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COMPOSTOS POLIFENOLICOS DO KINO DE Eucalyptus citriodora
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Artigo

POLYPHENOL COMPOUNDS OF THE KINO OF Eucalyptus citriodora. Phytochemical analysis of the kino of Eucalyptus
citriodora led to the isolation of 1-0,2-0-digaloil-6-O-trans-p-cumaroil-B-D-glucopyranoside, 1-O-trans-p-cumaroil-6-O-cinamoil-

B-D-glucopyranoside, o and B 6-O-trans-p-cumaroil-D-glucopyranoside, 7-methylaromadendrin-4"-0-6""-trans-p-cumaroil--D-

glucopyranoside, aromadendrin, aromadendrin-7-methyl-ether, naringenin, sakuranetin, kaempferol-7-methyl-ether and galic acid.
Structural elucidation of the isolated compounds was established on the basis of spectral data, particularly by the use of 1D NMR and
several 2D shift correlated NMR pulse sequences (‘H,"H-COSY, HMQC, HMBC).
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INTRODUCAO

Eucalyptus (Mirtaceae) ¢ um género origindrio da Austrdlia
constituido de aproximadamente 600 espécies. Apesar de mundial-
mente conhecidas pelo alto valor terapéutico e comercial de seus
6leos essenciais, as espécies deste gé€nero também sdo caracteriza-
das pela formagdo de “kino”, um exudato espesso e quebradico
depois de seco encontrado nas cavidades dos caules. Os veios de
kino sdo formados pela quebra ou dissolu¢iio de bandas de células
do parénquima no xilema ou floema dos troncos das drvores, como
um mecanismo de defesa contra as infecgdes patogénicas causadas
por insetos, fungos ou queimadas'.

