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RESUMO 

Estudo farmacoquímico bioguiado pela atividade miorrelaxante do extrato etanólico das 
cascas do caule de Hymenaea courbaril L. (Jatobá). Gabrieli da Penha Bezerra. 
Orientadora: Gilvandete Maria Pinheiro Santiago. Dissertação de Mestrado. Programa de Pós-
graduação em Ciências Farmacêuticas. Departamento de Farmácia. Universidade Federal do 
Ceará, 2013. 

Hymenaea courbaril L. (Fabaceae), conhecida popularmente como "Jatobá", é usada na 

medicina popular para o tratamento de doenças respiratórias tais como bronquite e asma. O 

presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito de H. courbaril na contratilidade da 

musculatura lisa traqueal de ratos, bem como seu potencial antioxidante e anti-inflamatório, 

através de um estudo farmacoquímico bioguiado pela atividade miorrelaxante do extrato 

etanólico das cascas do caule (EEHC). O tratamento cromatográfico de EEHC resultou em 

frações de polaridade crescente denominadas hexano (FH), hexano:diclorometano (FHD), 

diclorometano (FD), diclorometano:acetato de etila (FDAE), acetato de etila (FAE) e metanol 

(FM). EEHC, FD, FDAE, FAE e FM apresentaram potencial antioxidante através da atividade 

sequestradora de radicais livres, determinado pelo teste do DPPH. EEHC, FD, FDAE e FM 

relaxaram parcialmente anéis de traqueia contraídos com CCh ou K+, enquanto FAE se 

mostrou mais bioativa, revertendo completamente as contrações induzidas por esses agentes. 

FAE reduziu contrações que dependiam do influxo de cátions bivalentes através de canais de 

Ca2+ operados por voltagem (VOCs) ou canais de Ca2+ operados por receptor (ROCs), sendo 

mais potente em inibir as contrações dependentes de VOC, em meio sem Ca2+ e na presença 

de acetilcolina, evidenciando sua ação inibitória preferencial em eventos iniciados 

eletromecanicamente. O pré-tratamento de animais com FAE por via oral preveniu a 

hiperresponsividade das vias aéreas às contrações induzidas por KCl em traqueias de animais 

desafiados à ovalbumina, bem como reduziu a quantidade de células brancas, em especial, 

eosinófilos e neutrófilos no lavado broncoalveolar de animais sob processo asmático. A 

prospecção dos constituintes químicos da fração mais bioativa (FAE) foi realizada utilizando 

métodos cromatográficos e obtenção de espectros de RMN de 1H e 13C, resultando no 

isolamento e caracterização do flavonóide astilbina e do ácido oleanólico, um composto 

triterpenóide isolado pela primeira vez do gênero Hymenaea. Astilbina apresentou atividade 

relaxante sobre músculo liso traqueal de ratos pré-contraídos com K+, sendo responsável, pelo 

menos em parte, pela atividade apresentada por FAE. O presente estudo forneceu base 

científica de que H. courbaril apresenta potenciais atividades antioxidante, miorrelaxante e 
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anti-inflamatória, respaldando o seu uso na medicina popular para o tratamento de doenças 

inflamatórias das vias aéreas, tais como a asma. 

Palavras-chave: Hymenaea courbaril L.. Atividade miorrelaxante. Antioxidante. Anti-

inflamatório 
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ABSTRACT 

Phytochemical study bioguided by the myorelaxant activity of the crude extract from 
stem bark of Hymenaea courbaril L (Jatobá). Gabrieli da Penha Bezerra. Advisor: 
Gilvandete Maria Pinheiro Santiago. Máster Degree. Program of Pos-Graduation in 
Pharmaceutical Sciences. Department of Pharmacy. Federal University of Ceará, 2013. 
 

Hymenaea courbaril L. (Fabaceae), popularly known as "Jatoba", is used in folk medicine to 

treat respiratory diseases such as bronchitis and asthma. This study evaluated the effect of H. 

courbaril on the contractile of rat isolated trachea, as well as its potential antioxidant and anti-

inflammatory, through an interdisciplinary study bioguided by myorelaxant activity of the 

ethanol extract from stem bark (EEHC). Chromatoghrafic fractionation of EEHC resulted in 

fractions of increasing polarity: hexane (HF), hexane:dichloromethane (HDF), 

dichloromethane (DF), dichloromethane:ethyl acetate (DEAF), ethyl acetate (EAF) and 

methanol (MF) fraction. EEHC, DF, DEAF, EAF and MF showed enhanced free radical 

scavenging in the DPPH test. EEHC, DF, DEAF and MF partially relaxed tracheal rings 

contracted with either CCh or K+, while EAF almost abolished such contractions. EAF was 

more potent to inhibit K+ than CCh-induced contractions. EAF reduced contractions that 

depended on divalent cation inflow through voltage-operated Ca2+ channels (VOCCs) or 

receptor-operated Ca2+ channels (ROCCs), but it was more potent to inhibit VOCC- than 

ROCC-dependent contraction in ACh-enriched Ca2+-free medium, indicating a preferential 

action in events mediated electromechanically. Oral pre-treatment of antigen-challenged 

animals with EAF prevented airways hyperresponsiveness on KCl-induced contractions and 

impaired the increase in the number of white cells, particularly eosinophils and neutrophils in 

bronchoalveolar lavage of these animals. Chemical investigation of the most bioactive 

fraction (EAF) was performed using chromatographic methods and  1H-NMR and 13C-NMR 

spectroscopic analysis, resulting  in the isolation and identification of the flavonoid astilbin 

and oleanolic acid, a compound triterpenoid, which is isolated by the first time in Hymenaea. 

Astilbin showed myorelaxant activity on rat trachea rings contracted with K+, indicating that 

it may be partly responsible for the activity presented by EAF. This study provided scientific 

basis that H. courbaril presents potential antioxidant, anti-inflammatory and myorelaxant, 

which support its use in folk medicine to treat inflammatory airway diseases such as asthma. 

Key-words: Hymenaea courbaril L.. Myorelaxant activity. Antioxidant. Anti-
inflammatory. 

 

 



10 

 

LISTA DE FIGURAS  

Figura 1 – Foto de um espécime de Hymenaea courbaril L. ....................................... 25 

Figura 2 - Partes aéreas de Hymenaea courbaril L. .................................................... 26 

Figura 3 - Frutos e endocarpo de Hymenaea courbaril L. .......................................... 26 

Figura 4 - Estruturas dos metabólitos secundários isolados da resina e das sementes 
de H. courbaril ............................................................................................................... 29 

Figura 5 - Estruturas dos metabólitos secundários isolados do epicarpo do fruto e 
das folhas de H. courbaril ............................................................................................. 30 

Figura 6 - Estruturas dos metabólitos secundários isolados da resina da casca do 
caule e da casca do caule de H. courbaril ..................................................................... 31 

Figura 7 - Estruturas dos metabólitos secundários isolados do extrato metanólico de 
H. courbaril ................................................................................................................... 32 

Figura 8 - Estruturas dos constituintes químicos identificados nos óleos essenciais 
das cascas dos frutos verdes e das cascas dos frutos maduros de H. courbaril .......... 33 

Figura 9 - Fluxograma de metodologias desenvolvidas no estudo.............................. 48 

Figura 10 - Fluxograma de fracionamento do EEHC, obtenção de frações e 
isolamento de constituintes químicos ........................................................................... 51 

Figura 11 - Sistema utilizado nos ensaios de contratilidade in vitro em traqueia de 
ratos ............................................................................................................................... 57 

Figura 12 - Detalhe da montagem de anéis de traqueia de rato no sistema de 
contratilidade in vitro ................................................................................................... 58 

Figura 13 - Representação esquemática do protocolo utilizado para avaliação do 
efeito de FAE em modelo experimental que mimetiza o processo asmático .............. 61 

Figura 14 - Estrutura química de HCC-4 .................................................................... 67 

Figura 15 - Espectro de RMN 1H (500 MHz; CD3OD) de HCC-4 .............................. 69 

Figura 16 - Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz; CD3OD) de HCC-4 ......... 69 

Figura 17 - Espectro de RMN 13C (125 MHz; CD3OD) de HCC-4 ............................. 70 

Figura 18 - Espectro de RMN 13C DEPT 135° (125 MHz; CD3OD) de HCC-4 ......... 70 

Figura 19 - Espectro de RMN bidimensional de correlação homonuclear 1H x 1H – 
COSY de HCC-4 ........................................................................................................... 71 

  



11 

 

Figura 20 - Expansão do espectro de RMN bidimensional de correlação 
homonuclear 1H x 1H – COSY de HCC-4 .................................................................... 71 

Figura 21 - Espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C – 
HSQC de HCC-4 ........................................................................................................... 72 

Figura 22 - Expansão do espectro de RMN bidimensional de correlação 
heteronuclear 1H x 13C – HSQC de HCC4 ................................................................... 72 

Figura 23 - Espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C – 
HMBC de HCC-4 .......................................................................................................... 73 

Figura 24 - Expansão 1  do espectro bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 
13C – HMBC de HCC-4 ................................................................................................. 73 

Figura 25 - Expansão 2  do espectro bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 
3C – HMBC de HCC-4 .................................................................................................. 74 

Figura 26 - Espectro bidimensional de correlação homonuclear 1H x 1H – NOESY 
(500 MHz; CD3OD) de HCC-4 ..................................................................................... 74 

Figura 27 - Estrutura química de HCC-5 .................................................................... 76 

Figura 28 - Espectro de RMN - 1H (500 MHz; CDCl3) de HCC-5 .............................. 78 

Figura 29 - Expansão do espectro de RMN - 1H (500 MHz; CDCl3) de HCC-5 ........ 78 

Figura 30 - Espectro de RMN -13C (125 MHz; CDCl3) de HCC-5 ............................. 79 

Figura 31 – Expansão 1 do espectro de RMN -13C (125 MHz; CDCl3) de HCC-5 ..... 79 

Figura 32 – Expansão 2 do espectro de RMN -13C (125 MHz; CDCl3) de HCC-5 ..... 80 

Figura 33 - Espectro de RMN -13C DEPT 135° (125 MHz; CDCl3) de HCC-5 .......... 80 

Figura 34 - Expansão do espectro de RMN -13C DEPT 135° (125 MHz; CDCl3) de 
HCC-5 ............................................................................................................................ 81 

Figura 35 - Espectro de RMN bidimensional de correlação homonuclear 1H x 1H – 
COSY de HCC-5 ........................................................................................................... 81 

Figura 36 - Expansão do espectro de RMN bidimensional de correlação 
homonuclear 1H x 1H – COSY de HCC-5 .................................................................... 82 

Figura 37 - Espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C – 
HSQC de HCC-5 ........................................................................................................... 82 

Figura 38 - Expansão 1 do espectro de RMN bidimensional de correlação 
heteronuclear 1H x 13C – HSQC de HCC-5 ................................................................. 83 

 



12 

 

Figura 39 - Expansão 2 do espectro de RMN bidimensional de correlação 
heteronuclear 1H x 13C – HSQC de HCC-5 ................................................................. 83 

Figura 40 - Espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C – 
HMBC de HCC-5 .......................................................................................................... 84 

Figura 41 - Expansão 1 do espectro de RMN bidimensional de correlação 
heteronuclear 1H x 13C – HMBC de HCC-5 ................................................................ 84 

Figura 42 - Expansão 2 do espectro de RMN bidimensional de correlação 
heteronuclear 1H x 13C – HMBC de HCC-5 ................................................................ 85 

Figura 43 - Efeito do EEHC sobre a contração induzida por CCh (A) ou K+ (B) em 
traqueia isolada de rato ................................................................................................ 88 

Figura 44 - Efeito de FD, FDAE, FAE e FM sobre a contração induzida por CCh ou 
K + em traqueia isolada de rato ..................................................................................... 90 

Figura 45 - Efeito da adição de K+ ao banho contendo tecido traqueal de rato após a 
sua exposição à EEHC ou FAE .................................................................................... 91 

Figura 46 - Efeito de astilbina (HCC-4) sobre a contração induzida por K+ em 
traqueia isolada de rato ................................................................................................ 92 

Figura 47 - Efeitos de FAE nas contrações induzidas por Ca2+ em músculo liso 
traqueal na presença de ACh (10µM)  e verapamil (10µM) ....................................... 95 

Figura 48 - Efeitos de FAE nas contrações induzidas por Ba2+ em músculo liso 
traqueal na presença de ACh (10µM) .......................................................................... 97 

Figura 49 - Curvas concentração-efeito ao KCl em traqueias isoladas de ratos 
sensibilizados, desafiados e desafiados pré-tratados com FAE .................................. 99 

Figura 50 - Efeito do pré-tratamento com FAE na resposta migratória de células 
inflamatórias em ratos desafiados à ovalbumina ...................................................... 100 

Figura 51 - Efeito do pré-tratamento com FAE em animais desafiados à OVA sobre 
a contagem diferencial de células (eosinófilos, macrófagos, neutrófilos e linfócitos) 
presentes no LBA de ratos. ......................................................................................... 102 

 

 

 

 

 

  

 



13 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 – Dados referentes ao fracionamento cromatográfico de EEHC ................ 49 

Tabela 2 - Dados referentes ao fracionamento cromatográfico da FAE .................... 52 

Tabela 3 - Dados referentes às subfrações obtidas do fracionamento cromatográfico 
da FAE ........................................................................................................................... 52 

Tabela 4 - Dados referentes às subfrações obtidas do tratamento cromatográfico da 
fração solúvel em acetona de FAE 180-189 ................................................................. 53 

Tabela 5 - Dados referentes ao fracionamento cromatográfico da FAE 79-95 .......... 54 

Tabela 6 - Dados referentes às subfrações do fracionamento cromatográfico da FAE 
79-95 .............................................................................................................................. 54 

Tabela 7 - Perfil fitoquímico da casca do caule de Hymenaea courbaril L. ............... 65 

Tabela 8 - Dados espectroscópicos de HCC-4 comparados com aqueles descritos na 
literatura (LUCAS-FILHO et al., 2010)  para astilbina.................................................68 
 
Tabela 9 - Dados espectroscópicos de HCC-5 comparados com aqueles descritos na 
literatura (MAHATO; KUNDU, 1994) para ácido oleanólico .................................... 77 

Tabela 10 - Avaliação da atividade antioxidante do EEHC e suas frações usando o 
método de sequestro do radical DPPH ........................................................................ 86 

 

 

 

   

   

   

 
 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  

ACh Acetilcolina 

ATP Trifosfato de adenosina 

CCD Cromatografia em camada delgada 

CCE Curva concentração-efeito 

CCh Carbacol 

CI50 Concentração inibitória 50% 

CL50 Concentração letal 50% 

COX Ciclooxigenase 

COSY Correlation Spectroscopy 

DAG Diacilglicerol 

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer 

DES Animais desafiados com ovalbumina 

DFAE Animais desafiados e pré-tratados com fração acetato de etila 

DPPH Radical 1,1- difenil-2-picrilhidrazila 

EEHC Extrato etanólico das cascas do caule de Hymenaea courbaril 

EGTA Ácido etileno glicol O’-bis(2-aminoetil)-N, N, N’, N’ –tetracetico 

Eo Eosinófilo 

E.P.M Erro padrão da média 

EtOH Etanol 

FAE Fração Acetato de etila 

FD Fração diclorometano 

FDAE Fração diclorometano:acetato de etila 

FH Fração hexano 

FHD Fração hexano: diclorometano 

FM Fração metanol 

GC Guanilato ciclase 

GMPc Monofosfato cíclico de guanosina 

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation 

HRB Hiperresponsividade brônquica 

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence 

IgE Imunoglobulina E 

i.p Intraperitoneal 

IP3 Inositoltrifosfato 

 

 



15 

 

IR Importância relativa 

LBA Lavado broncoalveolar 

LAFARMULI Laboratório de Farmacologia do Músculo Liso 

LDH Lactato desidrogenase 

Lf Linfócito 

Ltda Limitada 

Mg Macrófago 

MgSO4 Sulfato de Magnésio 

NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy 

Nt Neutrófilo 

OVA Ovalbumina 

PLA2 Fosfolipase A2 

PLC Fosfolipase C 

PMN Polimorfonucleares 

Ppm Partes por milhão 

q.s.p Quantidade suficiente para 

RMN 1H Ressonância magnética nuclear de hidrogênio 

RMN 13C Ressonância magnética nuclear de carbono-13 

ROC Canal de cálcio operado por receptor 

SENS Sensibilizados 

SOC Canal de cálcio operado por estoque 

TNF-α Fator de Necrose tumoral-α 

UFC Universidade Federal do Ceará 

UV Ultravioleta 

VOC Canal de cálcio operado por voltagem 

  

  

  

  

  

  
 

 

 

 



16 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

% Porcentagem 

Φ Diâmetro 

L 
 
Comprimento 

δ Deslocamento químico 

J Constante de acoplamento 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

SUMÁRIO 
 

1 INTRODUÇÃO .......................................................................................................... 21 

1.1Pesquisa com plantas medicinais: Contribuição ao conhecimento químico e 
biológico da biodiversidade brasileira ......................................................................... 21 

1.2 Gênero Hymenaea ................................................................................................... 23 

1.3 Hymenaea courbaril L. ............................................................................................ 24 

1.3.1 Distribuição geográfica, aspectos botânicos e etnofarmacológicos ...................... 24 

1.3.2 Aspectos químicos ................................................................................................. 27 

1.3.3 Farmacologia e toxicologia pré-clínica ................................................................ 33 

1.4 Músculo liso das vias aéreas ................................................................................... 34 

1.5 Papel do músculo liso, inflamação e estresse oxidativo no processo asmático ..... 37 

2 JUSTIFICATIVA....................................................................................................... 42 

3 OBJETIVOS .............................................................................................................. 44 

3.1 Objetivo Geral ......................................................................................................... 44 

3.2 Objetivos específicos ............................................................................................... 44 

4 METODOLOGIA ...................................................................................................... 46 

4.1 Materiais ................................................................................................................. 46 

4.1.1 Material vegetal .................................................................................................... 46 

4.1.2 Animais ................................................................................................................. 46 

4.1.3 Drogas, reagentes e solventes ............................................................................... 46 

4.1.3.1 Composição das soluções ................................................................................... 47 

4.1.4 Equipamentos........................................................................................................ 47 

4.1.5 Outros materiais .................................................................................................... 47 

4.1.6 Aspectos éticos ...................................................................................................... 48 

4.2 Métodos ................................................................................................................... 48 

4.2.1 Protocolos experimentais para caracterização química de H. courbaril .............. 49 

4.2.1.1 Prospecção química ........................................................................................... 49 

 



18 

 

4.2.1.2 Obtenção do extrato etanólico da casca do caule e frações ............................... 49 

4.2.1.3 Isolamento e caracterização de constituintes químicos ..................................... 50 

4.2.1.4 Fracionamento cromatográfico de FAE 180-189 e isolamento de HCC-4 ........ 52 

4.2.1.5 Fracionamento cromatográfico de FAE 79-95 e isolamento de HCC-5 ............ 53 

4.2.2 Protocolo experimental para avaliação do potencial antioxidante .................... 55 

4.2.2.1 Avaliação do potencial antioxidante do EEHC e frações através do teste do 
DPPH ............................................................................................................................. 55 

4.2.3 Protocolos experimentais para estudo do potencial miorrelaxante e 
antiespasmódico em tecido traqueal de ratos .............................................................. 56 

