade, de modo a ser
obtida uma solugio de concentragio 102 M. Em todos os ensaios a concentra¢io maxima da

solugdo estudada foi de 10 uM.

Nos ensaios foram usados quatro grupos de amostras, testados em triplicado, que

foram designados por:

- grupo “Branco”, correspondente a0 minimo de actividade;

- grupo “Controlo”, correspondente ao maximo de actividade;

- grupo “Branco Problema”, diferindo do grupo “Branco”“ pela presenca da
solucdo da flavona e que permitiu minimizar a interferéncia das flavonas no
protocolo experimental;

- grupo “Problema”, diferindo do grupo “Controlo“ pela presenga da solugdo da

flavona e que permitiu estudar o efeito das flavonas na actividade ensaiada.
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5. 1. 1. Captaciio de radicais livres

S. 1. 1. 1. Captacéo do anido superéxido no sistema hipoxantina / xantina

oxidase

Os anides superdxido foram gerados no sistema hipoxantina/xantina oxidase e

protocolo experimental utilizado encontra-se esquematizado na Tabela 32.

Tabela 32 — Protocolo experimental para a avaliagdo da captagdo de anido superéxido no

sistema hipoxantina/xantina oxidase.

Branco Branco Controlo Problema
(1L) Problema (uL)  (uL) (119
Composto - 10 - 10
Solvente* 10 - 10 -—-
EDTA Na; (1 mM) 100 100 100 100
Hipoxantina (100 uM) 10 10 10 10
Ferricitocromo C (100 uM) 100 100 100 100
Tampédo KH2PO4-KOH (50 mM) 800 800 700 700
Agitagdo
Xantina oxidase (66 mU/mL) --- -—- 100 100
Determinagio cinética a 550 nm durante 2 minutos

* DMSO ou metanol, usado na prepara¢do das solugdes das flavonas estudadas

A mistura reaccional continha tampdo KH,PO4KOH (50 mM, pH 7,4), EDTA (1
mM), hipoxantina (100 uM) e ferricitocromo C (100 uM). A reacgio iniciou-se pela adigdo
da enzima xantina oxidase (66 mU/mL), que provocou a geragdo de radicais superoxido ao
oxidar a hipoxantina a acido uUrico. Mediu-se a velocidade de redugio do ferricitocromo C
pelos radicais superoxido mediante a determinagéo cinética do aumento da absorvéncia a 550
nm durante 2 minutos.

Neste ensaio foram realizadas duas provas preliminares: uma para determinar se as
flavonas eram inibidoras da xantina oxidase e outra para detectar se reduziam directamente o

ferricitocromo C. A avaliagdo da influéncia sobre a actividade da xantina oxidase foi
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determinada medindo a formag3o de acido urico a 295 nm, utilizando xantina como
substracto. O protocolo experimental encontra-se esquematizado na Tabela 33. O protocolo
experimental para a avaliagdo da redugdo directa do ferricitocromo C pelas flavonas estudadas

esta indicado na Tabela 34.

Tabela 33 — Protocolo experimental para a avaliagio da inibigdo da xantina oxidase.

Branco Branco Controle  Problema

(uL)  Problema (uL) (L) (nL)
Composto --- 10 --- 10
Solvente* | 10 - 10 -
Xantina oxidase (66 mU/mL) -—- -- 100 100
Tampdo KH,P04-KOH (50 mM) 100 100 --- -

Incubagdo durante 15 minutos a 25°C

EDTA Na; (1 mM) 100 100 100 100
Tampdo KH,P04-KOH (50 mM) 800 800 800 800
Xantina (100 uM) 10 10 10 10

Determinagdo cinética a 295 nm durante 2 minutos

* DMSO ou metanol, usado na preparagio das solugdes das flavonas estudadas

Tabela 34 — Protocolo experimental para a avaliagdo da redugdo directa do ferricitocromo C.

Branco (uL) Controlo (uL)  Problema (uL)
Composto - - 10
EDTANGa; (1 mM) 100 100 100
Hipoxantina (100 uM) 10 10 10
Ferricitocromo C (100 uM) -—- 100 100
Tampdo KH,PO4~-KOH (50 mM) 910 810 800
Determinacio da absorvéncia a 550 nm

5. 1. 1. 2. Captacéo de radical peroxilo

A mistura reaccional contendo tampio KH;P04-KOH (50 mM, pH 7,4), lisozima (68
uM), ABAP (10 mM) e a solugdo da flavona a estudar foi incubada durante 90 minutos a 45
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°C, para facilitar a decomposi¢io do ABAP, com a formagio de radicais peroxilo.
Determinou-se a actividade da lisozima, medindo a diminuigdo da turvagdo de uma suspensdo
de Micrococcus lysodeikticus 0,3 mg/mL em tampdo Dulbecco a 450 nm por determinagio

cinética durante 30 segundos. O protocolo experimental encontra-se esquematizado na Tabela
35.

Tabela 35 — Protocolo experimental para a avaliagdo da captagdo de radical peroxilo.

Branco Branco Controlo  Problema
(L)  problema (L)  (uL) M)
Composto - 5 --- 5
Solvente* 5 — 5 -
Lisozima (68 uM) 450 450 450 450
ABAP (10 mM) - - 50 50
Tampédo KH,PO4-KOH (50 mM) 50 50 --- -—

Incubagdo durante 90 minutos a 45°C
Medi¢do de 50 uL da mistura reaccional
Adicdo de 950 pl de suspensdo de Micrococcus lysodeikticus (0,3 mg/mL)

Determinagdo cinética a 450 nm durante 30 segundos

* DMSO ou metanol, usado na preparagdo das solugdes das flavonas estudadas
Segundo este método, o grupo “Branco” apresentava o maximo de actividade da
lisozima, sendo a diminui¢do de absorvéncia maxima. Pelo contrario, no grupo “Controlo”

esta diminui¢do era muito menor, ja que a enzima era inactivada pelos radicais peroxilo. Se o

compostos em estudo fossem captores de radicais peroxilo, a enzima ndo seria inactivada.

5. 1. 2. Inibicdo da peroxidaciio lipidica em membranas microssomais

O sistema biolodgico utilizado para avaliar o efeito inibidor da peroxidagdo lipidica

pelos compostos em estudo foi a fracgdo microssomal hepatica de rato.
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5. 1. 2. 1. Obtenciio de microssomas hepaticos

Utilizaram-se ratos Wistar macho (200-250 g) em jejum desde o dia anterior,
sacrificados por deslocamento cervical. Extraiu-se o figado, que foi pesado, fragmentado e
lavado com solugdo de KCl (1,15 %). Apos adicdo de uma solugdo de KCI (1,15 %) na
proporgao de trés partes de solugdo por parte de figado, o figado foi homogeneizado (1200
rpm). Centrifugou-se a 12062 g durante 10 minutos a 4°C e recolheu-se o sobrenadante, que
foi submetido a nova centrifugacdo nas mesmas condi¢des. Centrifugou-se o sobrenadante
obtido a 189 560 g durante 40 minutos a 4°C, recolhendo-se o sedimento. Este foi homogenei-
zado e diluido com solugio de KCl de forma a obter-se uma suspensdo cujo volume em mL
fosse igual ao peso inicial de figado. Esta suspensio foi fraccionada em aliquotas de2-3mL

e conservada a -70°C.

5. 1. 2. 2. Inibicio da peroxidacio lipidica induzida por Fe/acido

ascorbico

A suspensdo microssomal foi diluida com uma mistura de tampdo Tris-HC! (0,1M) e
KCl 1,15 %, na proporgdo de 1:2, de modo a obter uma concentragdo final de proteinas de 2
mg/mL (Método de Lowry 33y A peroxidagdo lipidica foi induzida por adigdo de acido
ascorbico (500 pM) e FeSO4 (5 uM) a 900 pL de suspensio microssomal, sendo esta mistura
incubada durante 20 minutos a 37 °C. Apos paragem da reac¢do por adigdo de éacido
tricloroacético (10 %), centrifugou-se a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Recolheu-se 1
mL de sobrenadante e adicionou-se 1 mL de acido tiobarbiturico (0,67 %), aquecendo-se
durante 15 minutos a 100 °C. Apos arrefecimento mediu-se a absorvéncia a 535 nm. O

esquema do protocolo experimental utilizado esta representado na Tabela 36 (pag. 230).
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Tabela 36 — Protocolo experimental para a avaliagio da inibigdo da peroxidagdo lipidica

induzida por Fe** / acido ascorbico.

Branco Branco Controlo (L) Problema (uL)
(uL) problema (uLL)

Suspensido microssomal 900 900 900 900
Tampio Tris HCI/KCI 90 90 30 30
Composto - 10 --- 10
Solvente* | 10 - 10 -
Acido ascorbico

(500 uM) - --- 30 30
FeSO4 (5 uM) - - 30 30

Incubagdo durante 20 minutos a 37°C

TCA (10 %) 1800 1800 1800 1800

Centrifugacdo a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C
Adic¢do de ImL de TBA 0,67 % a 1mL de sobrenadante
Incubagdo durante 15 minutos a 100 °C

Determinacgio da absorvéncia a 535 nm

* DMSO ou metanol, usado na preparagdo das solugdes das flavonas estudadas

5. 1. 3. Estudo das funcées leucocitirias e da libertacio de mediadores em

leucocitos humanos

8. 1. 3. 1. Obtencao de leucécitos PMNs humanos

A 20 mL de sangue citratado adicionou-se igual volume de uma solugdo de dextrano
(2 %) em soro fisiologico (NaCl 0,9 %). Deixou-se em repouso a temperatura ambiente
durante 45 a 60 minutos para facilitar a sedimenta¢do dos eritrocitos. Recolheu-se a fase
superior rica em PMNs e concentrou-se por centrifugagido a 1100 rpm durante 15 minutos a
temperatura ambiente, tendo-se obtido um sedimento ligeiramente contaminado com
eritrocitos. Os eritrocitos contaminantes foram eliminados por lise hipotonica com 45 mL de
agua destilada fria (2 - 4°C) durante 20 a 30 segundos, seguida pela adi¢do de S mL de tampéo

HBSS modificado concentrado. Apoés centrifugago a 1300 rpm durante 10 minutos recolheu-
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-se o sedimento, que foi ressuspendido em 10 mL de tampdo HBSS modificado. No fundo do
tubo com esta suspensdo adicionaram-se 7 mL de Ficoll-Paque com o fim de estabelecer um
gradiente de centrifugacdo adequado para a obtengdo dos PMNs. Posteriormente centrifugou-
-se a 1500 rpm durante 40 minutos a temperatura ambiente. O sedimento celular
ressuspendeu-se em tampdo HBSS para obter uma concentragio de 2,5x10° células/mL. A

viabilidade dos PMNs obtida, mediante a coloragio com azul de tripano, foi superior a 95 %.