Devido a sua marcante propriedade adstringente, o kino de
Eucalyptus possui uma longa histdria de uso medicinal e na indus-
tria de manufatura de couros. A composicio quimica em vdrias es-
pécies ja foi investigada, e mostrou-se constituida particularmente
de compostos polifendlicos, incluindo flavondides, taninos e
heterosideos®!°. Estudos anteriores do kino de E. citriodora nativo
da India revelaram éter 7-metil-aromadendrina, campferol, 4cido
elagico, éter dimetil-aromadendrina e citriodorol como principais
constituintes®. Na investigagdo fitoquimica atual, utilizando o kino
de E. citriodora cultivado no Nordeste do Brasil, sdo relatados o
isolamento de 1-0,2-0-digaloil-6-O-trans-p-cumaroil-f-D-
glicopiranosideo (1), 1-O-trans-p-cumaroil-6-O-cinamoil-3-D-
glicopiranosideo (2), 6-O-trans-p-cumaroil-D-glicopiranosideo nas
configuragdes o (3a) e B (3b), 7-metil-aromadendrina-4"-0-6""-
trans-p-cumaroil-B-D-glicopiranosideo (4), aromadendrina (5), 7-
metil-aromadendrina (6), naringenina (7), sakuranetina (8), 7-metil-
campferol (9) e dcido gélico (10).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto 1 foi obtido como um sélido amorfo amarelo, p.f.
167,9-170,2 °C, [ot]zn‘): -70° (¢ = 0.05, MeOH). Andlise do espectro
de RMN 'H indicou sinais tipicos de dois grupamentos galoil atra-
vés dos singletos em 8, 7,05 (s, H-27/6") e 7,11 (s, H-2"/ H-67),
com integragdo para dois hidrogénios cada. Os sinais em 3§, 7,40
(d, J =8,6 Hz, H-2"""/H-6""") e 6,77 (d, J = 8,6 Hz, H-3"""/H-5""")
foram relacionados a um grupo trans-p-cumaroil, em virtude da
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presenca de dois hidrogénios trans-olefinicos caracteristicos em
9, 7,63 (d, J = 16,0 Hz, H-B) e 6,30 (d, J = 16,0 Hz, H-ov), respec-
tivamente. Os sinais na faixa de 6, 3,68 a 5,17, em conjunto com o
sinal do hidrogénio anomérico em §,, 5,88 (d, J = 8,6 Hz, H-1),
indicaram a presenga de uma unidade B-glicosidica. A confirmagéo
da existéncia de dois grupos galoil e um trans-p-cumaroil foi possi-
vel pela andlise dos espectros de RMN '*C, que exibiu sinais relati-
vos a trés carbonilas em SC 168,4, 168,6 € 166,6. Os valores dos
sinais observados em SC 94,2 (C-1), 76,7 (C-3), 75,9 (C-5), 74,1
(C-2), 71,4 (C-4), e 64,3 (C-6) foram indicativos da existéncia de
uma unidade B-glicose 1,2,6-trissubstituida através da comparagdo
com valores descritos na literatura, considerando-se efeitos o- e -
causados pela esterificagdo nas hidroxilas'' (Tabela 1). Esta suges-
tdo foi definitivamente confirmada pela andlise do espectro
bidimensional HMBC, através das correlacdes a longa distancia entre
o hidrogénio anomérico em §; 5.88 (H-1) e a carbonila em 3 166,6;
(C-7"), do hidrogénio em 61-1 5,17 (H-2) com o carbono anomérico
em 8. 94,2 (C-1) e a carbonila em &, 168,5 (C-77), além dos
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Tabela 1. Dados de RMN 'H e "*C dos compostos 1-3
RMN 'H (3) RMN "3C (8)
1 2 3a 3b 1 2 3a 3b
D-glicose
1 5,88 (d, J = 8,6 Hz) 559@,/=76Hz) 5,12(d,J=3,6Hz) 451(d,J=77Hz) 942 959 94,1 984
2 5,17 (t, J = 8,6 Hz) 3,47 (m) 3,70 (m) 3,55 (m) 74,1 74,1 749 75,6
3 3,82 (t, J =9,2 Hz) 3,47 (m) 3,38 (m) 3,38 (m) 76,7 78,0 73,9 78,0
4 3,68 (d, J =9,2 Hz) 3,47 (m) 4,05 (m) 3,38 (m) 71,4 71,5 70,9 719
5 3,82 (m) 3,69 (m) 3,17 (m) 3,17 (, J=82Hz) 759 764 72,1 76,3
6 4,57 (d, J=11,3 Hz) 4,53 (d, J =12,0 Hz) 4,51 (m) 4,49 (m) 64,3 64,7 650 64,9
445(,J=113,46Hz) 4,34(d,J=12,0Hz)
galoil A 4,31(m) 4,31(m)
1 120,1
2'/6' 7,05 (s) 110,7
35 146,6
4 140,7
C=0-7 166,6
galoil B
1" 121,4
2"/6" 7,11 (s) 110,3
3"/5" 146,6
4" 140,0
C=0-7" 168,5
trans-p-cumaroil
1" 127,2 127,1 127,2 1272
2"/6" 7,40 (d, J = 8,6 Hz) 746 (d,J=85Hz) 745(d,J=85Hz) 745(d,J=85Hz) 1314 131,5 131,3 131,3
3"/5" 6,77 (d, J = 8,6 Hz) 6,80 (d,/J=85Hz) 681 (d,J=85Hz) 681(d,J=85Hz) 1169 117,0 1169 116,9
4" 161,4 161,7 161,44 1614
o 6,30 (d, J = 16,0 Hz) 6,37 (d,J=16,0 Hz) 6,34 (d,J=159Hz) 6,34 (d,J=159Hz) 114,7 114,5 1150 115,1
B 7,63 (d, J = 16,0 Hz) 7,73 (d,J=16,0 Hz) 7,63 (d,J=159Hz) 7,63 (d,J=159Hz) 1475 148,2 146,8 146,8
C=0-7" 168,4 167,7 169,3 169,2
p-cinamoil
"™ 1359
2"/6™ 7,39 (m) 130,1
3"/5™ 7,60 (m) 129,4
4™ 7,39 (m) 130,1
o 6,56 (d, J = 16,0 Hz) 118,7
B 7,71 (d, J = 16,0 Hz) 146,7
C=0-7" 168,6

acoplamentos observados de ambos os hidrogénios do grupo
metilénico da glicose em SHG 4,57 e 4,45 (H-6) com a carbonila em
BC 168,4 (C-7"""). Os dados obtidos revelaram o composto 1 como
sendo o 1-0,2-0-digaloil-6-O-trans-p-cumaroil-f-D-glicopi-
ranosideo, descrito anteriormente como constituinte do Rhubarb,
uma das mais importantes drogas na regido asidtica constituida por
extratos de espécies de Rheum (Polygonaceae)™.