4.2.3.1 Experimentos com anéis de traqueia ................................................................. 56 

4.2.3.2 Avaliação do efeito da adição in vitro de EEHC, frações e astilbina sobre CCE 
induzida por CCh ou KCl ............................................................................................... 59 

4.2.3.3 Avaliação do efeito da adição in vitro de FAE na CCE induzida por Ca2+ em 
traqueia isolada de rato mantida em meio sem Ca2+ e na presença de acetilcolina ...... 59 

4.2.3.4 Avaliação do efeito da adição in vitro de FAE na CCE induzida por Ba2+ em 
traqueia isolada de rato mantida em meio sem Ca2+ e na presença de acetilcolina ...... 60 

4.2.3.5 Avaliação do efeito de FAE em traqueia de ratos desafiados com antígeno ..... 61 

4.2.3.5.1 Sensibilização e bronco-provocação antigênica de ratos ................................ 61 

4.2.3.5.2 Efeito da administração oral de FAE na curva concentração-efeito induzida 
por  KCl .......................................................................................................................... 62 

4.2.4 Protocolo experimental para avaliação preliminar do potencial antinflamatório
 ....................................................................................................................................... 62 

4.2.4.1 Avaliação do efeito de FAE sobre o acúmulo de células inflamatórias no lavado 
broncoalveolar (LBA) de ratos desafiados com antígeno .............................................. 62 

4.3 Análise estatística .................................................................................................... 63 

5 RESULTADOS .......................................................................................................... 65 

5.1 Estudo químico Hymenaea courbaril L. ................................................................. 65 

5.1.1 Prospecção química.............................................................................................. 65 

5.1.2 Isolamento e caracterização de constituintes de FAE
 ....................................................................................................................................... 66 

 



19 

 

5.1.2.1 Determinação estrutural de HCC-4 ................................................................. 66 

5.1.2.2 Determinação estrutural de HCC-5 ................................................................. 75 

5.2 Estudo das atividades biológicas de H. courbaril L. .............................................. 86 

5.2.1 Avaliação da atividade antioxidante do EEHC e suas frações através do teste do 
DPPH ............................................................................................................................. 86 

5.2.2 Efeito da adição in vitro de EEHC, frações ou astilbina na contração induzida 
por CCh ou KCl em músculo liso traqueal de rato ........................................................ 87 

5.2.3 Efeito de FAE na curva concentração-efeito ao Ca2+ em traqueia isolada de rato 
mantida em meio sem Ca2+ na presença de acetilcolina ................................................ 94 

5.2.4 Efeito de FAE na curva concentração-efeito ao Ba2+ em traqueia isolada de rato 
mantida em meio sem Ca2+ na presença de acetilcolina ................................................ 96 

5.2.5 Efeito de FAE na CCE induzida por KCl em traqueias isoladas de ratos 
desafiados ao antígeno sensibilizante ............................................................................ 98 

5.2.6 Efeito de FAE na migração de células inflamatórias no lavado broncoalveolar de 
ratos desafiados à ovalbumina ..................................................................................... 100 

6 DISCUSSÃO ............................................................................................................ 104 

7 CONCLUSÕES ........................................................................................................ 114 

REFERÊNCIAS .......................................................................................................... 117 

ANEXO ....................................................................................................................... 128 

 

 

 

 

 

 



20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 

 



21 

 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Pesquisa com plantas medicinais: Contribuição ao conhecimento químico e biológico 

da biodiversidade brasileira 
 O uso de plantas medicinais como ferramenta de cura passou por diversas 

transformações ao longo da história. Utilizadas inicialmente de forma empírica, a partir do 

vasto conhecimento repassado por gerações, as plantas medicinais tornaram-se objeto de 

estudo de pesquisas científicas, levando a uma série de possíveis aplicações práticas, que 

permitem diferentes percepções sobre esse instrumento terapêutico, das quais podemos 

ressaltar o mapeamento da composição química de plantas, a busca de novas moléculas 

bioativas, a avaliação quantitativa do potencial químico de uma área, a quantificação de 

biodiversidade, bem como a formação de uma base de dados essenciais para o planejamento 

do uso sustentável de recursos naturais (GOTTLIEB et al., 1998; LEITE, 2009). 

A biodiversidade brasileira constitui importante fonte desses recursos e os compostos 

químicos oriundos do metabolismo secundário vegetal podem ser caracterizados como uma 

janela de oportunidades de utilização para a indústria de medicamentos, que pode encontrar 

nas plantas medicinais novas estruturas químicas a serem descobertas e, diante disso, 

desenvolver fármacos que serão alternativas biológicas terapêuticas eficazes para o tratamento 

ou prevenção de patologias (VILLAS BOAS; GADELHA, 2007; CALIXTO, 2005). 

No entanto, para que o homem possa conhecer, lidar e apropriar-se desse recurso 

natural e reverter a aquisição do saber em tecnologia utilizável, é necessário que seja 

desenvolvida uma interdisciplinaridade envolvendo todos os conhecimentos da cultura 

popular e científica (VASCONCELLOS et al., 2002). Muitas áreas estão envolvidas na 

realização da pesquisa de novas substâncias oriundas de plantas medicinais como a 

fitoquímica, que estuda o isolamento e caracterização de compostos químicos; a etnobotânica 

e a etnofarmacologia, que se baseiam em informações obtidas do conhecimento popular; e a 

farmacologia, que estuda os efeitos farmacológicos de extratos, frações e compostos isolados 

(MACIEL et al., 2002; MENDONÇA-FILHO; MENEZES, 2003; VENDRUSCULO; 

RATES; MENTZ, 2005). A multidisciplinaridade desses estudos revela a sua grandiosidade e 

a integração de diferentes áreas e conduz a um caminho eficaz para a validação das plantas 

medicinais (BARREIRO; BOLZANI, 2009). 

Além disso, estudos têm demonstrado que a informação sobre novos fármacos de 

interesse médico e farmacêutico pode ser obtida de maneira mais efetiva quando se pesquisa 

de forma etnodirigida, ou seja, quando se estuda as práticas terapêuticas de diferentes povos e 
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culturas, selecionando espécies de acordo com a indicação de grupos populacionais 

específicos em determinados contextos de uso (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). 

Sendo assim, a avaliação farmacológica de extratos brutos, frações e substâncias isoladas 

deve seguir as indicações terapêuticas empíricas divulgadas por estudos etnobotânicos. A 

realização correta da seleção dos testes biológicos a serem desenvolvidos, permitirá tanto uma 

avaliação do uso terapêutico da espécie vegetal quanto à obtenção de informações sobre a 

toxicidade da planta (MACIEL et al. 2002). 

Dessa maneira, as pesquisas de bioprospecção dos nossos biomas vêm sendo 

incrementadas objetivando a busca racional de bioprodutos de valor agregado. Esses estudos 

que priorizam descobertas de protótipos de fármacos ou fitofármacos têm propiciado tanto o 

avanço da pesquisa básica multidisciplinar, bem como, contribuído para o desenvolvimento 

tecnológico na realização de bioensaios e estudos fitoquímicos, proporcionando a criação de 

novas possibilidades na caracterização farmacêutica de produtos complexos como extratos ou 

frações (SIMÕES et al., 2004). 

O Brasil se destaca por ser o país com a maior diversidade genética vegetal do mundo, 

apresentando entre 15 a 20% da biodiversidade do planeta, constituindo dessa maneira, 

importante fonte desses recursos citados anteriormente (BARREIRO; BOLZANI, 

2009). Pesquisas relatam que mais de 90% da população brasileira faz uso de produtos 

farmacêuticos derivados de plantas medicinais, sendo que 46% mantem um cultivo caseiro 

dessas plantas. Estima-se que o mercado nacional de fitoterápicos movimente R$ 1 bilhão por 

ano (ABIFISA, 2012). Esse aumento na produção e no consumo de produtos à base de plantas 

medicinais demanda maior rigor relativo à qualidade desses produtos. No Brasil, a legislação 

vigente para o registro de fitoterápicos, RDC 14/2010, exige a detecção e quantificação de 

marcadores, que são compostos ou classe de compostos presentes na matéria-prima vegetal 

que tenham, preferencialmente, correlação com o efeito terapêutico e que serão utilizados no 

controle da qualidade da própria matéria-prima ou do medicamento fitoterápico (BRASIL, 

2010).  

No Ceará, o uso de plantas medicinais também é parte integrante da cultura popular e 

como consequência dessa utilização é possível observar o crescimento na realização de 

diversas pesquisas multidisciplinares que tomam como foco principal as plantas medicinais da 

nossa região (MATOS, 2007). Dentro desse contexto, podemos destacar os projetos de 

pesquisas etnodirigidas realizados com Myracrodruon urundeuva, conhecida popularmente 

como “Aroeira do Sertão”, comprovando a sua eficácia como agente anti-inflamatório, anti-

úlcera e cicatrizante. Dos estudos fitoquímicos com essa espécie foi possível identificar 
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taninos e chalconas diméricas como marcadores químicos e biológicos (BANDEIRA; 

MATOS; BRAZ-FILHO, 1994; BANDEIRA; MATOS; BRAZ-FILHO, 2003; VIANA et al., 

1997;VIANA; BANDEIRA; MATOS, 2003; SOUZA et al., 2007). 

Pode-se ressaltar também a Amburana cearensis, conhecida popularmente como 

“Cumaru” e o Eucalyptus tereticornis, “Eucalipto”, plantas regionais que tem sido alvo de 

pesquisas multidisciplinares voltadas para exploração dos seus efeitos anti-inflamatórios, 

espasmolíticos e, principalmente no tratamento da asma, tosse e bronquite (LEAL, et al., 

2003, 2006; COELHO-DE-SOUZA et al., 2005). Dessas plantas também foram 

caracterizados marcadores tais como isocampferídeo, cumarina e amburosídeo A, que são os 

compostos bioativos majoritários presentes na casca do caule do “Cumaru”, enquanto que o 

1,8-cineol foi isolado e caracterizado como principal constituinte do óleo essencial das folhas 

do eucalipto medicinal (CANUTO; SILVEIRA, 2006; COELHO-DE-SOUZA et al., 2005). 

Esses marcadores têm sido investigados quanto aos seus efeitos farmacológicos e a eles tem 

sido atribuído, pelo menos em parte, a ação exercida pelas preparações farmacêuticas que 

utilizam essas plantas medicinais como matéria-prima. (LEAL, 2006; BASTOS et al., 2009). 

Dentro desse contexto, nosso grupo de pesquisa, a fim de continuar contribuindo para 

o conhecimento do potencial químico e biológico da flora nacional, deu início a uma série de 

estudos farmacoquímicos com Hymeanaea courbaril L., uma planta regional, que também 

tem amplo uso na medicina popular. 

1.2 Gênero Hymenaea 

O gênero Hymenaea, pertencente à família Fabaceae e à subfamília Caesalpinioideae, 

ocorre em todos os principais tipos de ecossistemas tropicais de baixa altitude e encontra-se 

bem distribuído pelo Brasil, ocorrendo em quase todas as regiões com distribuição uniforme 

na Amazônia. (CLAY; SAMPAIO; CLEMENT, 1999, LEE; LANGENHEIM, 1975, 

CAMPOS; UCHIDA, 2002). Este gênero abrange 14 espécies, das quais nove são 

encontradas no Brasil (RIZINNI, 1971; CLAY; SAMPAIO; CLEMENT, 1999). 

As espécies que compõe este gênero são conhecidas por apresentarem em suas 

composições químicas, principalmente, diterpenos do tipo ent-labdânicos presentes na resina 

e casca do caule (NAKANO; DJERASSI, 1961; CUNNINGHAM; MARTIN; 

LANGENHEIM, 1973; MARSAIOLI; FILHO; CAMPELO, 1975; IMAMURA et al., 1977) e 

diterpenos ent-halimanos na resina do epicarpo (KHOO; OEHLSCHLAGER; OURISSON, 

1973). 
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A maioria das espécies desse gênero possui valor econômico e fornecem madeira de 

alta qualidade, resinas, frutos comestíveis e cascas ricas em taninos, além de possuírem 

variados usos na medicina popular (CLAY; SAMPAIO; CLEMENT, 1999). 

 

1.3 Hymenaea courbaril L. 

1.3.1 Distribuição geográfica, aspectos botânicos e etnofarmacológicos 

Hymenaea courbaril L. (Figura 1) é conhecida popularmente como “Árvore de 

Copal”, “Jatobá” ou “Jutaí”. Como descrito anteriormente, pertence à família Fabaceae, uma 

das mais abundantes famílias encontradas na Chapada do Araripe no município do Crato-Ce 

(ALENCAR; SILVA; BARROS, 2007). 

 Geralmente, mede entre 10 a 15 metros de altura, podendo ser encontradas espécimes 

com 40 metros de altura (LIMA et al., 2007). Hymenaea courbaril é uma espécie vegetal de 

ocorrência em mata ciliar ou de várzea, em solo temporário ou permanentemente úmido, 

sujeito à inundação periódica e sendo ainda frequente nas matas de terra firme (SALVADOR, 

1989). É também pouco exigente em fertilidade e umidade do solo (FILHO et al., 2003). 

É uma árvore de copa ampla e densa, com tronco mais ou menos cilíndrico de até 1 m 

de diâmetro. Possui folhas compostas bifoliadas de 6 a 14 cm de comprimento e flores 

grandes e brancas reunidas em inflorescências terminais. Seus frutos são vagens curtas de cor 

marrom escura, contendo 3 a 8 sementes duras envoltas por uma substância farinácea 

adocicada e cheiro semelhante a chulé, conforme mostrado nas Figuras 2 e 3 (LORENZI, 

1992). 

A polpa farinácea que envolve as suas sementes é comestível e rica em nutrientes, 

sendo usada como ingrediente para produção de pratos regionais e bebidas pelas populações 

rurais das regiões de origem da planta. Estudos demonstraram que eles são ricos em fibras e 

podem ser usados na preparação de lanches saudáveis (LORENZI, 1992).  
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Figura 1 – Foto de um espécime de Hymenaea courbaril L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: LORENZI, 1992 
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Figura 2 - Partes aéreas de Hymenaea courbaril L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: LORENZI, 1992 

Figura 3 - Frutos e endocarpo de Hymenaea courbaril L. 
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Esta espécie vegetal vem sendo foco de muitos estudos de natureza agronômica e 

fitoquímica, pois além de possuir frutos comestíveis, madeira resistente também apresenta 

variados usos na medicina popular tais como no tratamento de úlceras, distúrbios intestinais, 

bronquites e asma (MARSAIOLI; FILHO; CAMPELLO, 1975; NOGUEIRA et al., 2001). 

Guarim Neto e Morais (2003) fizeram uma revisão bibliográfica sobre as plantas medicinais 

do Cerrado de Mato Grosso, tendo sido a espécie H. courbaril, uma das mais citadas em 

trabalhos etnobotânicos, etnoecológicos, taxonômicos e florísticos. De acordo com Pinto e 

Maduro (2003), em trabalho realizado com raizeiros da cidade de Boa Vista, estado de 

Roraima, o “Jatobá” está entre os produtos de origem vegetal mais procurados para fins 

medicinais, sendo a casca e a resina indicadas como antianêmicos, anti-inflamatório e no 

tratamento de problemas de próstata.  

Cartaxo, Souza e Albuquerqe (2010) demonstraram, após a realização de pesquisa 

etnofarmacológica no Ceará, que Hymenaea courbaril, encontra-se entre as espécies que são 

recomendadas para serem utilizadas em estudos de bioprospecção, tendo em vista que 

apresentou grande diversidade de usos na medicina popular, quando referida por informantes-

chave na comunidade.  

Por outro lado, no estudo etnobotânico realizado em mercados de três estados da 

região Nordeste, Vieira (2011), catalogou a interseção de 43 espécies de uso tradicional, 

sendo Hymenaea courbaril aquela com o segundo maior valor de importância relativa (IR), 

com valor igual a 1,72. É válido salientar que essa medida confere maior qualidade e valor à 

planta e que leva em consideração o número de sistemas corporais tratados por uma 

determinada espécie e o número de propriedades biológicas atribuídas a ela (BENNETT; 

PRANCE, 2000). Além disso, Vieira (2011) mostrou a distribuição das plantas medicinais 

através da interseção das espécies comercializadas por três categorias: constituintes químicos, 

atividade biológica e propriedade biológica curativa referida por herbanários. Entre essas 

espécies, podemos destacar novamente H. courbaril, que foi referida pelos herbanários por 

apresentar propriedades curativas em doenças do trato respiratório como asma, bronquite e 

tuberculose, além de doenças inflamatórias e diabetes. 

1.3.2 Aspectos químicos 

Em estudos fitoquímicos realizados com H. courbaril L. foi possível destacar a 

elevada bioprodução de resinas, misturas complexas de compostos do tipo terpenóides, bem 

como elevada presença de taninos na casca do caule (LANGENHEIM, 1967). 
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Nakano e Djerassi (1961) isolaram e caracterizaram o diterpeno ácido labdan-

8(17),13E-dien-15-óico, denominado ácido copálico (1)  da sua resina. Das suas sementes 

foram isolados e identificados os sesquiterpenos ciclosativeno (2), β-cariofileno (3), α-

himachileno (4), selina-4(14),7(11)-dieno (5) como constituintes majoritários, bem como β-

bourboreno (6), α-calacoreno (7) humuleno (8), δ-cadineno (9), e α-muroleno (10) como 

constituintes minoritários (KHOO; OEHLSCHLAGER; OURISSON, 1973).  

Ainda do extrato em acetato de etila das sementes de H. courbaril, foram isolados e 

identificados (-)-kovalenato de metila (11), (-)-ozato de metila (12), isoozoato de metila (13), 

ácido (-)-(5R,8S,9S,10R)-cleroda-3,13)-dien-15-dióico (14) e ácido (-)-(5S,8S,9S,10R)-

cleroda-3,13E-dien-15-dióico (15) (NOGUEIRA et al., 2001), bem como as duas bicumarinas 

denominadas hymenaína (16) e ipomopsina (17) (SIMÕES et al., 2009), além de um 

polissacarídeo com cadeia principal caracterizada por ser uma xilogalactana com substituições 

de xilose, arabinose e galactose (OMAIRA et al., 2007).  As estruturas dos metabólitos 

secundários isolados da resina e das sementes de H. courbaril encontram-se mostradas na 

Figura 4.  
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Figura 4 - Estruturas dos metabólitos secundários isolados da resina e das sementes de 
H. courbaril 
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Estudos com o epicarpo do fruto levaram ao isolamento e identificação de (-)-

zanzibarato de metila (18) (IMAMURA; MIRANDA; GIACOMINI, 2004), bem como os 

diterpenos labdânicos crotomaclina (19), ácido labdan-13E-en-8-ol-15-óico (20), ácido 

labdanólico (21), ácido labdan-13E-7,13-dien-15-óico (22), ácido labdan-8(17),13E-dien-15-

óico (ácido copálico) (1) e o sesquiterpeno espatulenol (23) (JAYAPRAKASAM et al., 

2007). Das folhas de H. courbaril foram isolados a (-)-epicatequina (24) e o flavanonol 

taxifolin-3-O-rhaminosídeo, denominado astilbina (25) (ARTAVIA; BARRIOS; CASTRO; 

1995), além de uma xiloglucana fucosilada (BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 

2001). As estruturas dos metabólitos secundários isolados do epicarpo do fruto e das folhas de 

H. courbaril estão mostradas na Figura 5.  

 

Figura 5 - Estruturas dos metabólitos secundários isolados do epicarpo do fruto e das 
folhas de H. courbaril 
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O fracionamento cromatográfico da resina da casca do caule desta espécie vegetal 

levou ao isolamento dos diterpenos caracterizados como ácido ent-labdan-7,13-dien-15-óico 

(26), ácido ent-labdan-13-en-8β-ol-15-óico (27) (MARSAIOLI; FILHO; CAMPELO, 1975) e 

ent-labdan-8β-ol-15-oato de metila (28) (IMAMURA et al., 1977). Também da casca do caule 

foram isolados e identificados (-)-(5R,8S,9S,10R)-clerod-3-en-15-oato de metila (29), um 

novo diterpeno ent-clerodânico e dois diterpenos ent-labdânicos já conhecidos, o (-)-copalato 

de metila (30) e (-)-eperuato de metila (31) (NOGUEIRA et al., 2002). As estruturas dos 

metabólitos secundários isolados da resina da casca do caule de H. courbaril estão mostradas 

na Figura 6.  