5. 1. 3. 2. Inibiciio da libertaciio de elastase por PMNs estimulados por
citocalasina B/fMLP

A 500 pL de uma suspensdo de PMNs (2,5 x 10° células/mL), adicionaram-se as
solugdes das flavonas (10 uM), incubando-se durante 5 minutos a 37 °C. Adicionou-se o pré
indutor citocalasina B (10 uM) repetindo-se a incubag¢do durante 5 minutos a 37 °C. Procedeu-
-se a estimulac@o dos leucocitos com a adigdo do peptido fMLP (10 uM) e incubou-se 10
minutos a 37°C. Com o objectivo de separar a elastase libertada pelos PMNSs centrifugou-se a
3 000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Recolheram-se 250 pul. dos sobrenadantes para micro-
placas, aos quais se adicionou 5 pL do substrato da elastase, 0 BOC-Ala-OPhNO, (200 uM).
Apds uma incubagdo de 20 minutos a 37°C quantificou-se o p-nitrofenol formado por
determinagdo espectrofotométrica a 414 nm. Na Tabela 37 (pag. 232) encontra-se

esquematizado o protocolo experimental utilizado.
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Tabela 37 — Protocolo experimental para a avaliagdo da inibi¢do da libertagdo de elastase por

PMNs estimulados por citocalasina B/fMLP

Branco Branco do Controlo Problema
({139 problema (uL) (nL) (nL)
PMNGs 500 500 500 500
Composto --- 5 - 5
Solvente* 5 - 5 —

Incubagédo durante 5 minutos a 37 °C com agitagdo

Citocalasina B (10 uM) - --- 5 5

Incubag@o durante 5 minutos a 37 °C com agitagdo

fMLP (10 uM) 5 5

Incubagdo durante 10 minutos a 37 °C com agitagio
Centrifugacdo a 3 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C
Medigdo de 250 uL. de sobrenadantes para microplacas
Sobrenadantes 250 250 250 250
BOC-Ala-OPhNO; (200 uM) 5 5 5 5

Incubagéo durante 20 minutos a 37 °C

Determinagio da absorvéncia a 414 nm

* DMSO ou metanol, usado na preparagdo das solucgdes das flavonas estudadas

Neste ensaio realizou-se uma prova preliminar para determinar se as flavonas inibiam
directamente a enzima elastase. Com esse objectivo, procedeu-se a lise dos PMNs com
ultrassons a fim de se libertar o contetido enzimatico. O grau de hidrolise foi comprovado ao
longo do tempo em cdmara de Neubauer, mantendo o tratamento com ultrassons até se
conseguir a lise praticamente total dos PMNs. Mediante centrifuga¢do a 100000 g durante
uma hora a 4 °C, obteve-se um sobrenadante no qual se encontravam varias enzimas,
nomeadamente a elastase. Utilizando o protocolo experimental descrito anteriormente,
ensaiaram-se diferentes dilui¢des do sobrenadante até & obtengdo de uma concentragdo de
elastase similar a libertada pelos PMNs estimulados.

Na Tabela 38 (pag. 233) esquematiza-se o protocolo experimental utilizado para a

avaliac3o da inibig¢do da elastase.
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Tabela 38 — Protocolo experimental para a avalia¢do da inibigio da elastase.

Branco Branco do Controlo Problema
(uL)  problema (uL)  (uL) (uL)
Sobrenadante --- --- 250 250
Composto -—- 2,5 - 2,5
Solvente* 2,5 --- 2,5 -
Tampio HBSS 250 250 - -
BOC-Ala-OPhNO; (200 pM) 5 5 5 5

Incubagdo durante 20 minutos a 37°C

Determinagdo da absorvéncia a 414 nm

* DMSO ou metanol, usado na preparacdo das solucdes das flavonas estudadas

Dispds-se em microplacas, nos pogos “Controlo” e “Problema”, 250 pL da diluigio
do sobrenadante. Prepararam-se amostras “Branco” e “Branco Problema” empregando
tampdo HBSS em vez de sobrenadante. Nas amostras “Problema” adicionou-se 2,5 pL da
solugdo da flavona a estudar, enquanto que nas amostras “Controlo” foi adicionado 2,5 uL do
solvente correspondente tendo-se, em qualquer um dos casos, adicionado 5 pL. de BOC-Ala-
-OPhNO; (200 uM). Apos a incubag@o da placa durante 20 minutos a 37 °C procedeu-se a

leitura da absorvéncia a 414 nm.

S. 1. 3. 3. Inibicdo da libertacio do anido superéxido em PMNs

humanos

Incubou-se a suspensio de PMNs (2,5x10° células/mL) com as solugdes das flavonas
durante 5 minutos a 37 °C com agitagdo. Adicionou-se ferricitocromo C (1 mg/mL)
incubando-se durante 10 minutos a 37 °C. Terminada a incubagdo adicionou-se o agente
estimulante da desgranulagdo leucocitaria 12-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA) (1 uM) e
incubou-se novamente durante 10 minutos a 37 °C. Apos a paragem da reac¢do por imersdo
em banho de gelo, centrifugou-se a 3 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, para eliminar as
células em suspensdo, que poderiam interferir na determinagio espectrofotométrica.

Recolheu-se o sobrenadante e quantificou-se a redugdo do ferricitocromo C pelo anido
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superoxido mediante determinagdo espectrofotometrica a 550 nm. Na Tabela 39 indica-se o

esquema do protocolo experimental seguido nesta determinagio.

Tabela 39 — Protocolo experimental para a avaliagdo da inibi¢do da libertagio de anifio

superdxido em PMNs humanos.

Branco Branco Controlo Problema
(139 Problema (uL) (nL) (nL)
PMNs 1000 1000 1000 1000
Composto - 10 - 10
Solvente* 10 --- 10 -

Incubag@o durante 5 minutos a 37 °C com agitagio

Ferricitocromo C (1 g/mL) 50 50 50 50

Incubagio durante 10 minutos a 37 °C com agitagio

TPA (1 M) 10 10

Incubagdo durante 10 minutos a 37°C
Colocar em banho de gelo durante S minutos
Centrifugacdo a 3 000 rpm / 10 minutos / 4°C

Determinagdo da absorvéncia do sobrenadante a 550 nm

* DMSO ou metanol, usado na preparacdo das solugbes das flavonas estudadas

5. 1. 4. Inibicio da mieloperoxidase de PMNs humanos

5. 1. 4. 1. Obtenc¢do do sebrenadante de PMNs humanos estimulados por

citocalasina B/fMLP

Para a obten¢io de PMNs humanos estimulados com citocalasina B/fMLP incubou-se
uma suspensdo de PMNs (2,5x10° células/mL) com o pré-indutor citocalasina B (10 pM)
durante 5 minutos a 37 °C. Procedeu-se a estimulago dos leucocitos com a adigdo do peptido
fMLP (10 pM) e incubou-se 10 minutos a 37 °C. Centrifugou-se a 3 000 rpm durante 10
minutos a 4 °C e separou-se por decantagdo o sobrenadante, no qual se encontravam varias

enzimas, entre estas a mieloperoxidase.
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5. 1. 4. 2. Inibi¢Ao da mieloperoxidase

Nos pogos de uma microplaca juntou-se o sobrenadante rico em mieloperoxidase,
tampdo PBS, tampdo NaH,PO4/Na,HPO, e H;0; (0,013 %). Apos uma incubagdo de 5
minutos a 37°C, adicionou-se como substrato da mieloperoxidase uma solugdo de
tetrametilbenzidina (18 mM) em dimetilformamida 8%. Incubou-se novamente durante 3
minutos a 37°C e adicionou-se acetato sodico (1,97 M, pH 3), com o objectivo de parar a
reac¢io e diminuir a turvagio. A actividade enzimatica foi determinada
espectrofotometricamente a 620 nm. Na Tabela 40 esquematiza-se o protocolo experimental

deste ensaio.

Tabela 40 — Protocolo experimental para a avaliagdo da inibi¢do da mieloperoxidase.

Branco (uL) Branco Controlo  Problema

Problema (nL) (uL) (uL)
Composto - 2,5 - 2,5
Solvente* 2,5 --- 2,5 --
Sobrenadante --- -—- 50 50
Tampéo PBS 100 100 100 100
Tampdo NaH,PO4-Na;HPO4 75 75 75 75
H,0, (0,013 %) 20 20 20 20

Incubag¢do durante 5 minutos a 37 °C

Tetrametilbenzidina (18 mM) 20 20 20 20

Incubag¢io durante 3 minutos a 37°C
Paragem da reacgdo com 30 pl de acetato de sodio (1,97 M, pH 3)

Determinagio da absorvéncia a 620 nm

* DMSO ou metanol, usado na preparagdo das solugdes das flavonas estudadas
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5. 1. 5. Mediadores lipidicos
3. 1. 5. 1. Inibi¢do da fosfolipase A,

O método adoptado baseou-se na incorporagio de acido oleico tritiado nas membranas
de Escherichia coli. Uma vez incorporado o acido oleico, em presenga dos compostos a
estudar e das enzimas fosfolipase A, de serpente Naja naja (0,1 UL/ 10 pl) e de abelha Apis
mellifera (0,005 UI / 10 pl) avaliou-se a capacidade de inibi¢do de ambas as enzimas pelas

flavonas.

5. 1. 5. 1. 1. Obtencdo de culturas de Escherichia coli em fase

exponencial de crescimento

A 60 mL de meio de cultura para Escherichia coli adicionou-se 10 yl. de uma
suspensdo de E. coli CECT-101 (conservada em glicerol a 20 % e a —70 °C). Incubou-se
durante aproximadamente 10 horas a 37 °C tendo-se, posteriormente, medido a absorvéncia a
550 nm. Esta incuba¢do foi mantida até se obter uma absorvéncia entre 0,25 e 0,30,

correspondente a fase exponencial de crescimento.

5. 1. 5. 1. 2. Incorporagiio de *H-4cido oleico nas membranas de

Escherichia coli

A 1 mL da cultura de Escherichia coli preparada como descrito em 5. 1. 5. 1. 1.
adicionaram-se 19 mL de meio de cultura para E. coli e 20 uL de *H-acido oleico (actividade
inicial de 1 mCi / 0,2 mL), de forma a obter 50 uCi de *H-acido oleico por cada 10 mL de
meio. Incubou-se durante 6 a 8 horas em banho a 37 °C, com agitagdo, até se obter uma
absorvéncia entre 0,8 ¢ 1 a 550 nm. Uma vez atingido o final da fase exponencial de
crescimento, a cultura foi centrifugada a 1500 g/ 10 min / 4 °C. O sobrenadante foi rejeitado e
o sedimento foi lavado com cerca de 20 mL de tampio de lavagem, para eliminar o 3H-4acido
oleico livre. Centrifugou-se novamente e ressuspendeu-se o sedimento em igual volume de

NaCl 0,9 %. Por altimo a suspensdo de Escherichia coli, contendo membranas com 3H-4acido
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oleico incorporado, foi esterilizada em autoclave durante 30 minutos e apos o seu

arrefecimento foi adicionada azida sodica a 0,2 % para prevenir a contaminacéo.

5. 1. 5. 1. 3. Calculo da incorporagiio de *H-dcido oleico nas

membranas

Para avaliar a incorporagio de *H-4cido oleico nas membranas bacterianas utilizaram-
-se minicolunas de troca i6nica Bond Elut-NH,, que permitiram separar os lipidos com
*H-4cido oleico incorporado em trés fracgdes:

- Fracgfio 1: triglicéridos correspondentes a frac¢do neutra ndo retida nas colunas;

- Fracgdo 2: acidos gordos correspondentes a fracgdo acida;

- Fracgdo 3: fosfolipidos correspondentes a fracgdo basica.