O composto 2 apresentou-se como um sélido incolor, p. f. 116,9-
119,6 °C. A banda de absor¢do no espectro de IV em 3400 cm™' foi
relacionada a um grupo hidroxila, e as absor¢des em 1702 e 1684
cm! foram correspondentes as duas carbonilas o,f-insaturadas. O
espectro de RMN 'H exibiu sinais tipicos do anel aromético de gru-
pos trans-p-cumaroil em 3 6,80 (H-3""7/5"") e 7,46 (H-2"/6""") e
cinamoil em §,, 7,39 (H-4"""") e 7,60 (H-5""""), além dos sinais rela-
cionados aos hidrogénios o e B dos dois sistemas em SH 6,37¢7,73
e 0, 6,56 e 7,71, respectivamente. A unidade glicosidica foi carac-
terizada como uma B-glicose 1,6-dissubstituida baseado nos valo-
res de deslocamentos quimicos e das constantes de acoplamentos
dos sinais em § 3,47 (H-2), 3,69 (H-5), 4,53 e 4,34 (2H-6) e do
hidrogénio anomérico em 8, 5,59 (d, J = 7,6 Hz, H-1) (Tabela 1).
Em particular, as correlagdes a mais de uma ligacdo no espectro de

HMBC entre o hidrogénio anomérico em &, 5,59 (H-1) com a
carbonila do grupo p-cumaroil em §_ 167,7 (C-7"""), e dos hidroge-
nios metilénicos em SH 4,34 ¢ 4,56 (2H-6) com a outra carbonila em
8. 168,6 (C-7""), definitivamente estabeleceram a estrutura do
composto 2 como sendo 1-O-cinamoil-6-O-trans-p-cumaroil-B-D-
glicopiranosideo®.

O composto 3 apresentou-se como um sélido amarelo-claro e
mostrou bandas no espectro de IV caracteristicas de grupamento
hidroxila e carbonila em 3339 e 1690 cm™, respectivamente. De ma-
neira andloga aos compostos 1 e 2, o espectro de RMN 'H de 3 apre-
sentou absorcdes referentes a um grupo trans-p-cumaroila em §,, 6,34
(H-a), 6,81 (H-37/5"), 7,45 (H-2""""/6"""") e 7,63 (H-B). Foram obser-
vados ainda sinais relativos aos hidrogénios anoméricos de uma uni-
dade B-glicose em §, 4,51 (d, J = 7,7 Hz, H-1) e do seu respectivo
isdbmero o, em SH 5,12 (d, J = 3,6 Hz, H-1) (Tabela 1). Os valores da
integra¢do dos sinais das duas unidades de acuicar, em adiciio aos
valores dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN BC obser-
vados, possibilitou determinar o composto 3 como sendo a mistura
dos isdémeros configuracionais 6-O-trans-p-cumaroil--D-
glicopiranosideo (3a) e trans-p-cumaroil-o-D-glicopiranosideo (3b),
anteriormente isolados de Picrorhiza scophulariiflora®.