 

Figura 6 - Estruturas dos metabólitos secundários isolados da resina da casca do caule 
H. courbaril 
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Em outro estudo, realizou-se o fracionamento guiado pela bioatividade do extrato 

metanólico de H. courbaril, resultando no isolamento e caracterização de três novos 

diterpenos do tipo ent-halimanos denominados ácido (13R)-13-hidróxi-1(10),14-ent-

halimadien-18-óico (32), ácido (2S,13R)-2,13diidróxi-1(10),14-ent-halimadien-18-óico (33) e 

ácido (13R)-2-oxo-13-hidróxi-1(10),14-ent-halimadien-18-óico (34) (ABDEL-KADER et al., 

2002), cujas estruturas estão mostradas na Figura 7. 

Figura 7 - Estruturas dos metabólitos secundários isolados do extrato metanólico de H. 
courbaril 
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Ainda acerca dos estudos fitoquímicos realizados com H. courbaril, os óleos 

essenciais das cascas dos frutos verdes e das cascas dos frutos maduros foram analisados e as 

suas composições químicas foram caracterizadas. Os principais constituintes do óleo essencial 

das cascas dos frutos maduros foram os sesquiterpenos α-copaeno (35) (11,1%), espatulenol 

(23) (10,1%) e β-selineno (36) (8,2%), enquanto germacreno-D (37) (31,9%), β-cariofileno 

(3) (27,1%) e biciclogermacreno (38) (6,5%) foram os principais compostos do óleo essencial 

dos frutos verdes (AGUIAR et al, 2010). As estruturas dos constituintes químicos 

identificados nos óleos essenciais das cascas dos frutos verdes e das cascas dos frutos 

maduros de H. courbaril estão mostradas na Figura 8.  
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Figura 8 - Estruturas dos constituintes químicos identificados nos óleos essenciais das 
cascas dos frutos verdes e das cascas dos frutos maduros de H. courbaril 
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1.3.3 Farmacologia e toxicologia pré-clínica 

Ensaios preliminares conduzidos com os terpenóides obtidos do extrato metanólico 

dos seus frutos mostraram potentes atividades anti-inflamatória e antioxidante, que foram 

detectadas através da inibição da enzima ciclooxigenase (COX) e inibição da peroxidação 

lipídica, respectivamente (JAYAPRAKASAM et al., 2007). 

As constituições químicas dos óleos essenciais das cascas dos frutos maduros e dos 

frutos verdes de H. courbaril foram identificadas e estes óleos essenciais foram avaliados 

sobre larvas de Aedes aegypti e mostraram forte atividade larvicida com valores de CL50 igual 

14,8 ± 0,4 µg/mL para os frutos maduros e 28,4 ± 0,3 µg/mL para os frutos verdes (AGUIAR 

et al., 2010). 

Segundo Keiji et al. (1999), as frações metanólica e hidroacetônica a 70% obtidas a 

partir do tratamento cromatográfico do extrato hidroacetônico dos frutos de H. courbaril 

mostraram, in vitro, elevados efeitos inibitórios sobre a tirosinase, enzima que participa do 
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processo de síntese da melanina. O efeito inibitório foi detectado através da supressão da 

formação de melanina em células B-16, linhagem derivada de melanoma de rato. 

 Por outro lado, o extrato etanólico das suas folhas exibiu forte atividade antiviral em 

ensaios realizados in vitro contra o rotavírus, principal agente causador de diarreia em recém-

nascidos e crianças. Além disso, quando esse extrato teve a sua citotoxicidade avaliada 

através do exame microscópico da integridade morfológica de células tratadas comparando-as 

com células não-tratadas, apresentou toxicidade apenas na concentração de 5000 µg/mL 

(CECÍLIO et al, 2012). 

O diterpeno, ácido (13R)-13-hidróxi-1(10),14-ent-halimadien-18-óico (35), isolado a 

partir do fracionamento guiado pela bioatividade do extrato metanólico de H. courbaril 

apresentou fraca atividade citotóxica sobre linhagem de células mutantes (ABDEL-KADER 

et al., 2002). 

O estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa em parceria com o laboratório de 

Parasitologia da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Ceará utilizando o 

extrato etanólico da casca do caule de Hymenaea courbaril, demonstrou que este apresentou 

atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediário do S. mansoni, 

parasita causador da esquistossomose, em níveis de 100 ppm/24 horas (SOUSA et al., 2012). 

Pode-se observar que são relatados na literatura alguns estudos que demonstram a 

bioatividade de soluções extrativas, frações, bem como de compostos isolados de Hymenaea 

courbaril, porém inexistem dados experimentais referentes à sua ação sobre o trato 

respiratório. Uma vez que esta espécie tem sido usada tradicionalmente para o tratamento de 

afecções respiratórias tais como a asma e tendo em vista o potencial farmacológico 

apresentado anteriormente por esta planta e para melhor compreender os ensaios que foram 

realizados no presente estudo, foi considerado importante discorrer um pouco acerca do 

músculo liso das vias aéreas e do papel de outros fatores no processo asmático. 

1.4 Músculo liso das vias aéreas 

O tecido muscular liso está presente em diversos sistemas do organismo incluindo 

vasos sanguíneos, estômago, intestinos, bexiga, útero e vias aéreas, dentre outros. As células 

musculares lisas não possuem o padrão estriado encontrado no músculo cardíaco e esquelético 

e recebem inervação neural do sistema nervoso autônomo, em especial o parassimpático, 

constituindo o principal sistema de controle motor, que medeia a broncoconstrição. Vários 

aspectos da função das vias aéreas estão sob controle autônomo: tônus do músculo liso, 

secreção das glândulas submucosas, função das células epiteliais, o tônus vascular, 
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permeabilidade brônquica, e, provavelmente, a secreção a partir de mastócitos e outras células 

inflamatórias (BARNES, 1986; PENDRY, 1993; WEBB, 2003). Além disso, o estado 

contrátil da musculatura lisa também é controlado por hormônios, agentes autócrinos e 

parácrinos, bem como por outros sinais químicos locais (WEBB, 2003).  

O músculo liso, como sinalizado anteriormente, possui padrão diferente quanto às suas 

dimensões físicas, organização, resposta a estímulos contráteis, características de inervação e 

função, dependendo do órgão em que se encontra. Entretanto, didaticamente, esse tecido é 

classificado em dois tipos principais, o multiunitário e o unitário, sendo este último, o padrão 

encontrado nas vias aéreas. Essas fibras denominadas unitárias ocorrem, em geral, em feixes 

ou camadas e suas membranas celulares são aderentes entre si, possuindo diversos pontos de 

adesão denominados junções abertas, pelos quais ocorre o fluxo de íons de uma célula a outra, 

fazendo com que a força gerada por uma fibra muscular seja prontamente transmitida à 

seguinte e, dessa maneira, todas as fibras musculares se contraiam a um só tempo (GUYTON; 

HALL, 2011). 

A contração nesse tipo de tecido pode ser estimulada por diversos tipos de sinais, tais 

como estimulação da fibra nervosa para a fibra muscular lisa, estimulação hormonal, 

estiramento da fibra ou alteração no ambiente químico. Esses sinais são responsáveis por 

desencadear mecanismos de ativação através do íon Ca2+. O aumento na concentração de Ca2+ 

livre no sarcoplasma, citoplasma de células musculares lisas, promovido por qualquer 

estímulo contrátil citado anteriormente, resulta na ligação desse íon a calmodulina, uma 

proteína reguladora que, após reagir com quatro íons Ca2+ ativa a miosina quinase, enzima 

responsável por fosforilar as cadeias leves de miosina, permitindo a sua fixação ao filamento 

de actina, resultando na contração muscular (GUYTON; HALL, 2011). Em algumas células 

do músculo liso, a fosforilação da cadeia leve de miosina é mantida em um nível baixo 

mesmo na ausência de estímulos externos e essa atividade resulta no chamado tônus do 

músculo liso e a sua intensidade pode variar (WEBB, 2003). 

A cadeia de processos que liga um estímulo a seus efeitos na modificação da 

concentração de Ca2+ no citoplasma é denominada acoplamento excitação-contração 

(STEPHENS, 2002). Dois mecanismos principais controlam esse acoplamento na 

musculatura lisa: a cascata de sinalização mediada pela alteração na concentração intracelular 

de Ca2+ e a via de sinalização da Rho-quinase, que atua através de uma alteração na 

sensibilidade do sistema contrátil ao Ca2+. Enquanto este último parece estar mais envolvido 

com função modulatória, existe uma grande variação no mecanismo de sinalização mediado 

pelo Ca2+ e, por isso, esse processo será mais discutido adiante (BERRIDGE, 2008).  
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O aumento na concentração do Ca2+ livre no citoplasma pode se dar através do meio 

extracelular, por meio de canais de membrana, ou através de estoques intracelulares por meio 

do retículo sarcoplasmático (PUTNEY; McKAY 1999). Os canais presentes na membrana, 

pelos quais o cálcio entra através do meio extracelular são classificados de acordo com o tipo 

de estímulo ativador, sendo divididos em canais de cálcio operados por voltagem (VOC), 

ativados por variações no potencial de membrana e canais operados por receptor (ROC), onde 

a ocupação de receptores por agonistas específicos confere-lhe um estado de ativação. A 

depleção de estoques intracelulares de cálcio ativa outro tipo de canal presente na membrana 

plasmática, canais para cálcio operados por estoques (SOC), que são permeáveis a este íon e 

possibilitam a recarga dos estoques de cálcio do retículo através da entrada capacitativa de 

Ca2+ (SOMLYO et al., 1999; STEPHENS, 2002; PAREKH; PUTNEY, 2005). 

A regulação do tônus do músculo liso traqueal é feita por um sinal extracelular que 

provoca resposta celular de força através de dois tipos gerais de transdução de sinal: 1. 

Acoplamento eletromecânico: a contração do músculo liso é obtida pelo aumento da 

concentração de Ca2+ livre no citoplasma através da ativação de VOCs, que se dá pela 

despolarização da membrana provocada por estímulos químicos ou elétricos. 2. Acoplamento 

farmacomecânico: a contração do músculo liso é obtida pelo aumento da concentração de 

Ca2+ intracelular através da ativação de ROCs. Esse mecanismo envolve a ativação de 

receptores e encontra-se relacionado a uma mínima ou inexistente despolarização da 

membrana (SOMLYO et al., 1999; STEPHENS, 2002).  

As contrações evocadas por altas concentrações de K+ são mediadas via acoplamento 

eletromecânico, unicamente por efeitos voltagem-dependentes. Em concentrações altas de 

potássio a membrana do tecido de músculo liso traqueal é despolarizada e, em seguida são 

ativados os VOCs, que causam um influxo de cálcio através da membrana. Tal influxo medeia 

a liberação de cálcio induzida por cálcio pelo retículo sarcoplasmático, o qual resulta no 

desenvolvimento de força e a contração (KIRKPATRICK; JENKINSON; CAMERON, 

1975). Por outro lado, a ligação de agonistas como o carbacol, aos receptores presentes na 

membrana promove a sua ativação através de acoplamento farmacomecânico (SOMLYO et 

al., 1999). Uma vez estimulado o receptor, a proteína G se cliva, ativando a fosfolipase C 

(PLC), que ativada, hidrolisa o fosfoinositídio da membrana celular produzindo pelo menos 

dois segundos mensageiros: o diacilglicerol (DAG) e o inositoltrifosfato (IP3). A ligação do 

IP3 a receptores específicos na membrana do retículo sarcoplasmático resulta na liberação de 

Ca2+ para o citosol (WEBB, 2003; PAREKH; PUTNEY, 2005).  
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Em contrapartida, o relaxamento do músculo liso ocorre como resultado da remoção 

do estímulo contrátil ou pela ação direta de substâncias que estimulem a inibição do 

mecanismo contrátil. Independente disso, o processo de relaxamento requer uma diminuição 

da concentração celular do Ca2+ e o aumento na atividade da miosina fosfatase, enzima capaz 

de remover o fosfato da cadeia leve de miosina, cessando a contração. O sarcolema contém 

Ca, Mg-ATPases que proporcionam um mecanismo adicional para a redução da concentração 

desse íon na célula. A inibição dos canais de cálcio voltagem-dependentes e operados por 

receptor também promovem o relaxamento do músculo liso (WEBB, 2003). 

 O comportamento anormal do músculo liso das vias aéreas está relacionado a uma 

série de doenças, entre elas, a asma brônquica. Pesquisadores tem se dedicado a identificar as 

características bioquímicas e biofísicas desse tecido, para melhor compreender como se dá a 

sua alteração no processo asmático (WEBB, 2003).  

1.5 Papel do músculo liso, inflamação e estresse oxidativo no processo asmático  

Asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas que afeta crianças e adultos, é 

considerada um problema mundial de saúde, acometendo cerca de 20 milhões de indivíduos 

aqui no Brasil. Em 2011, o Departamento de informática do Sistema Único de Saúde registrou 

160 mil hospitalizações, dado que colocou essa doença como a quarta causa de internações, 

gerando um impacto sobre os recursos disponíveis e utilizados pelo sistema de saúde (SBPT, 

2012). Santos et al., 2007 mostraram que a falta de controle da asma foi o maior componente 

relacionado à utilização dos serviços de saúde, visto que o custo direto com a asma, 

englobando utilização de serviços de saúde e  medicamentos, foi o dobro entre pacientes com  

asma não controlada que entre aqueles com  asma controlada, aumentando proporcionalmente 

com a gravidade da doença. 

 Assim como outras síndromes, a asma apresenta características específicas que se 

apresentam em uma extensão variável nos indivíduos afetados. São elas: Inflamação aguda e 

crônica das vias aéreas, alteração estrutural da parece celular das vias aéreas, hiperreatividade 

das vias aéreas a estímulos inespecíficos ou a agonistas farmacológicos, e episódios agudos 

recorrentes de obstrução do fluxo aéreo, que podem ser revertidos por broncodilatadores que 

relaxam o músculo liso das vias aéreas. A reversibilidade da limitação do fluxo aéreo é uma 

das principais características do processo asmático e a demonstração de resposta terapêutica a 

broncodilatadores é um fator que contribui para o diagnóstico clínico (KUMAR, 2001; AN et 

al., 2007). 
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Alguns pacientes asmáticos apresentam queda da função pulmonar de caráter 

irreversível ao longo do tempo, além de apresentarem alteração persistente da função 

pulmonar, apesar de estarem sem manifestações clínicas da doença (PEAT; WOOLCOCK; 

CULLEN, 1987; LANGE et al., 1998).  

A hiperreatividade ou hiperresponsividade brônquica (HRB) caracterizada pela 

contração excessiva das células do músculo liso das vias aéreas é um dos fatores 

desencadeantes do processo asmático e contribui para o aumento da resistência do fluxo 

aéreo, devido à ocorrência de hipersecreção e alteração na espessura do tecido. Embora o 

mecanismo que contribui para HRB ainda seja incerto, é possível afirmar que envolve 

espessamento da parede muscular, controle neural autonômico alterado, aumento da 

contratilidade e processo inflamatório agudo e crônico das vias aéreas, que pode causar dano 

epitelial. Além disso, considera-se que o aumento na concentração de Ca2+ intracelular seja 

uma hipótese favorável para esclarecer a excessiva produção de força pelas células 

musculares lisas (LAW et al., 2000; BAI; ZHANG; SANDERSON, 2007; PEREZ-ZOGHBI 

et al., 2009). 

 Embora a contração das células do músculo liso das vias aéreas seja um fator crucial 

para a HRB, via final comum que conduz ao excessivo estreitamento das vias aéreas, outros 

componentes, tais como as alterações inflamatórias com infiltrados celulares, alterações 

estruturais como aumento ou diminuição da elastina e do colágeno, bem como proteoglicanos, 

podem modificar as respostas e contribuir para a HRB. Em conjunto, essas alterações são 

geralmente referidas ao remodelamento do tecido que tem sido caracterizado principalmente 

como sendo uma a consequência anatômica provocada por mudanças na composição, 

quantidade e organização dos constituintes celulares e moleculares da parede das vias aéreas 

(AN et al., 2007). Algumas análises histopatológicas de biópsias brônquicas reiteram o 

processo explanado acima, visto que demonstram a associação da infiltração de células 

inflamatórias com a remodelação das vias respiratórias (BERGER et al., 2003). 

Como já sinalizado anteriormente, a inflamação brônquica consiste em papel central 

na fisiopatogênese de diversas doenças do sistema respiratório, incluindo a asma (KUMAR, 

2001). É sabido também que a inflamação crônica, que pode seguir um quadro agudo ou 

apresentar-se de maneira crônica insidiosa, leva ao aparecimento de alterações de caráter 

anatômico que tem por consequência o dano tecidual progressivo (MAUAD, 2000). É 

caracterizada por ser uma resultante das interações complexas que ocorrem entre os 

mediadores liberados por células inflamatórias. Diversos componentes participam desse 

processo inflamatório na asma, entre eles, podemos destacar as células circulantes: 
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neutrófilos, monócitos, eosinófilos e linfócitos, assim como as células do tecido conjuntivo, 

destacando mastócitos e fibroblastos e por fim, componentes da matriz extracelular como 

proteínas fibrosas estruturais (colágeno e elastina), glicoproteínas de adesão e proteoglicanos 

(KUMAR, 2001; BARNES; CHUNG; PAGE, 1998; MAUAD, 2000). 

A resposta asmática apresenta duas fases, a inicial e a tardia. Tão logo o paciente 

asmático entre em contato com o antígeno, ocorre a resposta alérgica inicial com a ligação do 

alérgeno aos receptores de IgE em células como mastócitos e basófilos, e a consequente 

liberação de mediadores que causam inflamação, vasodilatação e broncoconstrição. Citocinas 

e quimiocinas liberadas nesse período recrutam mais células inflamatórias para o local, 

levando a resposta alérgica tardia, 3 a 4 horas após a exposição. Portanto, no processo 

asmático, a maquinaria contrátil muscular encontra-se rodeada de mediadores inflamatórios, 

que parecem ser responsáveis pelo aumento na velocidade de contração e na diminuição da 

plasticidade muscular (BHARADWAJ; AGRAWAL, 2004). Dessa maneira, o mau 

funcionamento das vias aéreas pode ser um dos primeiros mecanismos pelo qual a inflamação 

induz a hiperresponsividade que, somada ao remodelamento, causa um comprometimento 

ainda maior da função muscular das vias aéreas no paciente asmático (FERNANDES et al., 

2003).  