Para obter estas trés fracgGes seguiu-se o seguinte protocolo:

As minicolunas foram lavadas inicialmente com 500 uL de tetra-hidrofurano (THF) e
posteriormente com 500 uL de solugdo de THF:H,0 (19:1). Apés esta lavagem fez-se passar
através das minicolunas a suspensdo de Escherichia coli em THF (100 pL de suspensdo de F.
coli preparada como descrito em 5. 1. 5. 1. 2. em 900 pL. de THF), recolhendo-se a fracgdo 1.
As fracgdes 2 e 3 foram obtidas por elui¢do das colunas com misturas de THF e acido acético
glacial (49:1) e de metanol : amoniaco 0,91 % (19:1), respectivamente.

As fracgdes 1, 2 e 3 adicionou-se 2 mL de liquido de cintilagdo e procedeu-se a
contagem da emissdo B do tritio em cintilémetro. A incorporagdo de *H-acido oleico nos

fosfolipidos obtida deveria ser superior a 95 %.
5.1.5. 1. 4. Inibicdo da PLA,

Incubaram-se as solu¢des das flavonas com 10 pL fosfolipase A; e 250 uL tampdo 1
durante 5 minutos a 37 °C. Posteriormente adicionaram-se 10 pul. de membranas de
Escherichia coli com *H-acido oleico incorporado e incubou-se durante 15 minutos a 37 °C.
Apos a precipitagdo das membranas por adi¢do de 100 puL de tampio 2, centrifugou-se a 3 000
rpm / 10 minutos / 4°C. Por ultimo, decantaram-se os sobrenadantes em tubos de cintilagdo,
aos quais se adicionou 2 mL de liquido de cintilagdo para proceder a contagem. Na Tabela 41

(pag. 238) encontra-se esquematizado o protocolo experimental utilizado.
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Tabela 41 — Protocolo experimental para a avaliagdo da inibi¢do das PLA; de Naja naja e

Apis mellifera.
Branco Branco Controlo Problema
(nL) Problema (L) (nL) (»L)
Composto --- 25 - 2,5
Tampéo 1 250 250 250 250
PLA; --- --- 10 10
Incubagio durante 5 minutos a 37 °C
Membranas de E. coli 10 10 10 10
Incubagdo durante 15 minutos a 37 °C
Tampdo 2 100 100 100 100

Centrifugacdo 3 000 rpm / 10 minutos / 4°C

Decantagdo e adigdo de 2 mL de liquido de cintilago

Leitura em contador

Antes da determinagdo da actividade das flavonas sobre a fofolipse A, realizaram-se
ensaios para verificar se o solvente (DMSO ou metanol) utilizado na preparagdo das solugées
das flavonas interferia com o protocolo experimental. Com este objectivo usaram-se dois
grupos de amostras:

- grupo “Branco do solvente”, preparado do mesmo modo que o grupo “Branco”
com a excep¢do da adigdo no primeiro caso de 2,5 pul de solvente a 250 pL de
tamp@o 1, antes da primeira incubag@o;

- grupo “Controlo com solvente”, preparado do mesmo modo que o grupo
“Controlo” com a excepgdo da adi¢do no primeiro caso de 2,5 uL de solvente a

250 pL de tampdo 1 e 10 pL de fosfolipase A, antes da primeira incubagéo.

5. 1. 5. 2. Inibicao da cicloxigenase 1

Utilizou-se como fonte de COX-1 microssomas de plaquetas humanas preparadas

segundo o protocolo que se apresenta a seguir.
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3. 1. 8. 2. 1. Preparaciio de microssomas de plaquetas humanas

Para a obtengdo de plaquetas partiu-se de um volume de sangue humano citratado e
adicionaram-se quatro volumes de soro fisiologico. Realizou-se uma primeira centrifugagio a
1100 rpm durante 20 minutos, com o objectivo de eliminar os eritrocitos € os leucdcitos. Apés
a separagdo do sobrenadante, este foi novamente centrifugado a 3 400 rpm durante 10 minutos
para separar o plasma, obtendo-se um sedimento rico em plaquetas. Os eritrdcitos
contaminantes foram lisados, deixando em repouso o sedimento com uma mistura de tampio
tris HC1 (50 mM, pH 7,4) e oxalato de amoénio 2 % (1:20), durante 5 minutos. Apos
centrifugagdo a 3 400 rpm durante 10 minutos separou-se o sedimento, que foi ressuspendido
em 15 mL de tampdo tris HC1 (50 mM, pH 7,4) e submetido a tratamento no ultrassons
durante 20 segundos a 4 °C. Esta suspensdo foi posteriormente centrifugada a 15 000 g duran-
te 20 minutos a 4 °C recolhendo-se o sobrenadante, que foi novamente centrifugado a 10 000
g durante 100 minutos a 4 °C. O sedimento obtido foi suspenso em cerca de 15 mL de tampdo

tris HC1 (50 mM, pH 7,4) de forma a obter uma suspensio de microssomas ricos em COX-1.

S. 1. §. 2. 2. Inibi¢do da COX-1

A suspensio de microssomas na concentragdo de 20 pg de proteinas/100 pL,
determinada pelo método de Lowry 23 foi incubada durante 30 minutos a 37 °C, com acido
araquidénico (5 uM) e as solugdes das flavonas, na presen¢a de hematina (4 uM) e triptofano
(1 mM). A reacgdo foi parada por incubag¢do durante 5 minutos a 90 °C, tendo sido todas as
amostras centrifugadas a 10 000 g durante 15 minutos a 4°C. Recolheram-se os sobrenadantes
e conservaram-se a —75 °C até posterior determinacdo dos niveis de PGE,, mediante uma
técnica de RIA utilizando um kit comercial **. O protocolo experimental adoptado estd

esquematizado na Tabela 42 (pag. 240).
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Tabela 42 — Protocolo experimental para a avaliagdo da inibi¢do da COX-1.

Branco Branco Controlo Problema
(719 Problema (uL) (nL) (kL)
Composto -— 1 — 1
Solvente* 1 -—- 1 —
Hematina (4 uM) 10 10 10 10
Triptofano (1 mM) 5 5 5 5
Microssomas (20 pg/100 pL) 80 80 80 80
Acido araquidénico (5 uM) - - 5 5

Incubagdo durante 30

minutos a 37 °C

Incubagio durante 5 minutos a 90 °C
Centrifugagio a 10000 g /15 minutos / 4 °C

Recolha do sobrenadante para a posterior determinagdo de PGE,

* DMSO ou metanol, usado na preparagio das solugdes das flavonas estudadas

5. 1. 8. 3. Inibicéo da cicloxigenase 2

Utilizou-se como fonte de COX-2 microssomas de monocitos humanos preparados

segundo o protocolo que se apresenta a seguir.

5. 1. 5. 3. 1. Preparacio de microssomas de mondcitos humanos

A 20 mL de sangue citratado adicionou-se igual volume de uma soluc¢@o de dextrano
(2 %) em soro fisiologico (NaCl 0,9 %). Deixou-se em repouso a temperatura ambiente
durante 45 a 60 minutos para facilitar a sedimentagdo dos eritrocitos. Recolheu-se a fase
superior rica em leucocitos e concentrou-se por centrifugagdo a 1200 g durante 10 minutos a 4
°C, tendo-se obtido um sedimento ligeiramente contaminado com eritrocitos. Os eritrocitos
contaminantes foram eliminados por lise hipotonica com 45 mL de agua destilada fria (2 -
4°C) durante 20 a 30 segundos, seguida pela adi¢do de 5 mL de tampdo HBSS modificado
concentrado. ApOs centrifugagdo a 1400 g durante 10 minutos recolheu-se o sedimento, que

foi ressuspendido em 10 mL de tampdo HBSS modificado. No fundo do tubo com esta
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suspensdo adicionaram-se 7 mL de Ficoll-Paque com o fim de estabelecer um gradiente de
centrifugacdo adequado para a separagio de mondcitos e linfocitos. Posteriormente
centrifugou-se a 400 g durante 40 minutos a 20 °C e separou-se o sedimento rico em
monocitos ¢ linfocitos. Este foi ressuspendido em meio de cultura RPMI-1640 (pH 7,4)
contendo 10 % de soro bovino fetal, 2 mM de L-glutamina, 50 U/mL de penicilina e 50
ug/mL de estreptomicina até se obter uma densidade celular de 107 células/mL. As células
foram incubadas em caixas de cultura de tecidos 60/15 mm e deixadas a aderir durante 2
horas a 37 °C em estufa de CO, (5 %). Apoés este periodo as células nio aderentes foram
removidas por aspiragdo do meio seguida de duas lavagens com 1 mL de RPMI-1640. As
células aderentes obtidas corresponderam a pelo menos 90 % da populagio de monocitos.
Estas células foram posteriormente ressuspendidas em RPMI-1640 contendo 300 uM de acido
acetilsalicilico e foram incubadas a 37 °C durante 2 horas. Os monocitos foram lavados duas
vezes, ressuspendidos em RPMI-1640 com soro bovino fetal (10 %) e incubados com
lipopolissacarido de E. coli (10 pug /mL) a 37 °C durante 24 horas. Apds esta incubagio
seguiu-se a centrifugagdo dos monocitos, os quais foram submetidos a tratamento em

ultrassons a 4 °C e centrifugados a 100 000 g durante 100 minutos a 4 °C.
5. 1. 5. 3. 2. Inibicio da COX-2

O método experimental utilizado foi semelhante ao referido para a inibigdo da COX-1,
utilizando-se como fonte de enzima uma suspensdo de microssomas de monocitos humanos
(40 pg/100 pL). Na Tabela 43 (pag. 242) representa-se o protocolo experimental utilizado

neste ensaio.
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Tabela 43 ~ Protocolo experimental para a avalia¢do da inibigdo da COX-2.

Branco Branco Controlo Problema
(L)  Problema (uL)  (uL) (LL)
Composto --- 1 --- 1
Solvente* 1 - 1 —
Hematina (4 uM) 10 10 10 10
Triptofano (1 mM) 5 5 5 5
Microssomas (40 pg/100 pl) 80 80 80 80
Acido araquidonico (5 uM) - - 5 5

Incubagdo durante 30

minutos a 37 °C

Incubagdo durante 5 minutos a 90 °C

Centrifugagio a 10000 g /15 minutos / 4 °C

Recolha do sobrenadante para a posterior determinagdo de PGE,

* DMSO ou metanol, usado na preparagdo das solugSes das flavonas estudadas

5. 2. Ensaios in-vivo: Modelo de “bolsa de ar em ratinho”

Utilizaram-se ratinhos machos de raga Swiss (25-30g) que foram distribuidos
aleatoriamente em 3 lotes de seis animais: o lote “Branco”, o lote “Ceontrolo” e o lote
“Problema”.