1928 Freitas et al.

O composto 4 apresentou-se como um sélido branco amorfo,
com p. f. 194,9-196,1 °C. O espectro de RMN 'H apresentou sinais
de hidrogénios aromdticos em um sistema AB em 6, 6,25 (H-6) e
6,35 (H-8), de um sistema AA“BB” tipico de anel B de flavondides
p-dissubstituidos em SH 7,46 (H-37/5") e 7,74 (H-27/6"), além de
dois hidrogénios oximetinicos em &, 4,77 (H-3) e 5,47 (H-2), e uma
metoxila em &, 3,71 (OCH,-7). Os dados obtidos em comparagao
com a literatura caracterizaram a estrutura do flavondide 7-metil-
aromadendrina (3,5,4"-tri-hidroxi-7-metoxi-flavanona) como unida-
de agliconica'. Semelhantemente ao composto 3, foi também ob-
servada a presenca de uma unidade B-glicose substituida em C-6"",
com um grupo trans-p-cumaroil pela comparagido dos valores dos
deslocamentos quimicos dos carbonos do composto 3 no espectro
de RMN BC. Esta observagéo foi confirmada pela anélise do espec-
tro bidimensional HMBC, que também permitiu a localizagido da
unidade de agticar no carbono C-4” da aglicona, através da correla-
¢do do hidrogénio anomérico em §,, 5,64 (H-1) com o carbono em
3. 159.4 (C-4"). A atribuigdo inequivoca dos dados de carbono e
hidrogénio e a comparagdo com dados da literatura permitiram de-
finir o composto 4 como sendo 7-metil-aromadendrina-4"-O-6""-
trans-p-cumaroil-B-D-glicopiranosideo®.

Os compostos 5 e 6 apresentaram-se na forma de cristais bran-
cos com p.f. 222,8-225,5 °C e 182,8-183,9 °C, respectivamente. A
determinag@o da estrutura de flavanondis para ambos os compostos
foi possivel através da existéncia de sistemas AB na regido de hi-
drogénios alifaticos (5: 8, 4,97 € 4,53, 6: 5, 5,02 e 4,58), e sistemas
AA'BB” (5: 5, 7.35¢ 6,83, 6:5, 7,37 ¢ 6,85) e AB (5: §, 592 ¢
5,88, 6: 3, 6,09 e 6,04) na regido de hidrogénios aromaticos nos
espectros de RMN 'H. O grupo metoxila adicional em §,, 3,82 no
composto 6, foi localizado no carbono 7 da estrutura flavonoidica,
através da sua correlagdo a longa distdncia com o carbono insaturado
em SC 168,8 (C-7), confirmando desta forma os compostos 5 e 6
como sendo a aromadendrina (3,5,7,4 -tetra-hidroxi-flavanona) e o
seu derivado metilado na posicdo 7, respectivamente'®.

O composto 7 apresentou-se como um sélido branco cristalino
com p.f. 227,8-229,9 °C e o composto 8 como um sélido de cor
amarela com p.f. 74,9-76,1 °C. Os espectros de RMN 'H de 7 ¢ 8
mostraram-se semelhantes aos dos compostos 5 e 6, exceto pelos
sinais de um sistema ABX na regido de hidrogénios alifiticos (7: 8,
5,34,3,11e 2,71, 8: 6, 5,30, 3,08 e 2,67) caracterizando a estrutura
de flavanonas. Esta sugestdo foi confirmada pelo espectro de RMN
13C que exibiu para cada composto um sinal adicional relacionado a
um carbono metilénico em SC 44,1 (C-3). Estes dados, associados
com aqueles obtidos da andlise dos espectros bidimensionais (COSY,
HMQC e HMBC) e comparagido com dados da literatura, possibili-
tou identificar os compostos como sendo a naringenina (5,7,4"-tri-
hidroxiflavanona) (7) e a sakuranetina (5,4"-di-hidroxi-7-
metoxiflavanona) (8)'.

O composto 9 apresentou-se na forma de um sélido amorfo de
cor amarela e com p.f. 215,2-218,5 °C. Os sinais do sistema ABX
observados para os compostos 7 € 8 mostraram-se ausentes no es-
pectro de RMN 'H do composto 9, sugerindo a existéncia de um
flavonol. Esta observacao foi confirmada no espectro de RMN *C
que revelou a auséncia de dois carbonos oxigenados e a presenga de
dois carbonos insaturados adicionais em SC 148,3 (C-2) e 138,5 (C-
3). Tais dados permitiram identificar a estrutura do composto 9 como
sendo o 7-metil-campferol'.