A agressão repetida ou intensa ao epitélio da via aérea associada à inflamação parece 

ser o evento inicial desencadeante do processo anormal de reparo na asma e tem como 

consequência o espessamento da mucosa, hiperplasia das glândulas submucosas, fibrose sub-

epitelial, deposição de colágeno e aumento da massa muscular (BHARADWAJ; AGRAWAL, 

2004; MAUAD, 2000). 

Em cobaias, exposições repetidas ao alérgeno têm causado HRB e infiltração tecidual 

de leucócitos com característica histológica e farmacológica da asma em humanos (MASINI 

et al., 2004). Em modelo experimental de asma alérgica, cobaias sensibilizadas com 

ovalbumina têm demonstrado o desenvolvimento de hiperresponsividade após o desafio 

antigênico e infiltração de eosinófilos nas vias aéreas (VAN OOSTERHOUT et al., 1993; 

PRETOLANI et al., 1994). Ratos wistar ativamente sensibilizados e repetidamente desafiados 

com antígenos também apresentaram hiperresponsividade brônquica à acetilcolina (CHIBA, 

MISAWA, 1993). 

Muito dos estímulos que exacerbam o processo asmático, incluindo infecções virais e 

poluentes podem ativar a produção de oxidantes, e esse acentuado estresse oxidativo também 

pode resultar na típica inflamação crônica das vias aéreas, uma vez que as células 

inflamatórias possuem a capacidade excepcional de produzir essas substâncias. No foco 
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inflamatório, as células inflamatórias e também as células do epitélio bronquial produzem 

oxidantes que promovem modificações no metabolismo celular, incluindo alteração no 

transporte iônico, alteração na permeabilidade da membrana, destruição celular por 

peroxidação lipídica, aumento da concentração intracelular de cálcio, liberação de histamina 

pelos mastócitos, além de secreção de muco substâncias (CARAMORI; PAPI, 2004; 

BARNES; CHUNG; PAGE, 1998).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Desde que bem estudada e compreendida, a biodiversidade brasileira representa 

importante fonte de riqueza e possui grande potencial para ser a fonte do desenvolvimento de 

novos medicamentos a base de produtos vegetais (GOTTLIEB et al., 1998). Embora algumas 

espécies vegetais sejam registradas como tendo amplo uso na medicina popular, faltam ainda 

informações científicas suficientes para garantir sua eficácia e segurança terapêuticas. Dentre 

elas, podemos destacar Hymenaea courbaril L., largamente usada na medicina popular para o 

tratamento de úlceras, desordens estomacais e doenças respiratórias como bronquites e asma 

(MARSAIOLI; FILHO; CAMPELO, 1975). 

Ensaios farmacológicos pré-clínicos conduzidos com terpenóides obtidos do extrato 

metanólico dos frutos de H. courbaril mostraram forte atividade anti-inflamatória e 

antioxidante através da inibição da enzima COX e da peroxidação lipídica, respectivamente 

(JAYAPRAKASAM et al., 2007). Outros estudos demonstraram seu potencial larvicida sobre 

Aedes aegypti, antiviral e moluscicida, bem como sua baixa toxicidade (KEIJI et al., 1999; 

ABDEL-KADER et al., 2002; AGUIAR et al., 2010; SOUSA et al., 2012; CECÍLIO et al., 

2012).  

Diante do exposto e considerando que o uso de Hymenaea courbaril L. pela 

população, retratado através de estudos etnofarmacológicos, está relacionado a doenças 

inflamatórias do sistema respiratório tais como a asma, é de fundamental importância que 

sejam realizados estudos em modelos experimentais que avaliem o seu potencial 

farmacológico e justifiquem o seu uso tradicional (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQE, 

2010; VIEIRA, 2011). Nesse sentido, esse trabalho foi desenhado para a realização de um 

estudo interdisciplinar bioguiado de Hymenaea courbaril, visando avaliar o seu efeito 

miorrelaxante e antiespasmódico sobre a musculatura lisa traqueal de ratos, os seus efeitos 

anti-inflamatório e antioxidante, bem como realizar o isolamento e caracterização de 

substâncias presentes no extrato e/ou frações que se mostraram bioativos.  A caracterização 

desses possíveis marcadores e a investigação dos seus efeitos farmacológicos inserem-se 

como fatores importantes na compreensão da ação de H. courbaril no sistema respiratório. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

• Realizar estudo farmacoquímico bioguiado pela atividade miorrelaxante do extrato 

etanólico das cascas do caule de Hymenaea courbaril L. 

3.2 Objetivos específicos 

• Realizar a prospecção fitoquímica da casca do caule de Hymenaea courbaril L.; 

 

• Realizar a preparação e o fracionamento do extrato etanólico da casca do caule de H. 

courbaril; 

 

• Avaliar o potencial antioxidante in vitro do extrato etanólico da casca do caule de H. 

courbaril e frações; 

 

• Avaliar o efeito do extrato etanólico da casca do caule de H. courbaril, frações e 

constituinte químico isolado sobre a contratilidade do músculo liso traqueal de ratos; 

 

• Avaliar o efeito do pré-tratamento com a fração bioativa na resposta contrátil de 

traqueias isoladas de ratos desafiados à ovalbumina; 

 

• Avaliar o efeito do pré-tratamento com a fração bioativa na resposta migratória de 

células inflamatórias em ratos desafiados à ovalbumina. 

 

• Isolar e caracterizar constituintes químicos da fração bioativa; 
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4 METODOLOGIA  

4.1 Materiais 

4.1.1 Material vegetal 

A casca do caule de Hymenaea courbaril L. foi coletada em abril de 2011 na cidade 

do Crato-Ce. Uma exsicata da espécie (nº 49901) encontra-se depositada no Herbário Prisco 

Bezerra, do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceará. 

4.1.2 Animais  

 Para os ensaios biológicos foram utilizados ratos machos Wistar (200-300 g) 

procedentes do Biotério Central do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceará (UFC) 

e mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (UFC). Os animais 

permaneceram em gaiolas apropriadas, em macroambiente controlado (fotoperíodo de 12h 

claro/escuro, temperatura 23 ± 2 oC e umidade 55 ± 10%) com fornecimento ad libitum de 

ração e água.  

4.1.3 Drogas, reagentes e solventes 

 Hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol, etanol, acetona, ácido sulfúrico, 

ácido acético glacial e vanilina foram adquiridos da VETEC (Brasil), diclorometano 

deuterado e metanol deuterado, da Tedia (Ohio, EUA), enquanto a violeta genciana é de 

procedência da Reagen (Brasil). O radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH), Trolox, ácido 

ascórbico, cloreto de sódio, cloreto de potássio, cloreto de cálcio, sulfato de magnésio, 

bicarbonato de sódio, hidrogenofosfato de potássio, hidrogenofosfato de sódio, glicose, 

acetilcolina (ACh), verapamil, carbacol (CCh), ácido etileno glicol O’-bis(2-aminoetil)-N, N, 

N’, N’ -tetracetico (EGTA), ovalbumina (OVA), hematoxilina, eosina e Triton X-100 foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA) ou da Merck (Dermstadt, Alemanha) e  o pentobarbital 

sódico é de procedência da Syntec (Brasil). 
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4.1.3.1 Composição das soluções 

• Solução de vanilina: vanilina (1 g) e álcool etílico (q.s.p. 100 mL). 

• Solução etanólica de ácido sulfúrico: ácido sulfúrico (10 mL) e álcool etílico (q.s.p. 

100 mL). 

• Solução de Krebs- Henseleit (mmol/L): NaCl (118,0), KCl (4,7), CaCl2 (2,5), 

MgSO4 (1,2), NaHCO3 (25,0), KH2PO4 (1,2) e glicose (10,0). 

• Solução de Tyrode (mmol/L): NaCl (136,0), KCl (5,0), MgCl2 (0,98), CaCl2 (2,0), 

NaH2PO4 (0,36) NaHCO3 (11,9) e glicose (5,5). 

• Solução de Turk: Ácido acético glacial (20 mL), violeta genciana (2,0 mL) e água 

destilada (q.s.p. 100 mL). 

• Salina heparinizada: Heparina (0,1 mL) e NaCl 0,9%  (q.s.p. 100 mL). 

 

4.1.4 Equipamentos 

 

 Balança analítica (A&D Company, Japão); placa aquecedora (Fanem, Brasil); estufa 

para esterilização e secagem (Olidef CZ, Brasil); evaporador rotatório e bomba de vácuo 

(Büchi, Suiça); sonicador (Unique, Brasil); pHmetro (Hanna Instruments, EUA); 

espectrômetro DRX-500 (Bruker, Alemanha); aparelho digital de ponto de fusão 

(microquímica equipamentos, Brasil); espectrofotômetro de absorção ultravioleta-visível 

(Beckamn Coulter, Alemanha); transdutor de força isométrico (AD Instruments, Austrália), 

nebulizador ultrasônico (Respira Max® Inalador Ultrasônico, NS Indústria de aparelhos 

médicos, Brasil), Luz ultravioleta 254 e 366nm (Desaga Heidelberg, Alemanha). 

4.1.5 Outros materiais 

Gel de sílica 60 0,0063-0,200 mm (Vetec, Brasil), placas de sílica em suporte de 

alumínio (Merck, Alemanha), Sephadex LH 20 (Amersham Biosciences, Suécia), colunas 

cromatográficas de vidro, pulverizador com junta esmerilhada, vidrarias volumétricas de uso 

comum em laboratório, seringas e material cirúrgico. 
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4.1.6 Aspectos éticos 

Esse projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal 

(Parecer nº 37/12) da Universidade Federal do Ceará (Anexo). 

4.2 Métodos 

 O presente estudo foi conduzido conforme o fluxograma a seguir (Figura 9). 

Figura 9 - Fluxograma de metodologias desenvolvidas no estudo 
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4.2.1 Protocolos experimentais para caracterização química de H. courbaril 

 4.2.1.1 Prospecção química 

A prospecção química para a caracterização dos principais grupos de substâncias 

vegetais de interesse foi realizada, utilizando-se os extratos aquoso, hidroalcoólico e 

diclorometânico a 10 % da droga vegetal (MATOS, 2009). 

4.2.1.2 Obtenção do extrato etanólico da casca do caule e frações 

A casca do caule de H. courbaril (509,9 g), após secagem e trituração, foi submetida à 

extração exaustiva por maceração à temperatura ambiente com etanol (13 x 1 L) e a solução 

etanólica obtida foi filtrada e, em seguida, concentrada por destilação sob pressão reduzida, 

resultando na obtenção de 86,1 g de extrato etanólico seco da casca de H. courbaril (EEHC). 

O extrato etanólico da casca do caule de H. courbaril (EEHC) (80 g) foi submetido a 

um processo cromatográfico de adsorção em coluna filtrante de 43 cm de comprimento (L) e 

4,5 cm de diâmetro (Φ), utilizando 660 g de gel de sílica. Foram utilizados hexano, 

diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binárias (1:1) como eluentes. 

O fracionamento cromatográfico resultou em seis frações, que foram concentradas por 

destilação sob pressão reduzida, resultando nas frações mostradas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Dados referentes ao fracionamento cromatográfico de EEHC 

FRAÇÕES ELUENTE MASSA (g) RENDIMENTO (%)  

FH Hexano 0,075 0,094 

FHD Hexano:Diclorometano (1:1) 0,197 0,25 

FD Diclorometano 1,296 1,62 

FDAE Diclorometano:Acetato de Etila (1:1) 0,996 1,25 

FAE Acetato de Etila 1,926 2,41 

FM Metanol 61,340 76,68 

 

 

As frações obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD). A 

revelação das substâncias nas cromatoplacas analíticas se deu através da exposição à 

irradiação ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 366 nm) e/ou por borrifação 

com solução de vanilina sulfúrica, seguida de aquecimento. 
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4.2.1.3 Isolamento e caracterização de constituintes químicos  

A prospecção dos constituintes químicos da planta foi realizada através de um estudo 

guiado pela avaliação do potencial miorrelaxante do EEHC e das frações obtidas do seu 

fracionamento cromatográfico (FD, FDAE, FAE e FM). FH e FHD não foram submetidas aos 

ensaios biológicos devido ao baixo rendimento obtido no tratamento cromatográfico de 

EEHC.  

A fração bioativa (FAE) foi, então, submetida a novos fracionamentos 

cromatográficos para o isolamento de seus constituintes químicos. Inicialmente, foi realizado 

o tratamento cromatográfico por adsorção em gel de sílica, seguido pelo refracionamento 

através de diversas técnicas cromatográficas, selecionando-se aquela adequada aos objetivos 

do trabalho e à natureza das subfrações obtidas. O tratamento cromatográfico de FAE e de 

suas subfrações foi desenvolvido de acordo com a Figura 10. 
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Figura 10 - Fluxograma de fracionamento do EEHC, obtenção de frações e isolamento 
de constituintes químicos 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A fração acetato de etila (FAE) (1,500 g) foi submetida a uma cromatografia em 

coluna (L = 22 cm e Φ = 3 cm) usando gel de sílica como adsorvente. Foram utilizados 

hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas de polaridades 

crescentes, como eluentes conforme mostrado na Tabela 2. As frações tiveram seus solventes 

evaporados e, em seguida, foram analisadas por CCD. Aquelas que apresentaram perfil 

cromatográfico semelhante foram reunidas, resultando nas subfrações apresentadas na Tabela 

3. 
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Tabela 2 - Dados referentes ao fracionamento cromatográfico da FAE 

 

Frações  Eluente Frações  Eluente Frações Eluente 
1-15 Hex 102-115 CH2Cl2:AcOEt 

30% 
169-175 AcOEt:MeOH 

30% 
16-21 Hex:CH2Cl2  10% 116-120 CH2Cl2:AcOEt 

35% 
176-180 AcOEt:MeOH 

40% 
22-27 Hex:CH2Cl2 30% 121-128 CH2Cl2:AcOEt 

40% 
181-189 AcOEt:MeOH 

50% 
28-43 Hex:CH2Cl250% 129-136 CH2Cl2:AcOEt 

60% 
180-189 AcOEt:MeOH 

60% 
44-50 Hex:CH2Cl280% 137-141 CH2Cl2:AcOEt 

80% 
199-205 AcOEt:MeOH 

70% 
51-57 CH2Cl2  142-148 AcOEt 206-212 AcOEt:MeOH 

80% 
58-88 CH2Cl2:AcOEt 

10% 
149-161 AcOEt:MeOH 

10% 
213-219 AcOEt:MeOH 

90% 
89-101 CH2Cl2:AcOEt 

20% 
162-168 AcOEt:MeOH 

20% 
214-230 MeOH 

Hex: Hexano; CH2Cl2: Diclorometano; AcOEt: Acetato de etila; MeOH: Metanol 

 

Tabela 3 - Dados referentes às subfrações obtidas do fracionamento cromatográfico da 
FAE 
 
Frações Massa( mg) Frações Massa (mg) Frações Massa Frações Massa (mg) 

1-12 - 37-38 - 62-77 34,0 158 13,7 

13-21 0,5 39-40 4,0 78 - 159-169 557,0 

22 - 41 - 79-95 45,3 170-175 131,6 

23-25 71,0 42-43 37,2 96-99 3,6 176-179 32,6 

26-29 7,0 44-51 59,2 100-124 74,3 180-189 49,6 

30-33 2,0 52 - 125-126 13,7 189-230 -  

34 - 53-60 55,0 127-144 56,8   

35-36 20,1 61 - 145-157 23,4   

 

 

4.2.1.4 Fracionamento cromatográfico de FAE 180-189 e isolamento de HCC-4 

A subfração denominada FAE 180-189 (49,6 mg)  (Tabela 3) foi inicialmente 

solubilizada em acetona, resultando nas frações solúvel (37,3 mg) e insolúvel (12,3 mg). A 

fração solúvel foi, então, submetida ao tratamento cromatográfico em coluna de Sephadex LH 

20 (L = 15 cm e Φ = 1,5 cm), usando metanol como eluente. Foram obtidas 26 subfrações que 
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foram analisadas por CCD e, aquelas que apresentaram perfil cromatográfico semelhante 

foram reunidas conforme a Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Dados referentes às subfrações obtidas do tratamento cromatográfico da 
fração solúvel em acetona de FAE 180-189 
 

Frações Massa (mg) 

1-10 5,7 

11-15 30,3 

16-26 1,3 

  

 A subfração 11-15 (Tabela 4), que continha 30,3 mg, representando um rendimento 

correspondente a 1,57% de FAE, de um sólido marrom cristalino solúvel em metanol foi 

denominada de HCC-4. 

 

4.2.1.5 Fracionamento cromatográfico de FAE 79-95 e isolamento de HCC-5 

 

A subfração denominada FAE 79-95 (45,3 mg) (Tabela 3) foi submetida a uma 

cromatografia em coluna (L = 16,5 cm e Φ = 1,5 cm), usando gel de sílica como adsorvente. 

Foram utilizados, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas de 

polaridades crescentes como eluentes conforme representado na Tabela 5. As frações tiveram 

seus solventes evaporados e, em seguida, foram analisadas por CCD. Aquelas que 

apresentaram perfil cromatográfico semelhante foram reunidas, resultando nas subfrações 

apresentadas na Tabela 6. 
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Tabela 5 - Dados referentes ao fracionamento cromatográfico da FAE 79-95 

 

Frações  Eluente Frações  Eluente Frações Eluente 
1-6 CH2Cl2 80-86 CH2Cl2:AcOEt 

40% 
143-155 AcOEt:MeOH 

30% 
7-12 CH2Cl2: AcOEt 

5% 
87-93 CH2Cl2:AcOEt 

50% 
156-160 AcOEt:MeOH 

40% 
13-22 CH2Cl2: AcOEt 

10% 
94-100 CH2Cl2:AcOEt 

60% 
161-168 AcOEt:MeOH 

50% 
23-30 CH2Cl2:AcOEt 

15% 
101-107 CH2Cl2:AcOEt 

80% 
169-174 AcOEt:MeOH 

60% 
31-45 CH2Cl2:AcOEt 

20% 
108-114 CH2Cl2:AcOEt 

90% 
175-181 AcOEt:MeOH 

70% 
46-52 CH2Cl2:AcOEt 

25% 
115-120 AcOEt  182-187 AcOEt:MeOH 

80% 
53-64 CH2Cl2:AcOEt 

30% 
121-133 AcOEt:MeOH 

10% 
188-194 AcOEt:MeOH 

90% 
65-79 CH2Cl2:AcOEt 

35% 
134-142 AcOEt:MeOH 

20% 
195-201 MeOH  

CH2Cl2: Diclorometano; AcOEt: Acetato de etila; MeOH: Metanol 

 

Tabela 6 - Dados referentes às subfrações do fracionamento cromatográfico da FAE 79-
95 
 

Frações Massa (mg) Frações Massa (mg) 
1-11 - 35-41 3,3 
12-14 2,4 42 - 
15-17 9,6 43-75 10 
18-20 - 76-120 - 
21-25 6,6 121-122 5,3 
26-30 - 123-135 6,7 
31-33 1,9 136-201 - 

34 -   
 

A subfração 21-25 (Tabela 6), que continha 6,6 mg, correspondente a 0,34% de FAE, 

de um sólido branco amorfo solúvel em diclorometano foi denominada de HCC-5. 