Injectou-se no dorso dos animais um volume de 10 mL de ar estéril. Trés dias depois,
reinsuflou-se a bolsa com 5 mL de ar estéril e, ao sexto dia da injecg@o inicial, administrou-se
na bolsa dos ratinhos do lote “Controlo” 1 mL de uma solugio de zimosano em soro
fisiologico a 1%, contendo 1% de DMSO usado como solvente na preparagdo da solugdo do
artelastocromeno (80). Simultaneamente foi injectada na bolsa dos ratinhos do lote “Branco”
uma solugdo em soro fisiologico a 1% do mesmo solvente (1 mL/ratinho) e na bolsa dos
ratinhos do lote “Problema” 1 mL de uma mistura da solugdo de artelastocromeno (80) (0,1
umol/mL) com zimosano 1% em soro fisioldgico.

Apds quatro horas sacrificaram-se os animais por deslocamento cervical e recolheu-se
o exsudado contido nas bolsas com 1 mL de soro fisiolégico. Com o objectivo de avaliar a

migragio leucocitaria efectuou-se a contagem dos PMNSs.
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Posteriormente, centrifugou-se o exsudado das bolsas a 3 000 rpm durante 10 minutos
a 4°C, recolhendo-se o sobrenadante, o qual foi conservado a —-70 °C para posterior

determinag@o dos niveis de mieloperoxidase ¢ PGE;.

5. 2. 1. Inibiciio da migrac¢do leucocitaria

A 9,9 mL de azida sédica 1% em soro fisiologico adicionou-se 100 pl de saponina,
para lisar os eritrocitos, e 20 uL (no lote “Branco”) ou 10 pl (nos lotes “Controlo” e
“Problema”) de exsudado de bolsa. Procedeu-se a leitura em Coulter Counter e expressou-se

a migrag@o em percentagem em relag@o ao lote “Controlo”.

5. 2. 2. Inibicéo da libertacio de mieloperoxidase

O método utilizado foi semelhante ao da avaliagdo da inibi¢do da mieloperoxidase
pelas flavonas estudadas, descrito em 5. 1. 4. 2. (pag. 235). Nesta determinagdo as solugdes
das flavonas e o sobrenadante com mieloperoxidase foram substituidos pelo sobrenadante

obtido por centrifugagdo do exsudado das bolsas.

5. 2. 3. Inibicéo da libertacio de PGE;

Determinou-se a libertagdo de PGE; mediante uma técnica de RIA, utilizando um kit

comercial 24,

6. Analise estatistica e expressio dos resultados

Os resultados foram expressos sob a forma de média + desvio médio padrdo, tendo
sido submetidos a tratamento estatistico segundo o método de “t” de Dunnett para
comparagdes multiplas. Este permitiu comparar os resultados médios obtidos para os varios
grupos “Problema” com o grupo “Controlo” testado em simultidneo, considerando o erro
associado a comparagdes multiplas. A diferenca dos resultados obtidos entre o grupo

“Problema” e o grupo “Controlo” foi considerada:
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- significativa (*) quando o valor de “t” obtido foi maior que o indicado em tabelas
para uma margem de confianga de 95% (p<0,05),

(7%
t

- muito significativa (**) quando o valor de “t” obtido foi maior que o indicado em
tabelas para uma margem de confianga de 99 % (p<0,01);

- ndo significativa (n. s.) quando o valor de “t” obtido foi menor que o indicado em

tabelas para uma margem de confianga de 95 % (p>0,05).

A percentagem de inibi¢io (ou de captagdo de radicais livres) foi calculada
comparando a diferenga dos valores obtidos entre os grupos “Problema” e¢ “Branco
Problema” com a diferenga dos valores entre os grupos “Controlo” e “Branco”,
considerando que a esta ultima correspondia 0 % de inibigio.

As flavonas que apresentaram percentagens de inibi¢do superiores a 50 %, a
concentragio de 10 uM, foram ensaiados posteriormente a concentragbes menores € a
concentragdo de 100 uM, a fim de se determinar a concentra¢do que inibia 50 % da actividade
estudada (Clso). Este calculo efectuou-se mediante a extrapolagdo da recta de regressdo dos
minimos quadrados, representando a percentagem de inibi¢do frente ao logaritmo das
concentragdes molares. Estas Clso foram expressas acompanhadas das margens de confianga

de 95 %.
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1. Ensaios in-vitro
1. 1. Captagio de radicais livres
1. 1. 1. Captaciio do anido superéxido no sistema hipoxantina / xantina oxidase
Os resultados da avaliag@io da actividade captora de anido superoxido, representados
pela variagdo das absorvéncias por minuto (AA/min) e respectivas percentagens de captagio,

encontram-se na Tabela 44.

Tabela 44 - Actividade das flavonas na captagdo de anido superdxido no sistema hipoxantina

/ xantina oxidase.

~ AA/min (550 nm) % Captacio
Controlo 0,159 £ 0,009 ---
Artocarpesina (78) 0,075 £ 0,008 ** 52,8 +£0,5%*
Artelasticina (79) 0,132 + 0,008 * 17,0+0,1*
Artelastina (80) 0,122 £ 0,005 * 23,3 +0,2*
Artelastocromeno (81) 0,132 £ 0,007 * 17,0 £ 0,1*

Resultados de seis determinagdes expressos como Média + desvio padrdo médio; Galato de propilo a 10 pM,
controlo positivo, % de inibi¢do = 12,1 £ 0,1; “t” de Dunnette; ** p<0,01, *p<0,05.

Todas as flavonas estudadas a concentragio de 10 puM mostraram diminuir a
velocidade de redugdo do ferricitocromo C a ferrocitocromo C, sugerindo uma actividade
captora de anido superoxido. A artelasticina (79), artelastina (80) e artelastocromeno (81)
revelaram uma fraca actividade captora de anio superoxido, com percentagens de captagio
que variaram entre 17 + 0,1 e 23,3 + 0,2 %, enquanto que a artocarpesina (78) mostrou uma
actividade moderada (% captagdo = 52,8 + 0,5). Uma vez que esta actividade poderia ser
devida 4 inibi¢do da xantina oxidase ou a redugdo do ferricitocromo C pelas flavonas avaliou-
-se uma possivel interferéncia destes compostos no desenvolvimento da reac¢do. Nas Tabelas
45 (pag. 248) e 46 (pag. 248) apresentam-se os resultados do estudo da redugdo do

ferriciticromo C e da inibigdo da xantina oxidade pelas flavonas estudadas.
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Tabela 45 — Efeito das flavonas sobre a redugio do ferricitocromo C.

Absorvéncia (550 nm)
Controlo 1,158 £ 0,002
Artocarpesina (78) 1,129 £ 0,010 (n. s.)
Artelasticina (79) 1,200 + 0,004 (n. s.)
Artelastina (80) 1,189 + 0,009 (n. s.)
Artelastocromeno (81) 1,226 + 0,005 (n. s.)

Resultados de 6 determinagdes expressos como Média + desvio padrio médio; “t” de Dunnette: n. s. = ndo
significativo, p>0,05.

A diferenga entre as absorvéncias obtidas com as flavonas e com o “Controlo” nio foi
significativa (p>0,05), podendo-se concluir que nenhuma destas flavonas reduziu

directamente o ferricitocromo C.

Tabela 46 — Actividade das flavonas sobre a xantina oxidase.

AA/min (295 nm) % Inibicao
Controlo 0,104 £ 0,005 -
Artocarpesina (78) 0,050 + 0,001** 51,9 £ 0,4**
Artelasticina (79) 0,086 + 0,003* 17,3 £1,9*
Artelastina (80) 0,082 + 0,003* 21,2 +3,1*
Artelastocromeno (81) 0,089 £ 0,004 (n. s.) 144+24(n.s)

Resultados de 6 determinagles expressos como Média + desvio médio padrio; Alopurinol a 10 pM, controlo
positivo, % de inibigdo = 96,1 £0,3; “t” de Dunnette: **p<0,01; *p<0,05; n. s. = ndo significativo, p>0,05.

A artocarpesina (78) revelou ser uma forte inibidora da enzima xantina oxidase (%
inibi¢do = 51,9 + 0,4) apresentando, no entanto, uma actividade consideravelmente menor que
a do alopurinol a mesma concentragdo (% de inibi¢do = 96,1 + 0,3), um composto de
referéncia usado no tratamento das hiperuricémias. Comparando os resultados obtidos para a
inibi¢do da xantina oxidase com os obtidos para a captagdo de anido superoxido verificou-se
que, para todas as flavonas, os resultados da avaliagio da actividade captora do anido
superoxido resultavam da inibi¢do da xantina oxidase, podendo-se concluir pela auséncia de

actividade captora deste radical.
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1. 1. 2. Captacéo de radical peroxilo

No estudo da captagdo de radicais peroxilo, gerados por decomposigio térmica do
ABAP, foi avaliada a inibigio da inactivagdo da lisozima produzida por este radical. Os
resultados obtidos, representados pela variagdo das absorvéncias por minuto (AA/min), estio

apresentados na Tabela 47.

Tabela 47 — Actividade das flavonas sobre a captagdo de radical peroxilo.

AA/min (450 nm)
Controlo 0,234 £ 0,008
Artocarpesina (78) 0,229 £ 0,011 (n. s.)
Artelasticina (79) 0,246 + 0,008 (n. s.)
Artelastina (80) 0,238 £ 0,007 (n. s)
Artelastocromeno (81) 0,265 £ 0,004 (n. s.)

Resultados de 6 determinages expressos como Média + desvio médio padrio; “t” de Dunnette: n. s. = ndo
significativo, p>0,05.

Comparando os resultados obtidos para o “Controlo” com os obtidos para cada uma
das flavonas estudadas concluiu-se que nenhuma das flavonas apresentou, a concentragio de

10 uM, actividade captora de radicais peroxilo significativa (p>0,05).
1. 2. Inibi¢do da peroxidacfo lipidica em membranas microssomais
Escolheu-se como sistema indutor da peroxidagdo lipidica o sistema ndo enzimatico
Fe¥'/acido ascorbico. Uma vez induzida a peroxidagdo lipidica, os seus niveis foram

determinados pelo método espectrofotométrico do acido tiobarbittrico. Os resultados obtidos

estdo indicados na Tabela 48 (pag. 250).
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Tabela 48 — Actividade das flavonas sobre a peroxidagdo lipidica induzida por Fe**/acido

ascorbico.
Absorvéncia (535 nm) % Inibicio
Controlo 0,368 + 0,001 ---
Artocarpesina (78) 0,317 £ 0,005* 13,9 £1,3*
Artelasticina (79) 0,327 £0,013 (n. s.) 11,1 £3,2(n. s)
Artelastina (80) 0,269 £ 0,021** 26,9 £ 5,7**
Artelastocromeno (81) 0,330 £ 0,009 (n. s.) 10,3+2,7(n. s)

Resultados de seis determinagdes expressos em Média + desvio médio padrdo; Galato de propilo a 10 puM,
controlo positivo, % de inibigio = 93,1 + 4,7; “t” de Dunnette: ** p<0,01; *p<0,05; n s = nfo significativo,
p>0,05.