Dados da literatura revelam o kino de Eucalyptus como uma
prolifica fonte de compostos polifenélicos. O isolamento de
flavondides e heterosideos do kino de E. citriodora do Nordeste do
Brasil corrobora com os dados registrados para o kino de outras
espécies do género. Os compostos 2, 4 e 7 ja foram isolados do kino
de E. maculata®"°, o composto 8 do kino de E. citriodora®, o com-
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posto 9 dos kinos de E. maculata, E. callophylla, E. corymbosa e
E. citriodora**', e o composto 10 dos kinos de E. astringens, E.
lehmanii e E. platypus®. No entanto, este é o primeiro relato do
isolamento do composto 1 e da mistura dos isdmeros 3a-3b em
exudatos de Eucalyptus.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos gerais

Os pontos de fusdo foram obtidos em um aparelho Mettler
FP82HT e os valores ndo foram corrigidos. Os espectros de
infravermelho foram registrados em um espectrofotdmetro Perkin
Elmer 1000 utilizando pastilhas de KBr anidro. Para a obtencdo
dos espectros de massa foi utilizado um espectrometro Hewlett-
Packard 5971 por impacto de elétrons a 70 eV. Os espectros de
RMN foram obtidos em espectrometro Bruker Avance DRX-500;
operando a 500 MHz para RMN 'H e 125 MHz para RMN C. As
placas de CCD foram visualizadas em camara com lampada
ultravioleta (A =254 e 365 nm) e reveladas sob aquecimento com
soluc@o de vanilina/dcido perclérico em etanol.

Material vegetal

O kino foi coletado de um espécimen de Eucalyptus citriodora
Hook cultivado no Horto de Plantas Medicinais Francisco José de
Abreu Matos da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, CE,
Brasil. O material vegetal foi identificado pelo Dr. A. G. Fernandes
do Herbario Prisco Bezerra (EAC), Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceard, cuja exsicata encontra-se deposita-
da sob o nimero 35532.

Extracio e isolamento

O kino de E. citriodora (40 g) foi dissolvido em uma mistura de
EtOH:H,0 1:1 (400 mL) e submetido a parti¢do liquido-liquido com
os solventes hexano, CHC13, EtOAc e n-BuOH.

A fragdo CHCI, (6,4 g) foi cromatografada em Sephadex LH-20
utilizando MeOH como solvente. Foram obtidas 25 fra¢des de 10
mL que foram combinadas em 5 sub-fra¢des apds a andlise compa-
rativa em CCD. Sucessivas cromatografias do tipo flash da sub-
fragdo (2-3) (1,53 g) utilizando a mistura de solventes CHCI,/MeOH
10% de forma isocritica, levou ao isolamento dos compostos 5 (97
mg), 6 (352 mg), 7 (9 mg) e 8 (5 mg). A sub-fragdo (4-10) (830 mg)
foi submetida a sucessivas cromatografias em Sephadex LH-20 uti-
lizando MeOH como solvente, para fornecer o composto 9 (5 mg).
A sub-fragdo (18-20) (530 mg) foi submetida a cromatografia flash
utilizando a mistura de solventes CHCL,/MeOH 6%. As fracdes
obtidas foram posteriormente combinadas de acordo com as suas
semelhangas ap6s andlise em CCD. A sub-fracdo (18-20) (30-40)
foi recromatografada em Sephadex LH-20 utilizando MeOH, para
fornecer o composto 2 (9 mg). Cromatografia flash utilizando a mis-
tura acetona/MeOH 60% da sub-fragdo (18-20)(21-25) (25 mg) for-
neceu o composto 4 (10 mg).

A fragdo AcOEt (5.42 g) foi submetida a sucessivas cromatografias
flash utilizando os solventes CHCl,, acetona e MeOH, seguindo um
gradiente de concentra¢do em ordem crescente de polaridade, para
fornecer os compostos 1 (40 mg), 3a-3b (24 mg) e 10 (12 mg).
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