As substâncias isoladas tiveram suas propriedades físicas determinadas e destas, foram 

obtidos os espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) e de carbono 

13 (RMN 13C), com a finalidade de elucidar as suas estruturas. 

Esses espectros de ressonância magnética nuclear foram obtidos em aparelhos 

pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicação e Uso da Ressonância Magnética Nuclear 
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(CENAUREMN) do Departamento de Química Orgânica e Inorgânica da Universidade 

Federal do Ceará. 

4.2.2 Protocolo experimental para avaliação do potencial antioxidante  

4.2.2.1 Avaliação do potencial antioxidante do EEHC e frações através do teste do DPPH 

Para a avaliação do potencial antioxidante do EEHC e suas frações foi utilizado o 

método de sequestro de radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH.) em comparação com o 

padrão positivo Trolox.  

O DPPH possui coloração púrpura e pode ser detectado por espectrofotometria a 517 

nm e quando é reduzido pela ação de um antioxidante transforma-se no composto difenil-

picril-hidrazina, de cor amarela, promovendo a redução na sua detecção por absorbância. A 

porcentagem de atividade antioxidante corresponde, portanto, à quantidade de DPPH 

consumida pelo antioxidante e a quantidade deste agente necessária para decrescer 50% da 

concentração inicial de DPPH é denominada concentração inibitória (CI50), ou seja, quanto 

maior o consumo do radical DPPH por uma amostra, menor será sua CI50 e maior será sua 

atividade antioxidante (SOUZA, 2007). 

O ensaio foi realizado de acordo com metodologia descrita por Brandy-Williams; 

Cuvelier; Berset (1995). EEHC, FD, FDAE, FAE e FM, nas concentrações que variaram de 

0,001 a 1,0 mg/mL, foram dissolvidas em metanol e 1,0 mL de cada amostra foi adicionado a 

uma solução metanólica de DPPH (1,0 mL), na concentração de 60 µM. Foram realizadas, 

após 30 minutos, medidas de absorvância na faixa de 517 nm em espectrofotômetro de UV. A 

porcentagem de inibição foi obtida por comparação da absorção da solução contendo amostra, 

em relação a uma solução controle de DPPH e foi calculada de acordo com a equação 

mostrada a seguir. 

                  

                  % inibição =               1 – abs (Ad)                      

                                                       abs (Ao)  

 

Onde: Ad = absorbância da solução de DPPH na presença da amostra teste e Ao = 

absorbância da solução controle de DPPH.  
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4.2.3 Protocolos experimentais para estudo do potencial miorrelaxante e 
antiespasmódico em tecido traqueal de ratos 

4.2.3.1 Experimentos com anéis de traqueia  

Os animais foram anestesiados com Pentobarbital (50 mg/Kg i.p) e, em seguida, a 

traqueia foi rapidamente removida e transportada para uma placa de Petri contendo solução de 

Krebs-Henseleit. Após a remoção do excesso de tecido adjacente, a traqueia foi cortada em 

segmentos cilíndricos de 3 a 4 anéis cartilaginosos. Estes foram mantidos em um banho para 

órgão isolado contendo 5 mL de solução fisiológica de Krebs-Henseleit ou Tyrode em pH 7,4, 

a 37°C e aerada com mistura carbogênica. A luz dos anéis traqueais foi atravessada por duas 

peças metálicas de aço inoxidável, que foram atadas a dois pontos, um fixo na câmara de 

banho para órgãos e o outro, à unidade transdutora de força apropriada para registro de 

contrações isométricas. A tensão aplicada à traqueia foi ajustada em 1 g e mantida neste nível 

por um período de equilíbrio de 1 hora.  

Para avaliar a viabilidade do tecido no início dos experimentos, as preparações foram 

expostas a soluções despolarizantes com 60 mM de KCl até que fossem obtidas duas 

respostas de mesma amplitude. Nesse momento, o tecido foi considerado em condições de 

iniciar qualquer outro procedimento. 

As contrações e os relaxamentos foram registrados através desses transdutores de 

força que se encontravam conectados a um sistema de aquisição de dados (PowerLab ADI 

Austrália), conforme ilustrado nas Figura 11 e 12. 

EEHC, frações e astilbina (HCC-4) foram dissolvidos em solução aquosa de Tween 80 

2%, e a sua concentração na câmara de banho para órgãos final não excedeu 0,6%. 
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Figura 11 - Sistema utilizado nos ensaios de contratilidade in vitro em traqueia de rato 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após a preparação dos tecidos, estes eram montados em câmaras de vidro de capacidade para 

5 mL de solução fisiológica, aerada com mistura carbogênica e com temperatura constante de 

37 ºC, mantida através da circulação de água proveniente do banho-maria com propulsão. 

Uma das extremidades do tecido era fixada a um transdutor de força, conectado a um 

amplificador e este a um sistema de aquisição de dados para registro das alterações contráteis. 

Fonte: Laboratório de Farmacologia do Músculo Liso (LAFARMULI) 

 

 



58 

 

Figura 12 - Detalhe da montagem de anéis de traqueia de rato no sistema de avaliação 
da contratilidade tecidual in vitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uma das extremidades do tecido era atada a uma haste fixa e a outra extremidade a um 

transdutor de força. Onde 1: Circulação de água destilada à 37 ºC, 2: Fio de algodão, 3: 

Transdutor de força, 4: Aeração com mistura carbogênica, 5: Descarte, 6: Anéis de traqueia 

presos em peças triangulares de aço. 

Fonte: Laboratório de Farmacologia do Músculo Liso (LAFARMULI), cedido por Batista-

Lima.  

 

 

 



59 

 

4.2.3.2 Avaliação do efeito da adição in vitro de EEHC,  frações e astilbina sobre CCE 
induzida por CCh ou KCl 

 Anéis de traqueia com epitélio íntegro foram montados em câmaras para órgãos 

contendo solução fisiológica de Krebs-Henseleit, isolados conforme descrição anterior (item 

4.2.3.1). Após o período de equilíbrio, o tecido foi pré-contraído com Carbacol (CCh – 1 µM) 

ou KCl  (60 mM) e logo após a contração sustentada tornar-se estável, foram confeccionadas 

curvas concentração-efeito (CCE) através da adição cumulativa de várias concentrações (1-

1000 µg/mL) de EEHC, suas frações (FD, FDAE, FAE e FM) ou ainda de astilbina (HCC-4), 

de maneira que as amostras adicionadas a uma dada concentração na câmara foram assim 

mantidas por um período de cinco minutos até que a próxima concentração fosse adicionada 

de forma subsequente.  

O relaxamento foi expresso como percentual da magnitude da contração induzida por 

CCh ou KCl e o valor de relaxamento máximo para a curva concentração-efeito foi 

considerado alcançado quando o aumento na concentração de dada substância não induziu 

resposta contrátil adicional àquela observada com a concentração anterior ou no limite da 

maior concentração usada no estudo.  Após a adição da maior concentração, o tecido foi 

lavado mediante troca da solução contendo o agente contrátil e as substâncias teste (extrato, 

frações ou astilbina) por solução fisiológica de Krebs-Henseleit na câmara de banho e, em 

seguida, adicionou-se K+ 60 mM. Esse procedimento foi realizado três vezes com intervalo de 

dez minutos entre um e outro. A comparação da amplitude na contração induzida por esse 

agente ao final do experimento com a amplitude obtida inicialmente permitiu avaliar a 

capacidade de recuperação do tecido após a adição do extrato e/ou frações.  

 

4.2.3.3 Avaliação do efeito da adição in vitro de FAE na CCE induzida por Ca2+ em 
traqueia isolada de rato mantida em meio sem Ca2+ e na presença de acetilcolina 

Anéis de traqueia foram montados em câmaras para órgãos isolados conforme a 

descrição do item anterior (item 4.2.3.1). O protocolo foi iniciado com duas contrações de 

KCl 60 mM na presença de solução fisiológica de Tyrode normal. Posteriormente, a solução 

da câmara foi trocada exaustivamente por solução fisiológica preparada sem Ca2+ e a ela foi 

adicionada EGTA, agente quelante de Ca2+ (1 mM) e verapamil, bloqueador de canais de Ca2+ 

voltagem-dependentes do tipo L (10 µM), retirando a influência desses canais. Após um 

período de cinco minutos, adicionou-se ACh (10 µM) e uma contração não sustentada foi 

registrada. Após o retorno do traçado ao valor basal, foi confeccionada uma CCE pela adição 
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cumulativa de Ca2+ (0,1 – 50 mM), com intervalo de quatro minutos entre a adição de uma 

concentração e outra. 

Ao final da confecção da CCE, o tecido foi lavado diversas vezes com solução 

fisiológica de Tyrode normal e o protocolo foi reiniciado com uma contração induzida por 

KCl 60 mM. Posteriormente, a solução da câmara foi trocada por solução fisiológica 

preparada sem Ca2+ e a ela, como já descrito anteriormente, foi adicionada EGTA (1 mM) e 

verapamil (10 µM). Em seguida, adicionou-se ACh (10 µM) e uma pequena contração não 

sustentada foi registrada. Após o retorno do traçado ao valor basal, adicionou-se FAE nas 

concentrações de 300 µg/mL ou 600 µg/mL e passados cinco minutos, outra CCE pela adição 

cumulativa de Ca2+ foi confeccionada, mantendo-se as mesmas condições experimentais 

anteriormente descritas. 

4.2.3.4 Avaliação do efeito da adição in vitro de FAE na CCE induzida por Ba2+ em 
traqueia isolada de rato mantida em meio sem Ca2+ e na presença de acetilcolina 

Anéis de traqueia foram montados em câmaras para órgãos isolados conforme a 

descrição do item anterior (item 4.2.3.1). O protocolo foi iniciado com duas contrações de 

KCl 60 mM na presença de solução fisiológica de Tyrode normal. Posteriormente, a solução 

da câmara foi trocada exaustivamente por solução fisiológica preparada sem Ca2+ e a ela foi 

adicionada EGTA (1 mM). Após um período de cinco minutos, adicionou-se ACh (10 µM) e 

uma contração não sustentada foi registrada. Após o retorno do traçado ao valor basal, foram 

confeccionadas curvas concentração-efeito pela adição cumulativa de Ba2+ (0,1 – 50 mM), 

com intervalo de quatro minutos entre a adição de uma concentração e outra na presença ou 

na ausência de FAE nas concentrações de 300 µg/mL ou 600 µg/mL ou verapamil (10 µM), 

que foi utilizado, neste protocolo, como controle positivo.    

 

4.2.3.5 Avaliação do efeito de FAE em traqueia de ratos desafiados com antígeno 

O protocolo (Figura 13) a seguir foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de 

FAE em modelos experimentais que mimetizam o processo asmático, principalmente no que 

diz respeito à hiperreatividade das vias aéreas, geralmente mediada por processo inflamatório. 
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Figura 13 - Representação esquemática do protocolo utilizado para avaliação do efeito 
de FAE em modelo experimental que mimetiza o processo asmático 
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4.2.3.5.1 Sensibilização e bronco-provocação antigênica de ratos 

 

 Os animais foram sensibilizados ativamente por meio de injeções intraperitoneais de 

ovoalbumina (OVA - 10 mg/kg, 3 aplicações nos dias 1, 3 e 5). Os animais sensibilizados 

foram submetidos, após o período de sensibilização, ao desafio antigênico por inalação, que 

ocorreu entre os dias 21 e 50 pós-sensibilização e 12 horas antes dos experimentos in vitro. 

Para tal, os animais foram colocados em uma caixa de acrílico com as medidas de 30 x 16,6 x 

19,8 cm. Na parte superior da caixa existe uma tampa removível para introdução dos animais. 

Nas porções laterais existem dois orifícios, sendo um para acoplar o nebulizador ultrassônico 

e o outro para servir de escape, evitando a reinalação do ar expirado. 

 A ovoalbumina inalada foi diluída em solução salina e o período de duração da 

inalação foi de 30 minutos ou até que, eventualmente, ocorresse desconforto respiratório 

(aparecimento de tiragem intercostal ou tosse associada à coriza intensa). Aconteceram duas 

sessões sequenciais de inalação de 15 minutos. As concentrações de ovoalbumina utilizadas 

nas duas sessões foram 1 mg/mL e 5 mg/mL, respectivamente. 

4.2.3.5.2 Efeito da administração oral de FAE na curva concentração-efeito induzida por 
KCl 

Em um grupo de animais sensibilizados ao antígeno foi administrada uma solução de 

FAE com a dose única de 150 mg/kg por via oral. Em seguida, decorridos 30 minutos, os 

animais foram desafiados mediante nebulização de solução salina ou solução salina contendo 

o antígeno sensibilizante. Após 12 h, os animais sensibilizados e desafiados com salina 

(Grupo I), desafiados com antígeno (Grupo II) e desafiados com antígeno pré-tratados com 

FAE (Grupo III) foram sacrificados e os anéis de traqueia foram montados em câmaras para 

órgãos isolados conforme o item 4.2.3.1 para a confecção das curvas concentração-efeito pela 

adição cumulativa de KCl (10 a 140 mM). 

 

4.2.4 Protocolo experimental para avaliação preliminar do potencial anti-inflamatório  

4.2.4.1 Avaliação do efeito de FAE sobre o acúmulo de células inflamatórias no lavado 
broncoalveolar (LBA) de ratos desafiados com antígeno 
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Para avaliação do efeito de FAE (150 mg/kg) no conteúdo do LBA de ratos desafiados 

à ovalbumina, os animais do grupo  I, II e III foram anestesiados com Pentobarbital. Após 

exposição cirúrgica e canulação da traqueia, os animais tiveram os pulmões preenchidos com 

5 mL de salina a 37º C, injetada na cânula traqueal por meio de seringa, que foi mantida 

conectada à cânula traqueal pelo período de três minutos e, em seguida, o líquido injetado foi 

lentamente recuperado. O procedimento foi realizado duas vezes em cada animal e os fluidos 

recuperados foram acondicionados em tubos destinados à contagem de células. 

A amostra do LBA foi, então, centrifugada a 4 ºC por 10 minutos a 200 g. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido em 2 mL de 

salina heparinizada (HUTSON et al., 1988). As contagens total e diferencial das células das 

amostras dos grupos sensibilizados e desafiados obtidos de animais tratados ou não foram 

realizadas de acordo com o método descrito por Souza e Ferreira (1985). Para tanto, uma 

alíquota de 20 µL do material ressuspendido foi diluída em 380 µL de líquido de Turk para a 

contagem total de leucócitos em câmara de Neubauer. Outra alíquota de 30 µL do 

ressuspendido foi utilizada para a contagem diferencial de células. Os esfregaços foram 

confeccionados e corados pelo método de hematoxilina-eosina. As células foram examinadas 

em microscópio óptico, utilizando uma objetiva com aumento de 100 vezes, onde foram 

contadas 100 células em cada lâmina. Foram diferenciadas quatro tipo de células: macrófagos, 

neutrófilos, eosinófilos e linfócitos. O número de células foi estimado e avaliado em função 

da porcentagem total de leucócitos encontrada na contagem total. 

4.3 Análise estatística 

 As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do programa SigmaPlot 11.0. 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.) e a comparação 

entre grupos foi realizada utilizando análise de variância (ANOVA), teste de Mann-Whitney, 

Rank Sun, Holm-Sidak, e teste t de Student. A significância estatística foi aceita quando p < 

0,05. Os dados de contratilidade foram expressos como valores absolutos (g) ou como 

percentual (%) da resposta média da contração de referência induzida por K+, que foi obtida 

no início dos experimentos. Por outro lado, o número de células no lavado broncoalveolar foi 

expresso por volume. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Estudo químico de Hymenaea courbaril L. 

5.1.1 Prospecção química 

A abordagem fitoquímica da casca do caule de Hymenaea courbaril L. revelou a 

presença de polifenóis, principalmente flavonóides e taninos, bem como antociânicos, 

digitálicos, triterpenóides e saponinas, conforme mostrado na Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Perfil fitoquímico da casca do caule de Hymenaea courbaril L. 

 
 

Classe Química 

 
 

Tipo de Extrato 

 
 

Método 

 
 

Reação Positiva 

 
 

Resultado 
 

Saponínicos 
 

Aquoso 
 

Agitação vigorosa 
Espuma estável 
por mais de 30 

min. 

 
+ 

Alcalóides Aquoso 
acidificado 

Dragendorff 
Bertrand 
Hager 

Precipitado 
laranja 

avermelhado 

- 
- 
- 

Flavonóides Hidroalcoólico Ácido clorídrico R e fita 
de Magnésio 

Coloração rósea 
ou vermelha 

 
+ 

Antraquinônicos Hidroalcoólico Benzeno e solução 
aquosa de hidróxido de 

amônio 10% 

Coloração rósea 
na fase 

amoniacal 

 
- 

Antociânicos Hidroalcoólico Alteração do Ph Mudanças de 
coloração 

+ 

Digitálicos Hidroalcoólico Ácido 3,5-
dinitrobenzóico e 

hidróxido de potássio 2N 

 
Coloração 

avermelhada 

+ 

 
Taninos 

 
Aquoso 

Solução alcaloídica 
Solução de cloreto férrico 
Solução de dicromato de 

potássio 

 
Mudança de 
coloração ou 
formação de 
precipitado 

+ 
+ 
 

+ 

Esteróides Etéreo Anidrido Acético e ácido 
sulfúrico 

Coloração verde + 

Triterpenóides Etéreo Anidrido Acético e ácido 
sulfúrico 

Coloração 
castanha 

+ 

Cumarinas Hidroalcoólico CCD em sílica. Eluente: 
Hexano : Acetato de Etila 

: Metanol(6:13:1) 
Revelador: Hidróxido de 

potássio 5% 

 
Fluorescência 

verde sob luz UV 
(365nm) 

 
- 

           (+): presente; (-): ausente 
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5.1.2 Isolamento e caracterização de constituintes de FAE 

  

Do tratamento cromatográfico de FAE já descrito no item 4.2.1.4 foi possível isolar e 

caracterizar dois metabólitos secundários, HCC-4 identificado como o flavonóide astilbina e 

HCC-5 identificado como o triterpeno ácido oleanólico.  

 

5.1.2.1 Determinação estrutural de HCC-4 

 

A substância denominada HCC-4 foi isolada sob a forma de um sólido marrom 

cristalino, solúvel em metanol, com ponto de fusão na faixa de 182 - 184 ºC.  

O espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3OD) de HCC-4 (Figura 15, pág.69) mostrou 

cinco sinais na faixa entre δ 5,90 – 6,96, os quais foram associados a sinais de hidrogênios 

ligados a carbonos aromáticos. Destes foram assinalados os dubletos centrados em δ 5,90 (1H, 

d, J = 2,1 Hz) e  δ 5,92 (1H, d, J = 2,2 Hz) como relativos a hidrogênios em posição meta. O 

sinal referente a hidrogênio ligado a carbono aromático assinalado em δ 6,96 (1H, d, J = 1,7 

Hz) refere-se, provavelmente, a hidrogênio meta posicionado. Este espectro mostrou ainda 

sinais na região entre δ 3,31-4,26 associados a hidrogênios ligados a carbonos oxigenados, 

provavelmente indicativos da existência de uma unidade de açúcar. O sinal em δ 4,06 (1H, J = 

1,7 Hz) e o sinal em δ 1,14 (3H, d, J = 6,2 Hz) sugere a presença da ramnose, pois são 

compatíveis, com o deslocamento químico (δ) de hidrogênio ligado a carbono anomérico e de 

grupo metílico, respectivamente. Este espectro mostrou também sinais de absorção de 

hidrogênio relacionados a hidrogênios ligados a carbonos oxigenados em δ 4,57 (1H, d, J = 

10,7 Hz) e δ 5,08 (1H, d, J = 10,6 Hz). 