Tal como demonstra a tabela anterior nenhuma das flavonas, & concentragio de 10
uM, revelou uma forte inibigio da peroxidagio lipidica. Entre as flavonas estudadas a
artelastina (80) foi a que mostrou maior capacidade para inibir a peroxidagio em microssomas
hepaticos, apresentando uma percentagem de inibi¢gdo muito inferior (% Inibi¢do = 26,9 + 5,7)
a do galato de propilo (% de inibigdo = 93,1 £ 4,7), usado a mesma concentragio como

controlo positivo.

1. 3. Estudo das fung¢des leucocitiarias e da libertacio de mediadores em leucdcitos

humanos

1. 3. 1. Inibi¢&o da libertacdo de elastase por PMNs estimulados por citocalasina
B/fMLP

Os resultados da avaliacdo da actividade da artocarpesina (78), artelasticina (79),
artelastina (80) e artelastocromeno (81) sobre a libertacdo e a actividade da elastase de PMNs
estimulados por citocalasina B/fMLP estdo representados nas Tabelas 49 (pag. 251) e 50 (pag.
251).
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Tabela 49 — Actividade das flavonas sobre a libertagdo da elastase em PMNs estimulados por
citocalasina B/fMLP

Absorvéncia (414 nm) % Inibicio
Controlo 0,198 + 0,003 ---
Artocarpesina (78) 0,224 £ 0,006 (n. s.) O(n.s)
Artelasticina (79) 0,175 + 0,008 (n. s.) 11,6+23 (n. )
Artelastina (80) 0,212 £ 0,011 (n. 8.) 0(n.s.)
Artelastocromeno (81) 0,220 £ 0,006 (n. s.) O0(n.s.)

Resultados de 6 determinagfes expressos como Média + desvio médio padrdo; “t” de Dunnett: n.s. = ndo
significativo, p>0,05.

Tabela 50 — Actividade das flavonas sobre a elastase

Absorvéncia (414 nm) % Inibicio
Controlo 0,234 £ 0,019 ---
Artocarpesina (78) 0,224 £ 0,016 (n. s.) 43+23(ns)
Artelasticina (79) 0,215+0,014 (n. s.) 8,1+23(n.s)
Artelastina (80) 0,247 £ 0,008 (n. s.) O(n.s)
Artelastocromeno (81) 0,205 £0,011 (n. s.) 12,4+23 (n.s.)

Resultados de 6 determinag8es expressos como Média + desvio médio padrdo; “t” de Dunnett: ns. = ndo
significativo, p>0,05.

As percentagens de inibi¢do obtidas nestas determinagdes levaram a concluir que as
flavonas, a concentragdo de 10 UM, ndo inibiram significativamente (p>0,05) a libertagdo
desta enzima, nem a sua actividade. A percentagem maxima de inibi¢do conseguida para a
libertagdo de elastase foi de apenas 11,6 + 2,3 % para a artelasticina (79). Para a inibi¢do da
actividade da elastase foi também apenas conseguida uma inibi¢gdo maxima de 12,4 £ 2.3 %

para o artelastocromeno (81).

1. 3. 2. Inibicéio da libertacdo de anido superéxido em PMNs humanos

O efeito das flavonas sobre a geragdo do anido superoxido em PMNs humanos

estimulados por TPA esta representado na Tabela 51 (pag. 252).
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Tabela 51 — Actividade das flavonas na libertagio de anido superéxido em PMNs humanos.

Absorvéncia (550 nm) % Inibicio
Controlo 1,286 + 0,006 ---
Artocarpesina (78) 1,169 + 0,009 * 9,1 +£0,7*
Artelasticina (79) 0,943 + 0,032%* 26,7 +2,5%*
Artelastina (80) 1,158 +0,016* 9.9 + 1,4*
Artelastocromeno (81) 1,242 £ 0,046 (n. s.) 34+24(n.s)

Resultados de seis determinages expressos como Média + desvio médio padrio; Superdxido dismutase 25 pg /
mL, controlo positivo, % de inibigdo = 95,1 * 1,3; “t” de Dunnett: ** p<0,01; * p<0,05; n.s. = ndo significativo,
p>0,05

A artocarpesina (78), artelasticina (79) e artelastina (80) apresentaram um ligeiro
efeito inibidor da libertagdo do anido superéxido por PMNs humanos (9,1 + 0,7 < % Inibi¢do
< 26,7 + 2,5) que, embora significativo, (p<0,05 e p<0,01) mostrou ser muito inferior ao
obtido para a superoxido dismutase, usada como controlo positivo. Pelo contrario, o

artelastocromeno (81) ndo revelou inibir significativamente (p>0,05) a gera¢do deste anido.
1. 4. Inibicdo da mieloperoxidase de PMNs humanos

Os resultados da avaliagdo das flavonas sobre a mieloperoxidase, representados sob a

forma de percentagem de inibi¢@o, encontram-se na Tabela 52.

Tabela 52 — Actividade das flavonas sobre a mieloperoxidase.

% Inibi¢io
Artocarpesina (78) 26,9 + 1,2**
Artelasticina (79) 17,5 £ 0,7**
"Artelastina (80) 13,6 £ 1,4**
Artelastocromeno (81) 64,3 + 1,4**

Resultados de 6 determinagdes expressos como Média + desvio médio padrio; “t” de Dunnett: **p < 0,01

Todas as flavonas estudadas inibiram significativamente (p<0,01) a mieloperoxidase.

A artocarpesina (78), artelasticina (79) e artelastina (80) mostraram ser fracos inibidores,
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tendo apresentado percentagens de inibi¢@o entre 13,6 + 1,4 e 26,9 + 1,2 %, enquanto que o
artelastocromeno (81) mostrou ser um potente inibidor desta enzima (% Inibigdo = 64,3 +
1,4).

Com o objectivo de calcular a concentragdo de artelastocromeno (81) que provocava
50 % de inibigio da actividade da mieloperoxidase (Cls) repetiu-se o ensaio para outras

concentragdes. Os resultados destes ensaios estdo resumidos na Tabela 53.

Tabela 53 - Efeito da concentragdo na inibi¢gdo da mieloperoxidase pelo artelastocromeno
(81).

Concentragio (uM) % Inibi¢do
100 81,2 £4,5**
10 64,3 £ 1,4**
1 53,3+2,1**
0,1 39,7 + 3,9%*

Resultados de 6 determinagdes expressos como Média + desvio médio padrio; “t” de Dunnette: **p <0,01.

A actividade inibidora do artelastocromeno (81) sobre a mieloperoxidase mostrou ser

dependente da concentragio, tendo-se obtido um valor de Clso de 0,6 £ 0,9 uM. De salientar
que mesmo a concentracdo de 0,1 uM ainda se detectou uma inibigdo significativa (p<0,01)

da actividade desta enzima (% Inibigdo = 39,7 + 3,9).

1. 5. Mediadores lipidicos

1. 5. 1. Inibi¢iio da fosfolipase A;

.....

secretoras, PLA, de abelha Apis mellifera ¢ PLA; de veneno de serpente Naja naja. Os
resultados obtidos, expressos em cintilagdes por minuto (cpm) e respectivas percentagens de

inibi¢do, estdo descritos nas Tabelas 54 (pag. 254) e 55 (pag. 254).
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Tabela 54 — Actividade das flavonas sobre a fosfolipase A, de Apis millefera.

cpm % Inibicdo
Controlo 11390,3 +263,8 -
Artocarpesina (78) 9256,3 £293,3** 18,7 £2,6**
Artelasticina (79) 9047,4 £ 576,9** 20,6 £ 1,9**
Artelastina (80) 9231,3 £197,6** 19,0 £ 1,8**
Artelastocromeno (81) 9585,2 £ 195,6** 15,8 £1,5**

‘Resultados de 6 determinagSes expressos como Média + desvio médio padrio; manoalida 10 uM, controlo
positivo, % de inibi¢do = 62,5 £ 3,8 %**, “t” de Dunnett: ** p<0,01.

As quatro flavonas isopreniladas revelaram uma actividade inibitoria significativa
(p<0,01) sobre a PLA; de Apis mellifera, a concentragdo de 10 pM (15,8 + 1,5 < % Inibigdo <
20,6 + 1,9). No entanto, esta actividade foi consideravelmente menor que a do composto

usado como controlo positivo, a manoalida (% Inibigdo = 62,5 + 3,8).

Tabela 55 — Actividade das flavonas sobre a fosfolipase A; de Naja naja.

cpm % Inibicao
Controlo 11610,7 £ 136,8 -
Artocarpesina (78) 11137,3 £161,6 (n. s.) 41+£1,6(n.s)
Artelasticina (79) 11572,3 £ 1958 (n. s.) 03+1,0(n.s)
Artelastina (80) 11615,1 £205,2 (n. s.) 0(n. s)
Artelastocromeno (81) 11267,0 £ 94,5 (n. s.) 30x1,4(n.s)

Resultados de 6 determinagdes expressos como Média + desvio médio padrdo; “t” de Dunnett: n. s. = nfo
significativo, p>0,05. ’

A observagio dos resultados indicados na Tabela 55 levou a concluir que nenhuma das
flavonas estudadas inibiu significativamente (p>0,05) a actividade da PLA; de Ngja naja, a

concentragdo de 10 uM.
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1. 5. 2. Inibicéo das cicloxigenases 1 e 2

Foi também avaliada a actividade das quatro flavonas isoladas sobre as cicloxigenases
1 e 2. O ensaio consistiu na quantificagdo da PGE,, formada a partir do metabolismo do acido
araquidonico catalisado por estas enzimas, na presenga de co-factores enzimaticos e dos
compostos em estudo. A quantidade de PGE; (ng/mL) formada foi avaliada mediante técnica

de RIA, apresentando-se os resultados na Tabela 56.

Tabela 56 — Actividade das flavonas sobre as cicloxigenases 1 e 2.

PGE; (ng/mL)
COX-1 COX-2
Controlo 8,9+0,8 0,9+0,1
Artocarpesina (78) 9,5%£0,1(n.s) 1,0+0,2 (n. s)
Artelasticina (79) 87+0,2(n.s) 0,810,1 (n.s.)
Artelastina (80) 9,6+0,3(n.s) 1,2+03 (n. s)
Artelastocromeno (81) 10,5+0,2 (n. s.) 1,6 £0,2 (n. s.)

Resultados de 6 determinagdes expressos como Média + desvio médio padrio; “t” de Dunnett: n. s.: nfo
significativo, p>0,05.

A comparagdo entre as quantidades de PGE; produzidas na presenga das quatro
flavonas com as obtidas para o “Controlo” permitiu concluir que, a concentragdo de 10 uM,
nenhuma das flavonas inibiu significativamente (p>0,05) qualquer uma das isoformas de

cicloxigenase.

2. Ensaios in vivo: Modelo de “bolsa de ar em ratinho”

Os resultados obtidos anteriormente nos ensaios in vitro mostraram que, de um modo
geral, as flavonas estudadas apenas interferiram ligeiramente nos varios pardmetros do
processo inflamatorio testados, tendo somente o artelastocromeno (81) revelado uma forte
inibicdo da enzima mieloperoxidase. Com o objectivo de verificar se esta actividade se
manifestava em ensaios in vivo utilizou-se 0 modelo de “bolsa de ar em ratinho”, usando o

zimosano como indutor da inflamagdo. Neste ensaio recolheu-se o exsudado da bolsa,
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formada por injecgdo de ar estéril seguida de administragio de zimosano e do
artelastocromeno (81) (0,1 uM), e avaliou-se a migragdo leucocitaria, a libertagdo de

mieloperoxidase e a geragdo de um dos metabolitos do acido araquidonico, a PGEx.