O espectro de RMN 13C – BB (125 MHz, CD3OD) de HCC-4 (Figura 17, pág. 70) 

mostrou 21 linhas espectrais e através da comparação deste com o espectro de RMN 13C – 

DEPT 135o (Figura 18, pág. 70) foi possível definir o padrão de hidrogenação relativo a cada 

átomo de carbono e distinguir aqueles não hidrogenados dos demais por subtração espectral. 

Esta análise permitiu identificar 1 carbono metílico (CH3), 12 carbonos metínicos (CH), sendo 

9 oxigenados  (CH – O) e 8 carbonos não hidrogenados (C). A partir destes resultados foi 

possível propor fórmula molecular C21H22O11 para HCC-4.  

O resultado da análise dos espectros de RMN 1H e de 13C, bem como dos espectros 

bidimensionais de correlação heteronuclear 1H x 13C - HSQC e HMBC e dos espectros 

bidimensionais de correlação homonuclear 1H x 1H - COSY e NOESY de HCC-4, mostrados 

nas Figuras 15 a 26 (pág. 69-74), e a comparação desses dados com dados descritos na 
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literatura (LUCAS-FILHO et al., 2010), permitiram identificar HCC-4 como astilbina, cuja 

estrutura encontra-se mostrada na Figura 14. A Tabela 8 mostra a comparação dos dados 

espectroscópicos de HCC-4 com os da astilbina descritos na literatura (LUCAS-FILHO et al., 

2010).  

 

Figura 14 - Estrutura química de HCC-4 
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Tabela 8 - Dados espectroscópicos de HCC-4 comparados com aqueles descritos na  
literatura (LUCAS-FILHO et al., 2010)  para astilbina 
 

 HSQC HMBC Literatura  
(CD3OD + D2O) 

 
δC 

(ppm) 

δH 
(ppm, mult., J 

Hz) 

2JCH 3JCH 
δC 

(ppm) 
δH 

(ppm, mult., J Hz) 

C       

4 196,11  H-3 H-2 196,11 - 

5 165,64  H-6  165,66 - 

7 168,76  H-6, H-8  168,82 - 

8ª 164,24  H-8 H-2 164,25 - 

4ª 102,64   H-6, H-8 102,64 - 

1’ 129,33  H-2, H-6’ H-3 129,35  

3’ 146,68  H-2 H-5’ 146,69 - 

4’ 147,51  H-5’ H-2’, H-6’ 147,52 - 

CH       

2 84,09 5,08, d, 10,6 H-3 H-2’, H-6’ 84,10 5,08, d, 10,7 
3 78,72 4,57, d, 10,7 H-2 H-1” 78,72 4,58, d, 10,7 
6 97,54 5,92, d, 2,2  H-8 97,55 5,92, d, 2,2 
8 96,42 5,90, d, 2,1  H-6 96,43 5,90, d, 2,2 
2’ 115,65 6,96, d, 1,7  H-2 115,64 6,95, d, 1,9 
5’ 116,49 6,82, sl   116,48 6,81, d, 8,3 
6’ 120,63 6,83, d, 1,9  H-2 120,63 6,84, dd, 8,3, 1,9 
1” 102,29 4,06, d, 1,7  H-3 102,29 4,06, d, 1,5 

2” 71,92 
3,54, dd, 3,2, 

1,7 
  71,93 3,54, dd, 3,3, 1,5 

3” 72,32 
3,66, dd, 9,8, 

3,6 
  72,33 3,67, dd, 9,6, 3,3 

4” 73,96 3,31, m   73,97 3,31, m 
5” 70,66 4,26, m  H-1”, H-6” 70,66 4,25, m 

CH3       
6” 17,99 1,14, d, 6,2   17,99 1,18, d, 6,2 
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Figura 15 - Espectro de RMN 1H (500 MHz; CD3OD) de HCC-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Expansão do espectro de RMN 1H (500 MHz; CD3OD) de HCC-4 
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Figura 17 - Espectro de RMN 13C (125 MHz; CD3OD) de HCC-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 - Espectro de RMN 13C DEPT 135° (125 MHz; CD3OD) de HCC-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 

 

Figura 19 - Espectro de RMN bidimensional de correlação homonuclear 1H x 1H – 
COSY de HCC-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Expansão do espectro de RMN bidimensional de correlação homonuclear 1H 
x 1H – COSY de HCC-4 
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Figura 21 - Espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C – 
HSQC de HCC-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Expansão do espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 
1H x 13C – HSQC de HCC4 
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Figura 23 - Espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C – 
HMBC de HCC-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 - Expansão 1  do espectro bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C 
– HMBC de HCC-4 
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Figura 25 - Expansão 2  do espectro bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C 
– HMBC de HCC-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 - Espectro bidimensional de correlação homonuclear 1H x 1H – NOESY (500 
MHz; CD 3OD) de HCC-4 
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5.1.2.2 Determinação estrutural de HCC-5 
A substância denominada HCC-5 foi isolada sob a forma de um sólido amorfo branco, 

solúvel em diclorometano, com ponto de fusão na faixa de 305 - 306 ºC.  

O espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) de HCC-5 (Figura 28, pág. 78) apresentou 

a presença de singletos em δH 0,78; 0,81; 0,91; 0,95; 0,98 e 1,16, característicos de sinais de 

átomos de hidrogênio de grupamentos metila. Além disso, esse espectro apresentou um duplo 

dubleto em δH 3,15 (J = 5,0 e 9,8 Hz), característico de hidrogênio ligado a carbono 

oxigenado e um singleto largo em δH 5,24, que foi atribuído a sinal de hidrogênio ligado a 

átomo de carbono de dupla ligação.  

Corroborando com os dados já apresentados, o espectro de RMN 13C (125 MHz, 

CDCl3) de HCC-5 (Figura 30, pág. 79) revelou a presença de trinta sinais, sendo um destes 

em δC 79,7, referente a sinal de carbono oxigenado (C-3), e outro em δC 182,12 que pode ser 

atribuído a sinal de carbono do grupo carboxila (C-28). Este espectro ainda apresentou sinais 

em δC 123,81 e 145,37, que permitiram identificar a ligação dupla trissubstituída entre C12-

C13. 

A análise do DEPT 135o permitiu a caracterização do padrão de hidrogenação relativo 

a cada átomo de carbono, bem como distinção daqueles não hidrogenados pela subtração 

espectral, revelando a presença de sete átomos de carbono metílicos (CH3), dez carbonos 

metilênicos (CH2), cinco carbonos metínicos (CH) e sete carbonos não-hidrogenados (C). O 

resultado da análise dos espectros de RMN 1H e 13C, bem como dos espectros bidimensionais 

de correlação heteronuclear 1H x 13C - HSQC e HMBC e dos espectros bidimensionais de 

correlação homonuclear 1H x 1H – COSY de HCC-5 mostrados nas Figuras 28 a 42 (pág. 78-

85), e a comparação desses dados com achados descritos na literatura (MAHATO; KUNDU, 

1994), permitiram identificar HCC-5 como um triterpeno denominado ácido oleanólico, cuja 

estrutura química encontra-se demonstrada na Figura 27. A Tabela 9 mostra a comparação 

dos dados espectroscópicos de HCC-5 com os do ácido oleanólico descrito na literatura. 
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Figura 27 - Estrutura química de HCC-5 

 

   

Nome químico: ácido 3β-hidroxi-olean-12-en-28-óico 
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Tabela 9 - Dados espectroscópicos de HCC-5 comparados com aqueles descritos na 
literatura (MAHATO; KUNDU, 1994) para ácido oleanólico 

 HSQC HMBC 
  

Literatura 
(CDCl3) 

 
δC 

(ppm) 
δH 

(ppm, mult., J Hz) 
2JCH 3JCH 

δC 

(ppm) 
C      
4 40,72    38,7 
8 38,34  3H-26 3H-27 39,3 
10 38,34    37,0 
13 145,37  H-18 3H-27 143,4 
14 43,05  3H -27 3H-26 41,6 
17 47,80    46,6 
20 31,78 

 
3H-29; 
3H-30 

 30,6 

28 182,12    181,0 
CH      

3 79,87 3,15 (dd, 5,0, 9,8) 
 3H-23; 

3H - 24 
78,7 

5 56,93 0,75 (sl)  3H-23; 
3H-24 

55,2 

9 48,82   3H-25; 
3H-26 

47,6 

12 123,81 5,24 (sl)  H – 12 122,1 
18 42,90 2,85 (m)  H – 18 41,3 

CH2      
1 40,00    38,5 
2 28,03    27,4 
6 19,67    18,3 
7 33,98    32,6 
11 24,68    23,1 
15 28,90   3H-27 27,7 
16 24,68    23,4 
19 47,41   3H-29; 

3H-30 
45,8 

21 35,07   3H-29 33,8 
22 33,98    32,3 

CH3      
23 29,00 0,98 (s)   28,1 
24 16,48 0,78 (s)   15,6 
25 16,05 0,95 (s)   15,3 
26 17,89 0,81 (s)   16,8 
27 26,34 1,16 (s)   26,0 
29 33,73 0,91 (s)   33,1 
30 23,90 0,95 (s)   23,6 
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Figura 28 - Espectro de RMN - 1H (500 MHz; CDCl3) de HCC-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29 - Expansão do espectro de RMN - 1H (500 MHz; CDCl3) de HCC-5 
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Figura 30 - Espectro de RMN -13C (125 MHz; CDCl3) de HCC-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31 – Expansão 1 do espectro de RMN -13C (125 MHz; CDCl3) de HCC-5 
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Figura 32 – Expansão 2 do espectro de RMN -13C (125 MHz; CDCl3) de HCC-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33 - Espectro de RMN -13C DEPT 135° (125 MHz; CDCl3) de HCC-5 
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Figura 34 - Expansão do espectro de RMN -13C DEPT 135° (125 MHz; CDCl3) de HCC-
5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35 - Espectro de RMN bidimensional de correlação homonuclear 1H x 1H – 
COSY de HCC-5 
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Figura 36 - Expansão do espectro de RMN bidimensional de correlação homonuclear 1H 
x 1H – COSY de HCC-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37 - Espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C – 
HSQC de HCC-5 
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Figura 38 - Expansão 1 do espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 
1H x 13C – HSQC de HCC-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39 - Expansão 2 do espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 
1H x 13C – HSQC de HCC-5 
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Figura 40 - Espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C – 
HMBC de HCC-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41 - Expansão 1 do espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 
1H x 13C – HMBC de HCC-5 
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Figura 42 - Expansão 2 do espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 
1H x 13C – HMBC de HCC-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



86 

 

5.2 Estudo das atividades biológicas de H. courbaril L.  

5.2.1 Avaliação da atividade antioxidante do EEHC e suas frações através do teste do 
DPPH 

A adição de diferentes concentrações de EEHC, FD, FDAE, FAE e FM na solução de 

DPPH induziu uma diminuição na absorbância e o consumo do radical foi dependente de 

concentração de amostra adicionada ao meio de reação. EEHC, FD, FDAE, FAE e FM, na 

concentração de 1000 µg/mL, inibiram a formação de radical livre em 99,8%, 99,6%, 99,9%, 

99,6% e 99,6%, respectivamente.  

 EEHC, FAE e FM apresentaram atividade sequestradora de radicais livres com valores 

de CI50 iguais a 3,07 ± 0,18 µg/mL; 5,05 ± 1,5 µg/mL e 5,12 ± 0,73 µg/mL, respectivamente. 

Esses valores foram próximos daquele apresentado pelo Trolox, correspondente a 2,6 ± 0,23 

µg/mL, que é um padrão positivo para atividade antioxidante. Os resultados mostraram que 

EEHC, FD, FDAE, FAE e FM apresentaram atividade antioxidante, sendo EEHC, FAE e FM 

as amostras com maior eficácia (Tabela 10). 

 

Tabela 10 - Avaliação da atividade antioxidante do EEHC e suas frações usando o 
método de sequestro do radical DPPH  

Concentração 

(µg/mL) 

1,0 2,0 4,0 5,0 10,0 50,0 100,0 1000,0 CI50  

EEHC 18% 29,4% 64,2% 83,8%   99,7% 99,8% 3,07 ± 0,18 

FD 1,3% - - 5,8% 10,7% 45,7% 70,2% 99,6% 66,3 ± 6,9 

FDAE 0,5% - - 6,4% 13,4% 73,8 94,8% 99,9%    34,0 ± 

0,24 

FAE 11,9% - - 49,6% 85,5% 96,9% 99,5% 996% 5,05 ± 1,5 

FM 11,5% 18,6% 37,8% 49,2% - - 99,5% 99,6% 5,12 ± 0,73 

TROLOX 24,5% 41,8% 51,8% 86,5% - - 99,8% 99,9% 2,6 ± 0,23 

Os valores de CI50 representam a média ± E.P.M 
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5.2.2 Efeito da adição in vitro de EEHC, frações ou astilbina na contração induzida por 
CCh ou KCl em músculo liso traqueal de rato 

A adição de carbacol (1 µM) ou KCl (60 mM) ao banho contendo anéis traqueais de 

rato produziu contrações sustentadas. Após estabelecido o platô, EEHC, de maneira 

cumulativa, foi adicionado ao banho para a realização da curva concentração-efeito. A Figura 

43 (pág. 88) mostra o efeito de EEHC sobre a contratilidade do músculo liso traqueal de rato. 

Observou-se que EEHC foi capaz de reverter parcialmente a resposta contrátil do músculo 

liso traqueal de rato pré-contraído por CCh (A) ou K+ (B), apresentando valores de 

relaxamento correspondentes a 56,25 ± 8,65% e 47,47 ± 8,9%, respectivamente, da resposta 

contrátil obtida antes da adição do extrato. O relaxamento produzido por EEHC na contração 

induzida por CCh foi estatisticamente significante a partir da concentração de 300 µg/mL, 

reduzindo a resposta contrátil para 75,13 ± 8,0% da resposta contrátil observada na ausência 

do extrato e na contração induzida por K+, EEHC também promoveu relaxamento 

estatisticamente significante a partir da concentração de 300 µg/mL, que, neste caso, reduziu a 

resposta contrátil para 71,00 ± 4,67% da resposta inicialmente observada na ausência do 

extrato (p < 0,05, one way, ANOVA, seguida de Tukey).  
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Figura 43 - Efeito do EEHC sobre a contração induzida por CCh (A) ou K+ (B) em 
traqueia isolada de rato 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 
 
Representação gráfica dos efeitos miorrelaxantes induzidos por adições cumulativas (1-1000 
µg/mL) de EEHC (triângulo preto, n = 6-6) nas contrações induzidas por CCh (A) e K+ (B). 
Cada ponto representa a média ± E.P.M. O símbolo # representa significância (p < 0,05, one 
way, Tukey) quando comparado com o valor inicial da contração induzida por CCh ou K+. 
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Tendo em vista o potencial miorrelaxante apresentado pelo extrato etanólico de H. 

courbaril (EEHC), decidiu-se avaliar o efeito das frações obtidas do seu tratamento 

cromatográfico na contratilidade da musculatura lisa traqueal de rato. A adição cumulativa 

das frações FD, FDAE, FAE e FM também foi capaz de reverter a resposta contrátil induzida 

por CCh ou K+ (Figura 44, A e B, pág. 90). Na contração induzida por CCh, FD, FDAE e FM  

apresentaram valores de relaxamento correspondentes a 39,46 ± 7,99% e 23,38 ± 4,94% 59,21 

± 6,56%, respectivamente, da resposta contrátil inicial de referência. FD, FDAE e FM 

promoveram relaxamento estatisticamente significante (p < 0,05, one way, Tukey) a partir da 

concentração de 600 µg/mL, reduzindo a resposta contrátil, neste caso, para 60,30 ± 5,0%, 

43,91 ± 5,5% e 71,25 ± 5,8%, respectivamente, da contração inicial induzida por CCh. Por 

outro lado, na contração induzida por K+, o relaxamento produzido por FD e FDAE foi 

estatisticamente significante a partir da concentração de 600 µg/mL, que neste caso, reduziu a 

resposta contrátil para 49,67 ± 10,3% e 42,37 ± 7,0%, respectivamente, da resposta inicial 

observada na ausência das frações, enquanto FM promoveu relaxamento estatisticamente 

significante a partir da concentração de 100 µg/mL, reduzindo a resposta contrátil, neste caso, 

para 86,05 ± 5,81% da contração inicial induzida por esse agente contraturante.  

FAE se mostrou capaz de reverter completamente as contrações induzidas por esses 

agonistas. O relaxamento produzido por FAE na contração induzida por CCh foi 

estatisticamente significante a partir da concentração de 600 µg/mL,  reduzindo a resposta 

contrátil para 22,68 ± 5,4% da resposta observada na ausência da fração, enquanto que na 

contração induzida por K+, FAE promoveu relaxamento estatisticamente significante a partir 

da concentração de 100 µg/mL, que neste caso, reduziu a resposta contrátil para 62,07 ± 5,2% 

da resposta contrátil observada na sua ausência. Além disso, os resultados mostraram que 

FAE foi mais potente em reverter a contração induzida por KCl (CI50 de 110,6 [77,1 – 158,6 

µg/mL]; n = 7), que aquela induzida por CCh (CI50 de 287,1 [157,8 – 523,2 µg/mL]; n = 5; p 

< 0,05, Mann-Whitney). 
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Figura 44 - Efeito de FD, FDAE, FAE e FM sobre a contração induzida por CCh ou K+ 
em traqueia isolada de rato 
 
 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Representação gráfica dos efeitos miorrelaxantes induzidos por adições cumulativas (1-1000 
µg/mL) de FD (quadrado branco, n = 6-6), FDAE (círculo branco, n = 6-6), FAE (quadrado 
preto, n = 5-7) e FM (círculo preto, n = 6-6) nas contrações induzidas por CCh (A) ou K+ (B). 
Cada ponto representa a média ± E.P.M. O símbolo # representa significância (p < 0,001, one 
way, Tukey) quando comparado com o valor inicial da contração induzida por CCh ou K+. 
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Após a observação das propriedades miorrelaxantes de EEHC e suas frações, 

especialmente, FAE, verificou-se a capacidade de recuperação do tecido, onde os efeitos da 

exposição a essas amostras na responsividade traqueal foram avaliados. Na Figura 45 pode-se 

observar que o efeito da exposição ao EEHC foi reversível, uma vez que, ao final do 

experimento, após sucessivas lavagens com solução fisiológica e a posterior adição de K+ 60 

mM produziu uma resposta contrátil correspondente a 104,71 ± 10,63% da resposta contrátil 

induzida pelo mesmo agente contraturante no início dos experimentos. Enquanto que a adição 

de K+ 60 mM após a exposição à FAE produziu uma resposta contrátil significativamente 

menor (p < 0,001, test t, Rank Sun) correspondente a 3,19 ± 0,97% da resposta contrátil 

induzida pelo K+ no início dos experimentos. 

 

Figura 45 - Efeito da adição de K+ ao banho contendo tecido traqueal de rato após a sua 
exposição à EEHC ou FAE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Representação gráfica do efeito da adição de K+ 60 mM aos anéis de traqueia anteriormente 
expostos a EEHC (n = 4) ou FAE (n = 7). Após a CCE realizada pela adição cumulativa de 
EEHC ou FAE, o tecido foi lavado sucessivas vezes com solução fisiológica e, em seguida, 
adicionou-se K+ 60 mM. Os resultados representam a média ± E.P.M. O símbolo # representa 
significância (p < 0,001, test t, Rank Sum). 
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Diante dos resultados obtidos com as frações de H. courbaril, realizou-se o tratamento 

cromatográfico da fração que apresentou maior eficácia para efeitos miorrelaxantes em 

traqueia de rato, FAE, o que resultou no isolamento e caracterização do flavonóide 

denominado astilbina. Com esse metabólito secundário, foi realizado o protocolo de reversão 

da contração induzida por K+, uma vez que FAE foi mais potente em reverter a contração 

induzida por esse agente contraturante quando comparado à sua ação na contração induzida 

por carbacol. 

Na Figura 46 (pág. 93) pode-se observar que a adição cumulativa de astilbina (1 - 

1000 µg/mL), foi capaz de relaxar parcialmente anéis de traqueia de rato pré-contraídos por 

K+, apresentando relaxamento máximo de 49,8 ± 5,5%. O relaxamento produzido por 

astilbina na contração induzida por K+ foi estatisticamente significante a partir da 

concentração de 100 µg/mL, que, nesse caso, reduziu a resposta contrátil para 75,26 ± 3,7% 

da resposta contrátil observada na sua ausência.  

O tratamento das preparações traqueais pré-contraídas com K+ apenas com o veículo 

(Tween 80) não apresentou resposta significativa quando comparada com a resposta contrátil 

máxima de K+ observada na sua ausência. 
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Figura 46 - Efeito de astilbina (HCC-4) sobre a contração induzida por K+ em traqueia 
isolada de rato 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Representação gráfica do efeito miorrelaxante provocado por adições cumulativas de astilbina 
(HCC-4) (1-1000 µg/mL, n = 7) nas contrações induzidas por K+. O intervalo entre a adição 
de uma concentração e outra foi de cinco minutos. Veículo (Tween, n = 6). Cada ponto 
representa a média ± E.P.M. # p < 0,001, one way, Tukey, quando comparado com o valor 
inicial da contração induzida por K+. 
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5.2.3 Efeito de FAE na curva concentração-efeito induzida pela adição de Ca2+ em traqueia 

isolada de rato mantida em meio sem Ca2+ na presença de acetilcolina 

 

Na ausência de FAE, em preparações traqueais mantidas em meio sem Ca2+, a adição 

de concentrações cumulativas de Ca2+ (0,1 – 50 mM) produziu contrações sustentadas de 

maneira dependente de concentração (p < 0,001, ANOVA, n = 13). Em seguida, realizou-se 

uma nova curva concentração-efeito ao Ca2+, mas agora na presença de 300 µg/mL de FAE. 

Nessa ocasião, foi possível perceber que não houve diferença estatística significativa do valor 

máximo alcançado correspondente a 90,41 ± 11,79% da contração de referência obtida na 

ausência da fração (p > 0,05, Two way, seguido de Holm-Sidak, n = 7). 

 Por outro lado, na presença de 600 µg/mL de FAE, a curva concentração-efeito obtida 

pela adição de concentrações cumulativas de Ca2+ (0,1 – 50 mM) foi reduzida 

significantemente (p < 0,001, Two way, seguido de Holm-Sidak, n = 5) para 44,46 ± 8,44% 

da contração obtida na ausência da fração (Figura 47, pág. 95). 
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Figura 47 - Efeitos de FAE nas contrações induzidas por Ca2+ em músculo liso traqueal 
na presença de ACh (10µM)  e verapamil (10µM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico que representa a ação de FAE 300 µg/mL (círculo preto, n = 7) e 600 µg/mL (círculo 
branco, n = 5) na curva concentração-efeito induzida pela adição cumulativa de CaCl2 (0,1 – 
50 mM). O tempo de exposição de FAE antes da adição de Ca2+ foi de cinco minutos. Os 
resultados foram expressos em porcentagem da contração máxima obtida pela adição 
cumulativa de Ca2+ na ausência da fração como a média ± E.PM. (Curva controle, quadrado 
preto, n = 13) # p < 0,001, two-way ANOVA, seguido de Holm-Sidak, em comparação com o 
controle. 
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5.2.4 Efeito de FAE na curva concentração-efeito induzida pela adição de Ba2+ em traqueia 
isolada de rato mantida em meio sem Ca2+ na presença de acetilcolina 

 Em preparações traqueais mantidas em meio sem Ca2+, a adição cumulativa de Ba2+ 

produziu contrações crescentes e sustentadas de maneira dependente de concentração (p < 

0,001, ANOVA, n = 13). 

Na presença de 300 µg/mL de FAE, a curva concentração-efeito obtida pela adição de 

concentrações cumulativas de Ba2+ (0,1 – 50 mM) foi reduzida significativamente para 46,65 

± 6,12% da contração obtida na ausência da fração (p < 0,001, Two way, seguido de Holm-

Sidak, n = 6); enquanto na presença de 600 µg/mL, o valor máximo alcançado pela adição de 

Ba2+ foi correspondente a 25,34 ± 3,93%, valor significantemente menor do que aquele obtido 

na ausência da fração FAE (p < 0,001, Two way, seguido de Holm-Sidak, n = 6).  

Em experimentos nos quais o verapamil (10 µM) foi usado ao invés de FAE, como 

controle positivo, a resposta máxima alcançada pela adição cumulativa Ba2+ correspondeu a 

9,77 ± 2,29%, valor significantemente menor do que aquele obtido na sua ausência (p < 

0,001, Two way, seguido de Holm-Sidak, n = 6) (Figura 48, pág. 97). 
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Figura 48 - Efeitos de FAE nas contrações induzidas por Ba2+ em músculo liso traqueal 
na presença de ACh (10µM)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Gráfico que representa a ação de FAE 300 µg/mL (quadrado preto, n = 6) e 600 µg/mL 
(círculo branco, n = 6) ou verapamil 10 µM, controle positivo (quadrado branco, n = 6) na 
curva concentração-efeito induzida pela adição cumulativa de BaCl2 (0,1 – 50 mM). O tempo 
de exposição de FAE ou verapamil antes da adição de Ba2+ foi de cinco minutos. Os 
resultados foram expressos em porcentagem da contração máxima obtida pela adição 
cumulativa de Ba2+ na ausência da fração como a média ± E.PM. (Curva controle, círculo 
preto, n = 13) # p < 0,001, two-way ANOVA, seguido de Holm-Sidak, em comparação com o 
controle. 
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5.2.5 Efeito de FAE na CCE induzida por KCl em traqueias isoladas de ratos desafiados ao 
antígeno sensibilizante 

Em tecidos traqueais obtidos de animais pertencentes aos grupos I, II e III foram 

adicionadas concentrações cumulativas de KCl (10 – 140 mM). As respostas contráteis foram 

avaliadas 12 h após o desafio com a ovalbumina. 

Na Figura 49 (pág. 99) pode-se observar que as respostas contráteis ao KCl em anéis 

de traqueia de animais desafiados à OVA (Grupo II) foram significativamente superiores 

(1,23 ± 0,17 g) àquelas obtidas em anéis de traqueia de animais apenas sensibilizados ao 

antígeno (Grupo I, 0,84 ± 0,10 g). Esses valores foram estatisticamente diferentes a partir da 

concentração de 60 mM de KCl  (p < 0,001, Two way, seguido de Holm Sidak, n = 6-12). 

Anéis de traqueia de animais desafiados à OVA e pré-tratados com FAE (Grupo III) 

não apresentaram hiperreatividade ao KCl, uma vez que foram capazes de inibir as contrações 

induzidas por este agente. Tecidos provenientes desse grupo de animais apresentaram um 

valor de contração máxima correspondente a 0,94 ± 0,007 g, significativamente inferior 

àquele apresentado por animais desafiados à OVA (Grupo II). Esses valores foram 

estatisticamente diferentes a partir da concentração de 60 mM de KCl  (p < 0,001, Two way, 

seguido de Holm Sidak, n = 7-6). Além disso, verificou-se que as CCE para o KCl de animais 

do Grupo I e Grupo III não se diferenciaram estatisticamente (p > 0,05, Two way, seguido de 

Holm Sidak, n = 12-7). 
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Figura 49 - Curvas concentração-efeito ao KCl em traqueias isoladas de ratos 
sensibilizados, desafiados e desafiados pré-tratados com FAE  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gráfico que representa o efeito do pré-tratamento com FAE (150 mg/Kg v.o) em animais 
desafiados pela OVA na CCE induzida por KCl (10 – 140 mM). Grupo I (animais 
sensibilizados ao antígeno e desafiados com salina, n = 12), Grupo II (animais sensibilizados 
e desafiados ao antígeno, n = 6) e Grupo III (animais pré-tratados via oral com 150 mg/Kg de 
FAE e desafiados ao antígeno, n = 7). Os resultados foram expressos como a média ± E.PM. 
O símbolo # representa a diferença significativa p < 0,05 (two-way ANOVA, Holm-Sidak) 
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5.2.6 Efeito de FAE na migração de células inflamatórias no lavado broncoalveolar de 
ratos desafiados à ovalbumina 

 Na Figura 50 (pág. 101) pode-se observar a análise dos efeitos de FAE na migração de 

células inflamatórias nas vias aéreas de ratos. Os animais submetidos ao desafio antigênico 

apresentaram um aumento significativo (p < 0,001, test t) na quantidade de células totais 

[Grupo II: 2,28 ± 0,09 (x 103 células / mm3; n = 5)] presentes no LBA em relação ao grupo de 

animais sensibilizados [Grupo I: 0,93 ± 0,20 (x 103 células / mm3; n = 5)]. A Figura 51 (pág. 

102) mostra que esse aumento do número de células foi produzido principalmente pela 

presença de neutrófilos [(Grupo II: 0,50 ± 0,1 (x 103 células / mm3, n = 7)] e eosinófilos 

[(Grupo II: 0,09 ± 0,005 (x 103 células / mm3, n = 7)] cujos incrementos no LBA foram da 

ordem de 1035% e 533%, respectivamente, dos valores encontrados no LBA de animais 

apenas sensibilizados ao antígeno [Grupo I -  Nt: 0,05 ± 0,02 (x 103 células / mm3, n = 6); Eo: 

0,02 ± 0,007, (x 103 células / mm3, n = 6)]. Macrófagos [(Grupo II: 0,78 ± 0,12 (x 103 células 

/ mm3, n = 7)] e linfócitos [(Grupo II: 0,91 ± 0,13 (x 103 células / mm3, n = 7)] produziram 

incremento no LBA de animais desafiados na ordem de 280% e 155%, respectivamente, dos 

valores encontrados no grupo dos animais sensibilizados [(Grupo I -  Mg: 0,28 ± 0,02 (x 103 

células / mm3, n =6 ; Lf: 0,59 ± 0,01 (x 103 células / mm3, n = 6)]. Os valores encontrados 

para o grupo dos animais desafiados com antígeno foram significativamente maiores do que 

aqueles encontrados para os animais desafiados com salina (p < 0,05, teste Rank Sun n = 7-6). 

O pré-tratamento dos animais com FAE na dose de 150 mg/Kg por via oral reduziu 

significativamente (p < 0,001, teste t) o número de células no LBA de 2,28 ± 0,09 (x 103 

células / mm3; n = 5) para 1,08 ± 0,11(x 103 células / mm3; n = 5) nos animais que sofreram o 

desafio antigênico. Além disso, pode-se evidenciar que não houve diferença significativa (p = 

0,55, teste t) entre o grupo de animais que apenas foi sensibilizado ao antígeno e o grupo de 

animais que foi desafiado ao antígeno e pré-tratado com FAE. Na contagem diferencial do 

LBA proveniente de animais desafiados pré-tratados com FAE foi possível perceber uma 

redução significativa (p < 0,05, teste Rank Sun) na quantidade de todos os tipos de células 

avaliadas nesse protocolo quando comparada com a contagem diferencial do LBA de animais 

desafiados. Essa redução, representada na Figura 51 (pág. 103), foi maior para eosinófilos 

[(Grupo III: 0,02 ± 0,003 (x 103 células / mm3, n = 7)] e neutrófilos [(Grupo III: 0,12 ± 0,05 (x 

103 células / mm3, n = 7)]. Macrófagos [(Grupo III: 0,45 ± 0,06 (x 103 células / mm3, n = 7)] e 

linfócitos [(Grupo III: 0,49 ± 0,05 (x 103 células / mm3, n = 7)] também contribuíram para 

redução do número de células no LBA. 
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Figura 50 - Efeito do pré-tratamento com FAE na resposta migratória de células 
inflamatórias em ratos desafiados à ovalbumina  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

Gráfico que representa o efeito do pré-tratamento via oral com FAE (150 mg/kg) na resposta 
migratória de células inflamatórias em ratos desafiados à Ovalbumina. Grupo I (animais 
sensibilizados ao antígeno e desafiados com salina, n = 5), Grupo II (animais sensibilizados e 
desafiados ao antígeno, n = 5) e Grupo III (animais pré-tratados via oral com 150 mg/Kg de 
FAE e desafiados ao antígeno, n = 5). Os dados são expressos em média ± E.P.M. O símbolo 
# representa significância p < 0,001, teste t. 
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Figura 51 - Efeito do pré-tratamento com FAE em animais desafiados à OVA sobre a 
contagem diferencial de células (eosinófilos, macrófagos, neutrófilos e linfócitos) 
presentes no LBA de ratos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico que representa o efeito do pré-tratamento com FAE (150 mg/kg v.o) em animais 
desafiados à OVA sobre a contagem diferencial de células no LBA. Grupo I (animais 
sensibilizados ao antígeno e desafiados com salina, n = 6), Grupo II (animais sensibilizados e 
desafiados ao antígeno, n = 7) e Grupo III (animais pré-tratados via oral com 150 mg/Kg de 
FAE e desafiados ao antígeno, n = 7). Os dados são expressos em média ± E.P.M. a p < 0,05 
em relação ao grupo sensibilizado à ovalbumina (teste Rank Sun),     b p < 0,05 em relação ao 
grupo desafiado ao antígeno (teste Rank Sun). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Hymenaea courbaril L.(Caesalpinoideae) é mais conhecida popularmente no Nordeste 

como “Jatobá”. Suas folhas, raízes e, principalmente, as cascas do caule são utilizados, 

tradicionalmente na medicina popular, em diversos tipos de preparações farmacêuticas como 

infusões, decocções e lambedores para o tratamento de doenças das vias respiratórias, tais 

como a asma (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQE, 2010, VIEIRA, 2011). O presente 

estudo farmacoquímico demonstrou as ações miorrelaxantes e antiespasmódicas de Hymenaea 

courbaril em tecidos isolados de traqueia de ratos, a sua capacidade em inibir a 

hiperreatividade em tecidos submetidos ao desafio antigênico, bem como atribuiu importantes 

propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes a essa planta. A investigação fitoquímica foi 

bioguiada pela atividade miorrelaxante do extrato das cascas do caule, bem como das frações 

obtidas do seu tratamento cromatográfico. Os resultados obtidos dos experimentos realizados 

nesse trabalho mostraram, de maneira inédita, que extrato, frações e astilbina, substância 

química isolada dessa espécie vegetal, apresentaram efeito interessante sobre a musculatura 

lisa traqueal de ratos, sendo o primeiro estudo que relata os efeitos de H. courbaril no trato 

respiratório, corroborando as evidências demonstradas em diversos estudos 

etnofarmacológicos e justificando o uso dessa espécie na medicina popular. 

A composição química das plantas é extremamente complexa, ocorrendo com 

frequência o isolamento de substâncias químicas pertencentes a diferentes classes de 

metabólitos secundários, farmacologicamente ativos ou não. Dessa maneira, para a obtenção 

do extrato vegetal, empregou-se etanol como solvente extrator, uma vez que este é capaz de 

extrair heterosídeos e agliconas em geral presentes na planta. Além disso, selecionou-se a 

remaceração como método extrativo, onde há a renovação do líquido extrator para 

proporcionar o esgotamento da matéria-prima vegetal. Para a obtenção de frações de menor 

complexidade química e enriquecidas de determinadas substâncias, prosseguiu-se com o 

tratamento cromatográfico do extrato etanólico obtido, utilizando-se solventes de polaridades 

crescentes (SIMÕES et al., 2004).  

Além da identificação de flavonóides e triterpenos, posteriormente confirmados com o 

isolamento de astilbina e ácido oleanólico, respectivamente, curiosamente, a abordagem 

fitoquímica revelou teste positivo para digitálicos, através do teste de Kedde, que utiliza um 

derivado nitrato em meio alcalino para identificar as geninas, estruturas presentes nos 
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heterosídeos cardiotônicos. Todavia, outros compostos podem apresentar estruturas 

esteroidais semelhantes à genina e resultarem em teste falso-positivo. Adicionado a isso, até o 

presente momento não foram encontrados na literatura relatos sobre a presença dessa classe 

de substâncias na espécie H. courbaril, bem como também não são relatados casos de 

toxicidade devido ao uso dessa planta (SIMÕES et al., 2004; MATOS, 2009).  

Inicialmente, EEHC e frações foram avaliados quanto ao seu potencial antioxidante 

através da atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila - DPPH•, de 

coloração púrpura, que ao ser reduzido por agentes antioxidantes, forma o composto difenil-

picril-hidrazina, de coloração amarela, causando diminuição nos valores de absorbância. 

Tanto EEHC quanto suas frações, em especial FAE e FM, apresentaram forte atividade 

antioxidante, sendo seus efeitos comparáveis àqueles apresentados pelo Trolox, substância 

utilizada como padrão positivo para tal atividade. Visto que EEHC apresentou o menor valor 

de CI50 pode-se sugerir que deve ocorrer sinergismo de ação entre as substâncias presentes 

nas frações e as outras, presentes no extrato.  Esses resultados corroboram com os resultados 

anteriormente obtidos por Aguiar (2009), que realizou o mesmo ensaio para avaliação do 

potencial antioxidante dos extratos em hexano, em acetato de etila e em metanol das cascas 

dos frutos de Hymenaea courbaril, observando melhor atividade para o extrato metanólico. 

Conhecendo o mecanismo de ação de redução de moléculas de DPPH, bem como as 

principais classes químicas presentes em H. courbaril, pode-se sugerir também que a ação 

antioxidante apresentada pode estar, pelo menos em parte, relacionada à presença de 

compostos com hidroxilas fenólicas disponíveis na planta, assim como a astilbina, isolada de 

FAE (MENSOR et al., 2001). No entanto, a atividade antioxidante que é geralmente 

associada à presença desses compostos fenólicos, também pode ser atribuída à presença de 

outras substâncias químicas como os triterpenóides, a exemplo disso destacam-se os diversos 

estudos que relatam o potencial antioxidante do triterpeno ácido oleanólico, também isolado 

de FAE (SOMOVA et al., 2003; WANG et al., 2010). 