2. 1. Inibicio da migracdo leucocitaria

A actividade do artelastocromeno (81) sobre a migragio leucocitaria esta apresentada

na Tabela 57, sob a forma de nimero de PMNs por bolsa.

Tabela 57 - Actividade do artelastocromeno (81) na migragdo leucocitaria no modelo da bolsa

de ar de ratinho

PMNs % Inibi¢do
(x10° células/bolsa)
Branco 33+04 -
Controlo 18,7 £ 3,6 ---
Artelastocromeno (81) 1524 +28(n.s) 26,4+ 12,1 (n.s.)

Resultados de 6 determinagles expressos como Média + desvio padrio médio; “t” de Dunnette: n. s. = nfo
significativo, p>0,05.

Comparando o niimero de PMNs obtidos para os lotes “Branco” ¢ “Controlo”,
verificou-se que a administragdo de zimosano na bolsa de ar dos ratinhos do lote “Controlo”
produziu um aumento do nimero total de PMNs presentes no exsudado de bolsa de ar (de 3,3
+ 0,4x10° para 18,7 3,6x10° células). O artelastocromeno (81) nio mostrou ser capaz de
inibir significativamente (p>0,05) essa migragdo, tendo apresentado apenas um valor de

percentagem de inibigdo de 26,4 £+ 12,1 %.
2. 2. Inibicédo da libertacio de mieloperoxidase
A actividade do artelastocromeno (81) sobre a libertagdo de mieloperoxidase no

modelo da inflamag3o da “bolsa de ar de ratinho” encontra-se apresentada na Tabela 58 (pag.
257).
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Tabela 58 — Actividade do artelastocromeno (81) sobre a libertagio da mieloperoxidase no

modelo da bolsa de ar de ratinho

Absorvéncia (620 nm)

Branco 0,037 £ 0,002
Controlo 0,145 £ 0,016
Artelastocromeno (81) 0,158 £ 0,025 (n. s.)

Resultados de 6 determinagdes expressos como Média + desvio padrio médio, “t” de Dunnette: n. s. = nfio
significativo, p>0,05.

A comparag@o entre os valores de absorvéncias obtidos para os lotes de ratinhos
“Problema” e “Controlo” permitiu concluir que o artelastocromeno (81) nio revelou
qualquer efeito inibidor na libertagdo da mieloperoxidase induzida pelo zimosano, quando

testado a concentragédo de 0,1 uM.

2.3. Inibic¢éo da libertacio de PGE,

Os resultados da avaliagdo da actividade do artelastocromeno (81) sobre a libertagdo
in vivo de PGE,, expressos em quantidade de PGE; formada (ng/mL), estdo indicados na
Tabela 59.

Tabela 59 — Actividade do artelastocromeno (81) sobre os niveis de PGE; no modelo da bolsa

de ar de ratinho.

PGE; (ng/ml)
Branco 0,1+£0,0
Controlo 33,7+£16,2
Artelastocromeno (81) 39,6 £16,5(n. s.)

Resultados de 6 determinagdes expressos como média + desvio médio padrio; “t” de Dunnette: n. s. = ndo
significativo, p>0,05.

O artelastocromeno (81) ndo inibiu significativamente (p>0,05) a libertagdo de PGE,
induzida pelo zimosano in vivo. Este resultado mostrou-se concordante com os obtidos in
vitro, que demonstraram a auséncia de interferéncia do artelastocromeno (81) com a
actividade das enzimas COX-1 e COX-2.
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1. Preambulo

A descoberta de novos compostos imunomoduladores constitui uma importante area
de investigagdio, dada a existéncia de varias patologias associadas a condigdes de
compromisso imunologico ou disfungdes de imuno-factores, incluindo os estados malignos,
de imunodeficiéncia e de auto-imunidade **,

Os produtos naturais constituem um excelente material para a descoberta e

desenvolvimento de novos compostos imunomoduladores ¢ 7

, para além de poderem
contribuir para a descoberta de novos mecanismos de acgio.

Os flavonoides apresentam uma grande variedade de actividades bioldgicas, algumas
das quais sugerem uma interferéncia com o funcionamento do sistema imunologico.
Flavonoides hidroxilados e metoxilados, pertencentes a diferentes classes, mostram ser
capazes de ndo so inibir o processo secretério e mitogénico de certas células, como também
de interferir nas interacgdes celulares, incluindo a expressdo de moléculas de adesdo e sua
fungdo ™. Além disso existem evidéncias de que alguns destes flavonoides podem interferir
na sintese de determinadas citoquinas e respectivos receptores, assim como nos efeitos a elas
associados '®. Se a actividade imunomoduladora de flavonéides hidroxilados e metoxilados
esta bem documentada, o mesmo ndo acontece para flavonoides isoprenilados *®.

Como ja foi referido anteriormente, algumas plantas do género Arfocarpus tém sido
utilizadas na medicina tradicional no tratamento de estados inflamatérios. E do conhecimento
geral que as respostas imunologicas desempenham um papel importante na patogénese de
estados inflamatorios e que a interferéncia com o sistema imunitario pode ser benéfica para o
seu tratamento.

De acordo com o exposto pareceu ser de grande interesse avaliar a actividade
imunomoduladora para as flavonas artocarpesina (78), artelasticina (79), ciclocomunina (73),
artelastina (80), artelastocromeno (81), artelastofurano (82), artelastocarpina (84) e
carpelastofurano (85) isoladas de A. elasticus Reinw. ex Blume. A avaliagdo desta actividade
incluiu parimetros da imunidade inespecifica e especifica. No que respeita a imunidade
inespecifica foi avaliada a capacidade da flavonas em interferir na via classica e na via
alternativa de activagio do sistema humano do complemento. Quanto a imunidade especifica
foi avaliado o efeito das flavonas sobre a proliferagdo de linfocitos humanos, apos

estimulagdo com uma lectina mitogénica, a fito-hemaglutinina (PHA).
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A determinagdo da actividade imunomoduladora foi realizada pelo grupo de
Bioensaios do Centro de Estudos de Quimica Orgénica, Fitoquimica e Farmacologia da
Universidade do Porto (C.E.Q.O.FF.UP.) sob orientagdo da Prof Doutora Maria Sio José
Nascimento. No estudo da actividade anticomplementar foram usados ensaios hemoliticos
baseados na hemolise de eritrocitos pelo “complexo de ataque de membrana” (MAC) gerado
apos activagdo do sistema humano do complemento. 2**. Para estudar a interferéncia na
proliferagdo linfocitaria foram usados linfocitos humanos periféricos estimulados com PHA,
tendo-se utilizado um método colorimétrico com sais de tetrazolio (MTT) para quantificar o

numero de células viaveis 24%24

2. Consideragoes sobre imunomodulag¢io

Pode considerar-se a actividade imunomoduladora como um conceito que abrange os
efeitos bioldgicos especificos ou inespecificos sobre os factores humorais e celulares
intervenientes na resposta imune. Dependendo do modo de acgdo, os compostos com
actividade imunomoduladora podem ser usados quer para estimular o sistema imune,
funcionando como reconstituintes de uma defesa imunologica deficiente, como acontece com
doentes com imunodeficiéncia congénita ou adquirida, quer, alternativamente, para suprimir o
sistema imune em casos de reactividade excessiva deste sistema em doentes com alergia,

doengas reumaticas e/ou autoimunes e transplantados %24,

2. 1. O sistema do complemento e sua activacio

O sistema do complemento é um dos primeiros mecanismos de defesa humoral
existente no plasma sanguineo, sendo constituido por mais de vinte e cinco proteinas,
incluindo os componentes C1 a C9, os factores B, D e P, bem como muitos componentes
reguladores que circulam na corrente sanguinea normalmente numa forma inactiva 2424,

S3o duas as principais vias de activagio do complemento: a via classica e a via

alternativa (Figura 23, pag. 265).
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I Via Classica I Via .
Alternativa
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Figura 23 - Vias de activagdo do sistema do complemento.
A via classica de activagdo do complemento estabelece uma ligagdo entre o sistema do
complemento e a resposta imunitaria humoral, pois a sua activagdo necessita da presenca de

anticorpos ligados ao antigénio (complexo antigénio-anticorpo), que se ligam ao componente
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C1 5 Desta ligagdo resulta uma quebra proteolitica em cascata com a activagdo dos
componentes essenciais & via classica C1, C4 e C2 na presenca de ides calcio. A via
alternativa de activagdo do complemento pode ser iniciada na auséncia de anticorpos, sendo
directamente activada por polissacaridos, bactérias, virus e certas classes de imunoglobulinas
(IgA e IgD) 243,246,247 £ uma via espontdnea que pode ser iniciada pela hidrolise da liga¢do
tioéster intramolecular de C3, originando a activagdo deste fragmento. Ambas as vias de
activagdo convergem no componente C3 do complemento que, apos activagdo, inicia a via
litica comum ou via terminal >**. Em consequéncia desta Gltima via verifica-se a formagdo de
um canal transmembranar cilindrico, 0 MAC, o qual vai permitir a passagem de solutos e

agua, com consequente perda de homeostasia e lise celular 24244246248

2. 1. 1. Interesse da modulac¢ido da actividade do complemento

Além da morte celular mediada pelo MAC, varias outras actividades biologicas tém
sido atribuidas aos produtos libertados durante a activagio do complemento. As
anafilotoxinas C3a, C4a e C5a ligam-se a receptores nos mastocitos e baséfilos induzindo a
libertagdo de mediadores soliveis da inflamag@o, entre os quais a histamina, que aumenta a
permeabilidade capilar e promove a contracgio do musculo liso. O fragmento CSa é um
potente factor quimiotactico que induz a migragdo de leucocitos, estimula a produgio de
espécies reactivas de oxigénio e promove a desgranulago leucocitaria de células fagociticas.
Este fragmento promove ainda a libertagdo das interleuquinas pro-inflamatorias IL-1 e IL-6
pelos mondcitos e macrofagos, e a mobilizagdo do acido araquidénico com a produgio de
eicosandides. Embora o fragmento C3a seja menos activo que o C5a, também ¢ responsavel
pela activagdo da geragdo de espécies reactivas de oxigénio pelos neutrofilos. Os fragmentos
C3b e C4b possuem também a fungdo de opsonizagdo de microorganismos e células estranhas
possibilitando a sua destruigio pelos fagocitos 24247,

Embora o sistema do complemento seja um elemento importante na defesa do
hospedeiro, as actividades biologicas resultantes da sua activagdo ndo sdo sempre benéficas,
parecendo estar associadas a varias patologias. A activagdo do complemento pode contribuir
para danos tecidulares, especialmente em doengas auto-imunes mediadas por complexos
antigénio-anticorpo, como a gota, miastenia gravis, artrite reumatoide e lupus eritematoso
sistémico 2*2® O choque séptico resultante de uma septicémia por bactérias Gram negativo

parece ser parcialmente mediado pelo complemento, que se encontra permanentemente
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activado pelas endotoxinas bacterianas ***. Também a activagdo do complemento parece ter
um papel importante na danificagio tecidular associada ao enfarte do miocardio ***. Pode
entdo concluir-se que a modulagio da actividade do sistema do complemento pode ter
inimeros beneficios terapéuticos, quer em situagdes de faléncia em que se torna necessario a
sua estimulagdo, quer nos estados em que existe uma inapropriada activagdo em que é

desejavel a sua supressio.
2. 2. Linfécitos e activacio de linfocitos

Os linfécitos T e B constituem os principais factores celulares da imunidade especifica
ou adquirida, pois sdo capazes de desencadear respostas defensivas para antigénios
especificos.

A principal fungdo dos linfocitos B € a sintese de um grupo particular de proteinas, as
imunoglobulinas, que se ligam especiﬁcamente e com elevada afinidade aos antigénios. Da
ligagio do anticorpo ao antigénio especifico resulta uma grande variedade de efeitos
benéficos para o hospedeiro. Por exemplo, a ligagdo a anticorpos pode sequestrar e inactivar
uma proteina toxica existente na corrente sanguinea, bloquear proteinas virais de superficie
impossibilitando a adsorgdo do virus as células do hospedeiro e promover a fagocitose de
microrganismos mediante a opsonizagdo 2.

Os linfécitos T sdo activados na presenga de antigénios através da sua ligagio a
proteinas de superficie especificas designadas por receptores de células T (TCR). O
reconhecimento de substincias estranhas por estes linfocitos requer a apresentagdo dos
antigénios associados a proteinas especificas, as MHC-II, existentes & superficie das células
apresentadoras, linfocitos B e macrofagos. Além dos receptores TCR, os linfocitos T
expressam outras proteinas de superficie caracteristicas designadas vulgarmente pelas iniciais
CD seguidas de um nimero, que permite a sua identifica¢do e divisdo em diferentes sub-clas-
ses. Entre as diferentes classes de células T distinguem-se pela sua importincia as células
CTLs, que expressam proteinas CD8 e apresentam actividade citotoxica, sendo responsaveis
pela lise celular, e as células TH, que expressam proteinas CD4 e geralmente ndo sio
citotoxicas mas promovem a proliferagdo, maturagdo e fungdes imunolégicas de outros tipos
de células mediante a sintese de interleuquinas 2" 2%,

Embora os linfocitos T apresentem fungdes imunolégicas importantes, como é

comprovado pela maior susceptibilidade a infecgdes oportunistas por doentes com deficiéncia
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a nivel dos linfocitos T ¥

, eles tém sido também implicados em processos inflamatdrios e
outras patologias, nomeadamente alergias, asma, doengas auto-imunes e rejeigio de
transplantes >**** Deste modo, pode concluir-se que a utilizagdo de inibidores selectivos de
linfécitos T, que ndo interfiram com a imunidade humoral, podem ser potencialmente tteis no
tratamento de doengas associadas a uma activagdo inapropriada dos linfocitos T.

Na pesquisa deste tipo de compostos recorre-se a ensaios in vitro, em que a
proliferagdo de linfocitos € conseguida a custa de mitogénios como as lectinas PHA e
concanavalina, que estimulam predominantemente a prolifera¢io de linfocitos T. Em presenca
destes mitogénios ocorre nos linfocitos uma série de eventos bioquimicos que incluem, numa
primeira fase, o0 aumento da sintese de fosfolipidos e da permeabilidade a catides divalentes,

bem como a activagdo da adenilato ciclase, com a consequente elevagdo dos niveis de AMPc.

. . , P . 257
Numa fase posterior verifica-se a sintese de proteinas, RNA, DNA e divisdo celular “’.
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Actividade imunomoduladora: Resultados e discussio

1. Actividade sobre as vias clissica e alternativa de activagio do sistema humano do

complemento

Os resultados da avaliagido da actividade das flavonas 73, 78-82, 84 e 85 sobre as vias
classica e alternativa de activagdo do sistema humano do complemento, representados pelas
concentragdes que provocam 50 % de inibigdo da actividade do complemento (Clsp),

encontram-se na Tabela 60.

Tabela 60 — Actividade das flavonas nas vias classica e alternativa do sistema humano do

complemento.
Clso (uM)
Via Classica Via alternativa
Artocarpesina (78) 30,0 £3,8 >400
Artelasticina (79) " 988+109 | >400
Ciclocomunina (73) 115,1+8,9 >400
Artelastina (80) 353413 >400
Artelastocromeno (81) 51,7+7,6 >400
Artelastofurano (82) 38,1+22 >400
Artelastocarpina (84) 449 +56 >400
Carpelastofurano (85) 30,7 + 1,1 >400

Resultados de 6 a 9 determinagdes expressos como Média + desvio médio padrdo; Sulfato de dextrano, controlo

positivo: Cls, (via classica) = 1,91 pg/ml peso molecular médio 5000.

Todas as flavonas estudadas apresentaram capacidade de inibir a via classica de
activagio do complemento, mas ndo foi detectada actividade na via alternativa, mesmo
quando testadas a concentrag@o de 400 pM.

A actividade anticomplementar apresentada pelos compostos na via classica mostrou
ser moderada e dependente da dose. Na Figura 24 (pag. 272) sdo comparadas as actividades

das varias flavonas sobre esta via de activagdo do complemento.
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Figura 24 — Grafico comparativo da actividade das flavonas na via classica de activagéo do

sistema humano do complemento.

A artocarpesina (78), artelastina (80), artelastofurano (82) e carpelastofurano (85)
apresentaram-se como as mais activas, enquanto que a artelasticina (79) e ciclocomunina (73)
revelaram uma actividade anticomplementar pouco significativa.

Embora o numero de compostos ensaiados seja reduzido para efectuar estudos de
relagdo estrutura-actividade, salientam-se algumas tendéncias que se consideram relevantes.
Comparando a actividade da artelastina (80) (Clso = 35,3 + 1,3 uM) com a da artelasticina
(79) (Cls = 98,8 + 10,9 pM) podemos aventar a hipotese de que a presenca de um anel
adicional D na artelastina sera responsavel pelo aumento da sua actividade anticomplementar.
A baixa actividade da ciclocomunina (73) (CIso = 115,1 £ 8,9 pM), relativamente & da
artelastina (80) (Clso = 35,3 = 1,3 uM) sugere que a existéncia de um grupo 3,3-dimetilalilo
em C-8 possa ser também importante. No entanto, quando se compara o valor de Clso da
artelasticina (79) com o da artocarpesina (77) (98,8 + 10, e 30,0 + 3,8 uM, respectivamente) a
presenga adicional de um grupo 3,3-dimetilalilo em C-3 parece contribuir para uma perda da

actividade anticomplementar.
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O facto dos compostos inibirem selectivamente a via classica de activagdo do
complemento, mas ndo apresentarem qualquer efeito sobre a via alternativa, sugere uma
interferéncia com os factores do complemento essenciais a via classica (C1, C4 e C2) ou uma
quelatagdo com o ido calcio, i3o indispensavel para a activagio desta via. A elucidagdo do

mecanismo responsavel por esta actividade tera de assentar em estudos mais aprofundados.
2. Actividade sobre a proliferacgiio dos linfocitos humanos

Os resultados da avaliagio da actividade das flavonas 73, 78-82, 84 ¢ 85 sobre a
proliferagdo de linfocitos humanos induzida pela PHA, representados pelas concentragdes que

provocam 50 % de inibigdo da proliferagdo, encontram-se na Tabela 61.

Tabela 61 — Actividade das flavonas sobre a proliferagdo de linfocitos humanos induzida pela

PHA.

Clso (uM) % de viabilidade
Artocarpesina (78) 347+13 > 70
Artelasticina (79) 92+0,5 > 170
Ciclocomunina (73) 59,2 +6,1 >70
Artelastina (80) 49+0,6 >70
Artelastocromeno (81) 6,8+1,0 >70
Artelastofurano (82) 33,6 £3,1 > 170
Artelastocarpina (84) 13,7£23 >170
Carpelastofurano (85) 16,3+ 1.3 >70

Resultados de 4 a 6 determinagBes obtidas em dias diferentes expressos como Média + desvio médio padrio;

Ciclosporina A, controlo positivo, Clso = 0,34 uM.

Todas as flavonas inibiram a proliferagdo dos linfocitos humanos, tal como o
demostram os valores de Clsq apresentados.

A artelasticina (79), artelastina (80) e artelastocromeno (81) mostraram ser potentes
inibidores (ClIsp < 10 uM) da resposta mitogénica dos linfocitos humanos, enquanto que 2

ciclocomunina (73) revelou apenas uma fraca capacidade inibitoria desta proliferago (Clso >
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50 uM). Na Figura 25 podem ser comparadas as varias actividades apresentadas por estes

compostos.

Clso (gM)

E78 W79 [O73 [I80 M8l [1S2 MS84 [@S5

Figura 32 - Grafico comparativo da actividade das flavonas na proliferagdo de linfocitos

humanos induzida pela PHA.

Para se comprovar se o efeito sobre a proliferagdo dos linfocitos resultava da inibi¢do
do crescimento celular ou da toxicidade directa dos compostos sobre os linfocitos (com a
consequente perda de viabilidade), os linfocitos foram expostos a concentragdes
correspondentes aos Clsp dos compostos, sendo posteriormente avaliada a sua viabilidade.
Nenhuma toxicidade foi observada (viabilidade > 70%, Tabela 61, pag. 273) o que levou a
concluir que a actividade inibidora destes compostos estava associada a uma verdadeira
inibi¢do da proliferagio celular e ndo a um efeito toxico sobre os linfocitos.

Comparando a actividade apresentada pela artocarpesina (78) (Clso = 34,7 + 1,3 uM)
com a da artelasticina (79) (Clso = 9,2 £ 0,5 uM) pode dizer-se que a presenga de dois grupos
3 3-dimetilalilo nas posigdes 3 e 8 esta associada a um aumento da actividade antiproliferativa
da artelasticina. Igualmente a presenga deste grupo em C-8 na artelastina (80) conferiu a este
composto uma elevada actividade antiproliferativa (Clso = 4,9 = 0,6 uM) quando comparada

com a da ciclocomunina (73) (Clso = 59,2 + 6,1 uM), flavona estruturalmente relacionada.
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A forte inibi¢do da proliferagio dos linfocitos humanos apresentada pelas flavonas
artelasticina (79), artelastina (80) e artelastocromeno (81) podera estar relacionada com a
lipofilia apresentada por estes compostos, o que facilitaria a sua entrada nos linfécitos. No
entanto, flavonas hidroxiladas e metoxiladas tém também revelado uma potente actividade
antiproliferativa de linfocitos, mostrando-se esta actividade superior a observada noutras
classes de flavonoides *** 2% Este facto levou a que fosse aventada a hipétese de que a
existéncia de uma ligago dupla entre C-2 e C-3 poderia ser essencial para esta actividade,
dependendo a poténcia desta inibigio do numero e da posi¢io da hidroxilagdo do nicleo
flavonéide 2*. Curiosamente a ligagdo dupla entre C-2 e C-3 esta presente em todos os
flavonoides incluidos nesta dissertagdo, o que pode justificar a actividade antiproliferativa por
eles apresentada. Mais estudos serdo necessarios para confirmar esta hipotese e esclarecer o

mecanismo de acg@o responsavel por esta inibiggo.
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Actividade sobre o crescimento de linhas tumorais: Introduc3o

Os produtos naturais constituem uma excelente fonte de estruturas quimicas
complexas possuidoras de um largo espectro de actividades biologicas, entre as quais se
salienta a actividade anticancerigena. Na area do tratamento do cancro, dos noventa e dois
farmacos comercializados nos Estados Unidos até 1983 ou aprovados mundialmente entre
1983 e 1994, cerca de sessenta e dois por cento foram de origem natural, incluindo compostos
naturais modificados por semi-sintese e compostos cuja sintese teve como modelo compostos
naturais 2. Exemplos como o paclitaxel (taxol) isolado de Taxus brevifolia, a podofilotoxina
de Podophyllum peltatum, a vimblastina e vincristina de Catharanthus roseus evidenciam da
importancia das plantas como fontes de novos agentes quimioterapicos 26%26!,

Do ponto de vista molecular os compostos de origem natural que apresentam
actividade anticancerigena pertencem a diferentes classes estruturais, o que pode reflectir, de
certo modo, diferentes mecanismos de ac¢do. Os flavondides sdo uma das classes com

reconhecida actividade antitumoral e citotoxica 26227

, que apresentam uma diversidade de
mecanismos entre os quais a inibigdo da mitose e a inibi¢do da actividade de enzimas
fundamentais para a célula, tais como, as topoisomerases I e II, a proteina cinase C, a proteina
tirosina cinase e as cinases dependentes das ciclinas (CDKs) 2”7, A indugdo da morte celular
programada (apoptose) nas células cancerigenas tem sido apontado recentemente como um
dos mecanismos responsaveis pelo efeito antitumoral de certos quimioterapicos ™. A
quercetina, flavondide amplamente distribuido na natureza, é um dos exemplos onde a
indugdo da apoptose parece contribuir para a sua actividade antitumoral *”°.

Entre os flavonodides com actividade citotoxica, estdo descritos varios exemplos de

281, 282, 283 282, 283

flavonoides isoprenilados, incluindo flavanas 280 flavanonas , chalconas e

flavonas ™.

Pelo exposto e com base nos resultados obtidos por Liou ef al. ™

, que mostraram a
capacidade inibidora de flavonas isopreniladas isoladas de Artocarpus communis Forst. no
crescimento in vitro de duas linhas celulares tumorais humanas, decidiu-se proceder ao estudo
da actividade das flavonas isopreniladas isoladas de Artocarpus elasticus Reinw ex Blume no
crescimento de varias linhas celulares tumorais derivadas de cinco tipos de cancro,
nomeadamente cancro da mama (MCF-7), cancro renal (TK-10), melanoma (UACC-62),

cancro do pulmio (NCI-H460) e cancro do sistema nervoso central (SF-268).
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Estes ensaios foram realizados pelo grupo de Bioensaios do C.E.Q.O.F.F.UP,, sob
orientagdo da Prof Doutora Maria Sdo José Nascimento. Foi utilizado o método da
sulforodamina B, adoptado pelo NCI (EUA), que avalia a inibigdo do crescimento celular com

base no contetido proteico 2**.

-282-



CAPITULO II

Resultados e discussio



Actividade sobre o crescimento de linhas tumorais: Resultados e discussdo

Foi avaliado a actividade das flavonas 73, 78-82, 84 ¢ 85 no crescimento de cinco
linhas celulares tumorais humanas derivadas de diferentes cancros: mama (MCF-7), renal
(TK-10), melanoma (UACC-62), pulmdo (NCI-H4609) e SNC (SF-268). Os resultados

obtidos, apresentados sob a forma de concentragdes que provocam 50 % de inibigdo do

crescimento celular (Glso), encontram-se na Tabela 62.

Tabela 62 — Actividade das flavonas sobre o crescimento de cinco linhas tumorais humanas.

Glso (uM)

MCF-7 TK-10 UACC-62 NCI-H460  SF-268

(mama) (renal) (melanoma)  (pulmao) (SNC)
Artocarpesina (78) 24+16 641+57 381+24 272+0,6 584125
Artelasticina (79) 89+24 106+31 88+02 101+02 17,004
Ciclocomunina (73) 21,8+13 405+14 266+32 333+0,1 389+0.8
Artelastina (80) 22403 46+17 22405 1901  26+03
Artelastocromeno (81) 9,6+0,7 10,5+1,1 10,5+1,7 193+02 20,7+1,0
Artelastofurano (82) 183+0,2 252+12 179+14 85+0,2 16,7+1,1
Artelastocarpina (85) 7,1+03 12,5+0,1 85+03 7,1+06 11,6 1,0
Carpelastofurano (85) 8,7+0,5 123+19 89+0,6 3,6+0,1 11,4+0,2

Resultados de 3 a 6 determinagdes independentes realizadas em duphcado expressos como Média + desvio
médio padrio. Doxorublcma, controlo positivo: Glsp (MCF—7) = 5,5x107 pM, Gls (TK-IO) = 57,0x107 puM,
Glso (UACC-62) = 9,4x107 pM, Gls, (NCI-H460) = 0,81x10 uM; Gls, (SF-268) = 9,3x10™ pM

Todas as flavonas testadas inibiram o crescimento in vitro das cinco linhas tumorais.
Esta inibigdo mostrou ser dependente da concentragéo.

A artelastina (80) revelou-se uma potente inibidora do crescimento de todas as linhas
celulares testadas, exibindo valores de Glso que variaram entre 1,9 + 0,1 e 4,6 £ 1,7 uM. As
flavonas 79, 81, 82, 84, e 85 exibiram uma menor actividade inibitoria (5 < Glsp < 20 uM),
enquanto que a artocarpesina (78) e a ciclocomunina (73) apresentaram apenas uma fraca

capacidade para inibir o crescimento celular (Glso > 20 uM).
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Na Figura 26 sio comparadas as actividades de cada uma das flavonas nas cinco

linhas celulares tumorais humanas.

MCF-7

B TK-10

O UACC-62
m NCI-H460
3 SF-268

Figura 26 — Grafico comparativo da actividade das flavonas no crescimento de cinco linhas

tumorais.

Embora o namero de compostos ensaiados seja reduzido para efectuar estudos de
relagdo estrutura/actividade, salientam-se algumas observagoes. A presenga do grupo 3,3-di-
metilalilo na posigio 8 de flavonas isopreniladas parece ser importante para a sua actividade
inibitoria do crescimento das linhas celulares tumorais. A sua auséncia na artocarpesina (78) e
na ciclocomunina (73) esta associada a uma baixa actividade, tal como revelam os valores de
Gls; obtidos com estas flavonas nas varias linhas celulares (Glso > 20 pM). Também a
presenga do anel D na artelastina (80) parece contribuir para o aumento da actividade quando
comparada com a artelasticina (79) (Glso = 1,7 — 4,6 uM versus Glso = 8,8 — 17,0 uM).
Resultados semelhantes foram obtidos por Liou ef al. ™ que, estudando a citotoxicidade de

isoprenilflavonas com anel D derivado do pirano na linha celular de carcinoma epidermoide
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oral (KB), concluiram que a actividade citotoxica aumentava com a presenga de grupos 3,3-
-dimetilalilo em C-6 ou C-8.
Atendendo ao potente efeito inibidor revelado pela artelastina (80) no crescimento das

linhas celulares tumorais sera interessante tentar elucidar o seu mecanismo de acgio.
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Conclusdes

Da madeira de Artocarpus elasticus Reinw. ex Blume (Moraceae) isolaram-se e
caracterizaram-se através de métodos espectroscopicos, nomeadamente RMN, nove flavonas
isopreniladas: artocarpesina (78), artelasticina (79), artelastina (80), ciclocomunina (73),
artelastocromeno (81), artelastofurano (82), artelastinina (83), artelastocarpina (84) e
carpelastofurano (85). Entre as flavonas isoladas a artelasticina (79), artelastina (80),
artelastocromeno (81), artelastofurano (82), artelastocarpina (84) e carpelastofurano (85)
corresponderam a estruturas inéditas. Deste estudo foram também isolados o B-sitosterol (77)

e 0 2,4-diidroxibenzoato de etilo (86).

De modo geral, as flavonas artocarpesina (78), artelasticina (79), artelastina (80) e
artelastocromeno (81), a concentragdo de 10 pM, ndo revelaram interferir com a maior parte
dos pardmetros do processo inflamatério estudados utilizando ensaios in vifro. No entanto,
estas flavonas inibiram ligeiramente a peroxidagdo lipidica, induzida por catido ferro (II) e
acido ascorbico, a libertagio de anifio superoxido em PMNs humanos estimulados por TPA e
a PLA; de abelha Apis mellifera. A artelasticina (79), a artelastina (80) e o artelastocromeno
(81) inibiram ligeiramente a xantina oxidase, enquanto que a artocarpesina (78) revelou ser
uma forte inibidora desta enzima (% Inibigdo = 51,9 + 0,4). As quatro flavonas estudadas
(81), que inibiu fortemente esta enzima (Clso = 0,6 + 0,9 uM).

Nos ensaios in vivo utilizando-se o modelo da “bolsa de ar em ratinho” verificou-se
que o artelastocromeno (81) ndo apresentou qualquer actividade sobre a migragio leucocitaria

e a libertag@o de mieloperoxidase e PGE,.

Na avaliagdo da actividade sobre as vias classica e alternativa de activagio do
complemento humano, as flavonas isopreniladas apresentaram capacidade para inibir
moderadamente a via classica de activagio do complemento, ndo revelando qualquer
actividade sobre a via alternativa. As flavonas artocarpesina (78), artelastina (80),
artelastofurano (82) e carpelastofurano (85) foram as mais activas, enquanto que a
artelasticina (73) e a ciclocomunina (73) revelaram uma actividade anticomplementar pouco

significativa.
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Todas as flavonas isoladas inibiram a proliferagdo de linfocitos humanos estimulada
por PHA. A artelasticina (79), a artelastina (80) e o artelastocromeno (81) mostraram ser
potentes inibidores (CIso < 10 uM) da resposta mitogénica dos linfocitos humanos, enquanto

que a ciclocomunina (73) revelou apenas uma fraca capacidade inibitoria desta proliferagdo

(CIso > 50 IJ.M)

As flavonas isopreniladas inibiram o crescimento i vitro das linhas tumorais humanas
derivadas de diferentes cancros: mama (MCF-7), renal (TK-10), melanoma (UACC-62),
pulmio (NCI-H460) e SNC (SF-268). Das flavonas testadas a artelastina (80) foi a mais
activa, exibindo valores de Glso que variaram entre 1,9 + 0,1 e 4,6 = 1,7 uM. A artocarpesina
(78) e a ciclocomunina (73) apresentaram apenas uma fraca capacidade para inibir o

crescimento celular (Glso > 20 uM).
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