Eosinófilos, neutrófilos e monócitos de sangue periférico, assim como leucócitos de 

vias aéreas de pacientes asmáticos liberam grandes quantidades de espécies reativas de 

oxigênio, principalmente durante os períodos de exacerbação da doença (CHANEZ, et al., 

1990; KANAZAWA et al., 1991; VACHIER et al., 1992; JARJOUR; BUSSE; CALHOUN, 

1992). Esse potencial antioxidante atribuído a H. courbaril é um achado importante, uma vez 

que o aumento desses radicais livres tem sido associado à hiperresponsividade das vias aéreas 

observadas no processo asmático.  
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Posteriormente, verificou-se o potencial miorrelaxante de H. courbaril, em que foi 

possível observar a capacidade de EEHC em reverter parcialmente as contrações induzidas 

por CCh ou KCl na musculatura lisa traqueal de ratos, apresentando relaxamento máximo de 

aproximadamente 50%. As frações também foram submetidas ao mesmo ensaio, sendo FAE a 

mais eficaz, revertendo completamente as contrações induzidas por esses agentes, com 

valores de relaxamento máximo de 95,2 ± 2,9% na contração induzida por CCh e 100 ± 4,1%, 

na contração induzida por KCl.  

Os efeitos miorrelaxantes da fração bioativa, FAE, mostraram ação em ambos os 

acoplamentos, eletro- e farmacomecânico, sugerindo que existem diferentes mecanismos de 

ação envolvidos na atividade apresentada por ela. O carbacol age ligando-se a receptores 

específicos, ROCs, acoplados à proteína G, desencadeando uma série de eventos 

intracelulares que culminam com a ligação de segundos mensageiros a receptores específicos 

na membrana do retículo sarcoplasmático, resultando na liberação de Ca2+ para o citosol 

(SOMLYO et al., 1999; WEBB, 2003). Visto que FAE foi capaz de reverter a contração 

induzida por este agente contraturante,  sugere-se que esta fração age, pelo menos em parte, 

interferindo na ativação de canais de cálcio operados por receptor. Por outro lado, a adição de 

K+ ao meio contendo anéis de traqueia induz um acoplamento eletromecânico através de um 

aumento na concentração do Ca2+ citoplasmático, a partir do influxo desse íon presente no 

meio extracelular, por meio da ativação de VOCs, canais de Ca2+ voltagem-dependentes 

(FOSTER, SMALL, WESTON, 1983).  O efeito miorrelaxante observado no protocolo em 

que se utilizou  KCl como agente contraturante permite sugerir que FAE age, também, 

interferindo na abertura desses canais. Além disso, foi possível observar pelos valores de CI50, 

que FAE se mostrou mais potente em reverter a resposta contrátil induzida por KCl, do que 

aquela induzida por CCh, revelando uma possível ação preferencial sob a resposta contrátil 

induzida eletromecanicamente.  

As alterações provocadas pela adição de EEHC ao banho contendo anéis de traqueia 

foram reversíveis, uma vez que a adição de K+ ao final dos experimentos produziu uma 

resposta contrátil que não se diferenciou estatisticamente da contração obtida inicialmente 

pelo mesmo agente contraturante. Por outro lado, após a exposição de FAE, a adição de alta 

concentração de K+ (60 mM) ao final dos experimentos produziu uma resposta contrátil 

significativamente menor quando comparada à contração produzida inicialmente, revelando 

que o efeito da concentração máxima utilizada de FAE (1000 µg/mL) na contratilidade do 

músculo liso traqueal de ratos foi irreversível, considerando-se o intervalo de tempo (30 min) 

dado para a observação da recuperação do tecido. Essa diferença de ação e potencial 
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miorrelaxante sobre anéis traqueais isolados de ratos apresentada pelo extrato e suas frações, 

em especial FAE, pode está relacionada à diferença de concentração das substâncias com 

potencial para agir sobre canais do tipo VOC presentes no extrato e na fração, uma vez que 

FAE possivelmente apresenta uma ação inibitória preferencial na resposta contrátil induzida 

por meios eletromecânicos.  

Para avaliar a ação de FAE no acoplamento farmacomecânico, foi analisado o efeito 

desta fração no influxo de Ca2+ através dos canais do tipo ROC. Para isso, foram realizados 

experimentos na presença de verapamil, bloqueador de canais de Ca2+ voltagem-dependentes, 

retirando a influência de canais do tipo VOC, de ACh, que ativa canais do tipo ROC, além de 

EGTA, em meio fisiológico isento de cálcio. FAE, na concentração de 300 µg/mL, não foi 

capaz de inibir as contrações nas condições citadas acima, reduzindo a contração produzida 

pela adição cumulativa de Ca2+ somente na maior concentração utilizada experimentalmente, 

600 µg/mL, exibindo, assim, capacidade limitada em inibir as contrações induzidas pelo 

influxo transmembrana de cálcio através de canais de cálcio operados por receptor.  

Posteriormente, para avaliar a ação de FAE no acoplamento eletromecânico, analisou-

se o efeito desta fração no influxo de Ba2+ através dos canais do tipo VOC, visto que este íon 

apresenta uma seletividade em atravessar a membrana através dos VOCs, sendo pouco 

permeável em canais do tipo ROC (CUTHBERT et al., 1994; MURRAY; KOTLIKOFF, 

1991). Diferente do resultado apresentado no protocolo anterior, FAE foi capaz de inibir as 

contrações nessas condições experimentais logo na menor concentração utilizada, 300 µg/mL. 

Além disso, FAE, na concentração de 600 µg/mL, reduziu as contrações induzidas pela adição 

cumulativa de Ba2+ em aproximadamente 72%, de maneira semelhante ao verapamil (10µM), 

bloqueador de canais de Ca2+ voltagem-dependentes do tipo L, que reduziu a resposta 

contrátil ao Ba2+ em aproximadamente 88% (TOWART; SCHRAMM, 1984). Dessa maneira, 

pode-se sugerir que a maior parte da atividade antiespasmódica dessa fração seja mediada 

pela diminuição do influxo de Ca2+ através dos VOCs, envolvendo uma ação preferencial nas 

respostas contráteis iniciadas por acoplamento eletromecânico. 

 No processo asmático, ocorre um aumento na expressão de componentes 

inflamatórios, caracterizado por hiperresponsividade bronquial, resultante da capacidade das 

vias aéreas em responder excessivamente a estímulos específicos e inespecíficos (EPSTEIN, 

2004). Uma vez que H. courbaril tem sido usada tradicionalmente para o tratamento de 

afecções respiratórias tais como a asma, o presente estudo empregou protocolo experimental 

que mimetiza o processo asmático num modelo em que a ovalbumina é o antígeno que 

desencadeia a sensibilização. O procedimento de broncoprovocação pela repetição da 
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exposição do animal sensibilizado ao antígeno por inalação corresponde a um modelo de 

asma precoce, sendo caracterizada pelo desencadeamento da resposta broncoconstritora após 

a reapresentação ao antígeno (ELWOOD, et al., 1991).   

Na execução desse protocolo foi possível observar a hiperresponsividade das vias 

aéreas como consequência da provocação antigênica, uma vez que as respostas contráteis ao 

KCl em anéis de traqueia de animais desafiados à OVA foram significativamente superiores 

àquelas obtidas em anéis de traqueia de animais sensibilizados ao antígeno e desafiados com 

salina. Esses dados corroboram os achados por Moura (2004) que demonstram, em ratos, que 

a hiperresponsividade induzida pela sensibilização e desafio antigênico leva a um aumento na 

responsividade contrátil em resposta à entrada de cálcio extracelular, através de uma alteração 

da permeabilidade de canais iônicos, VOC ou ROC, sendo este efeito mais evidenciado na 

resposta contrátil induzida eletromecanicamente.  (MOURA et al., 2005).  

No presente estudo, o pré-tratamento via oral de animais com 150 mg/Kg de FAE, 

sendo estes em seguida, desafiados à OVA, foi capaz de reduzir de maneira significativa as 

contrações traqueais induzidas por K+ . Além disso, as curvas concentração-efeito obtidas pela 

adição de K+ de anéis traqueais de animais desafiados pré-tratados com a fração e de animais 

apenas sensibilizados apresentaram amplitudes semelhantes, que não se diferenciaram 

estatisticamente. Dessa maneira, pode-se sugerir que FAE foi capaz de prevenir a 

hiperresponsividade das vias aéreas de animais que estavam sob processo asmático.  

Em modelos experimentais que mimetizam o processo asmático, ratos desenvolvem 

uma síndrome clínica que se assemelha à asma alérgica, caracterizada principalmente por 

inflamação eosinofílica pulmonar (EPSTEIN, 2004). Peták et al. (2010) em estudo que 

avaliou o influxo de células para o lavado broncoalveolar de ratos expostos a diferentes tipos 

de desafio antigênico com ovalbumina, demonstraram que inalações repetidas de OVA após a 

injeção intraperitoneal do alérgeno induz um influxo de células inflamatórias, especialmente 

eosinófilos, no lavado broncoalveolar. Diversos estudos clínicos tem mostrado que as 

exacerbações agudas da asma grave estão associadas ao recrutamento e ativação de 

neutrófilos nas vias aéreas (LINDÉN, 2001). Dessa maneira, foi considerado importante 

investigar o efeito de FAE nos eventos inflamatórios evocados pela provocação com 

ovalbumina, através da análise do conteúdo celular no lavado broncoalveolar. 

No presente estudo, os animais desafiados ao antígeno apresentaram um incremento 

no número total de células inflamatórias quando comparados aos animais apenas 

sensibilizados ao antígeno.  Esse efeito foi produzido, principalmente, pelo aumento no 

número de neutrófilos e eosinófilos na contagem diferencial. Por outro lado, o pré-tratamento 
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por via oral com FAE de animais desafiados ao antígeno reduziu significativamente a 

quantidade de células totais e diferenciais no lavado broncoalveolar quando comparado ao 

grupo de animais que sofreu o desafio antigênico, indicando que esta fração além de possuir 

atividade miorrelaxante e antiespasmódica, também inibe a migração de células inflamatórias 

nas vias aéreas em modelo experimental que mimetiza o processo asmático. Essa redução na 

quantidade de células no LBA para valores que não se diferenciaram estatisticamente 

daqueles observados no grupo de animais sensibilizados ao antígeno se deu, principalmente, 

pela diminuição no número de eosinófilos e neutrófilos. Uma vez que a inflamação pode 

induzir alterações no aparelho contrátil, contribuindo para o aparecimento de 

hiperresponsividade das vias aéreas, a análise em conjunto dos resultados obtidos com os 

protocolos que mimetizaram o processo asmático, permite sugerir que FAE, usada 

previamente no tratamento in vivo, possui potencial efeito anti-inflamatório (FERNANDES et 

al., 2003). 

Neutrófilos podem liberar fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), uma citocina pró-

inflamatória que se encontra aumentada em vias aéreas asmáticas e é capaz de causar 

hiperresponsividade brônquica (LINDÉN, 2001). Enquanto que eosinófilos migram através 

do endotélio vascular, aderem no epitélio das vias aéreas, e liberam produtos tóxicos tais 

como a peroxidase eosinofílica, que podem causar dano epitelial (BUSSE; SEDGWICK, 

1992, MAUAD et al., 2000). Conforme mencionado anteriormente, as características 

fundamentais de asma brônquica incluem eosinofilia tecidual e esse mecanismo de 

recrutamento celular parece está sob a regulação de citocinas que são derivadas de linfócitos 

do tipo T (DURHAM; TILL; CORRIGAN, 2000). Já os macrófagos parecem estar 

inadequadamente ativados durante o processo asmático e tem como resposta celular a 

liberação de citocinas, elastase e metaloproteases, que podem degradar os componentes da 

matriz extracelular (MAUAD et al., 2000, MOREIRA; HOGABOAM, 2011).  

A possibilidade de que o tratamento via oral com FAE seja potencialmente capaz de 

prevenir a inflamação alérgica nas vias respiratórias através da inibição da do recrutamento de 

células inflamatórias para as vias aéreas e, por consequência, reduzir a liberação de oxidantes 

e outros mediadores inflamatórios é particularmente interessante para o tratamento de doenças 

inflamatórias das vias respiratórias, contudo são necessários ensaios que demonstrem como se 

dá a ação de FAE na produção e liberação desses agentes inflamatórios. 

Alguns estudos tem demonstrado o potencial miorrelaxante e antiasmático de 

flavonóides. Leal et al. (2006), mostraram que  isocampferídeo, um flavonóide  presente nas 

cascas do caule de Amburana cearensis, apresenta atividade relaxante sobre traqueia isolada 
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de cobaias, que parece ser mediada através de canais de potássio sensíveis ao Ca2+ e ao ATP.  

O flavonóide hispidulina, isolado de Clerodendrum petasites através de um estudo bioguiado, 

também apresentou forte atividade broncodiltatadora (HAZEKAMP, VERPOORTE, 

PANTHONG, 2001). Isoliquiritigenina isolada de Glycyrrhiza glabra também relaxa anéis 

traqueais de cobaia através de múltiplas ações intracelulares, incluindo a ativação de 

guanilatociclase, inibição de fosfodiesterase e ativação da cascata de sinalização da proteína 

quinase dependente de GMPc (LIU et al., 2008). Quercetina e rutina exibiram suas atividades 

antiasmáticas inibindo a produção de histamina, fosfolipase A2 e peroxidase eosinofílica, e o 

recrutamento de leucócitos, principalmente, neutrófilos e eosinófilos, respectivamente (JUNG 

et al., 2007). 

Após a investigação dos efeitos de FAE na musculatura lisa traqueal de ratos, dos seus 

efeitos anti-inflamatório e antioxidante, foi realizada a avaliação do efeito de astilbina, 

flavonóide isolado a partir do tratamento cromatográfico desta fração, na contração induzida 

por alta concentração de KCl, objetivando associar a sua atividade farmacológica com aquela 

apresentada por FAE e dessa maneira, tentar explicar o potencial terapêutico da planta 

medicinal ou de suas frações a partir da compreensão das propriedades terapêuticas dos seus 

constituintes (VASCONCELLOS et al., 2002).  

No presente estudo, a adição de concentrações cumulativas de astilbina foi capaz de 

reverter aproximadamente 50% da contração induzida por K+. Esse resultado permite afirmar 

que astilbina apresenta atividade relaxante sobre músculo liso traqueal de ratos e que esta 

substância é responsável, pelo menos em parte, pela atividade miorrelaxante apresentada por 

FAE. 

Astilbina foi anteriormente isolada das folhas de H. courbaril (ARTAVIA; BARROS; 

CASTRO, 1995). Em estudo bioguiado realizado por Moulari et al. (2006), esse composto foi 

isolado das folhas de Harungana madasgascariensis e avaliado quanto à sua atividade 

antimicrobiana, apresentando alto potencial antimicrobiano sobre bactérias Gram-negativas 

(Acinetobacter sp., Moraxella sp.) e Gram-positivas (Micrococcus luteus, Staphylococcus 

epidermidis). Outros estudos evidenciaram que astilbina apresenta atividade inibitória sobre a 

enzima conversora de angiotensina e essa atividade não diferiu daquela apresentada pelo 

captopril, fármaco usado como controle positivo, mostrando seu alto potencial anti-

hipertensivo (LUCAS-FILHO et al., 2010).  

É válido salientar que a astilbina também foi isolada a partir da fração acetato de etila 

do extrato etanólico total do rizoma de Smilax china e teve a sua atividade antioxidante 

avaliada através de modelos in vitro, tais como DPPH e óxido nítrico, sendo possível observar 
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potenciais aplicações desse flavonóide como forte agente antioxidante (VIJAYALAKSHMI et 

al., 2011). 

Huang et al. (2011) isolaram esse composto das folhas de Engelhardia roxburghiana e 

demonstram sua atividade anti-inflamatória através dos efeitos inibitórios na expressão de 

fatores inflamatórios como Interleucinas-1 e 10 e TNF-α, bem como na expressão de RNA 

mensageiro da enzima COX-2, que promove a conversão do ácido araquidônico em 

prostaglandinas, substâncias que regulam vários processos patofisiológicos, incluindo as 

reações inflamatórias (SMITH; LANGENBACH, 2001). Novos tratamentos para asma grave 

são desenvolvidos tendo como alvo citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, a inibição da 

expressão de TNF-α e como foi citado anteriormente, por exemplo, pode ser um alvo 

interessante uma vez que este tem a sua expressão aumentada tanto no LBA como no interior 

das vias aéreas de pacientes com asma grave (HOWARTH et al., 2005) e desempenha um 

papel importante na indução de HRB (THOMAS; YATES; BARNES, 1995), e  na 

hipersecreção de muco (LEVINE et al., 1995). Dessa maneira, a avaliação farmacológica 

preliminar de astilbina combinado aos dados etnofarmacológicos sobre o uso de H. courbaril 

faz desse flavonóide um bom candidato a investigações futuras acerca do seu potencial 

miorrelaxante e anti-inflamatório. 

Do tratamento cromatográfico de FAE, obteve-se também ácido oleanólico (HCC-5), 

que no melhor dos nossos conhecimentos está sendo relatado pela primeira vez no gênero 

Hymenaea. Todavia, não foi possível verificar a participação do ácido oleanólico nos efeitos 

miorrelaxantes apresentados pela fração (FAE) devido à pequena quantidade obtida no 

processo de isolamento. A avaliação do seu potencial miorrelaxante sobre traqueia isolada de 

ratos constitui um dos objetivos futuros e para esta ocasião foi considerado importante 

discorrer acerca do seu potencial farmacológico já descrito na literatura. 

Uma das importantes propriedades farmacológicas atribuídas ao ácido oleanólico é o 

seu efeito hepatoprotetor. Tem sido demonstrado que este triterpeno não só é eficaz em 

proteger o fígado de lesões agudas induzidas quimicamente, mas também o protege de fibrose 

e cirrose, causada por doenças hepáticas crônicas (LIU, 1995, 2005; REISMAN; 

ALEKSUNES; KLAASSEN, 2009; WANG et al., 2010). É também relatado que exerce 

atividade anti-cancerígena e anti-inflamatória (DZUBAK et al., 2006; PETRONELLI; 

PANNITTERI; TESTA, 2009).  

Outros estudos demonstraram atividades biológicas interessantes atribuídas a este 

composto que podem corroborar os resultados obtidos nos ensaios miorrelaxantes, anti-

inflamatórios e antioxidantes apresentados por FAE no presente trabalho. Singh et al. (1992) 
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demonstraram que o ácido oleanólico exibe atividade anti-inflamatória em modelos 

experimentais in vivo tais como edema de pata induzido por carragenina e dextrano, através 

da redução do volume de esxudato e inibição da infiltração de leucócitos para o local da 

inflamação. Seus efeitos anti-inflamatórios também foram demonstrados através da inibição 

da degranulação de mastócitos (DAI et al., 1989). Ácido oleanólico também foi capaz de 

produzir resposta relaxante em anéis de aorta pré-contraídas por fenilefrina (RODRIGUEZ-

RODRIGUEZ; GONZALEZ; RUIZ-GUTIMVEZ, 2004), além dos inúmeros estudos que 

comprovam o seu potencial antioxidante já citados anteriormente (SOMOVA et al., 2003; 

WANG et al., 2010). Esse triterpenóide apresentou importante atividade antiasmática em 

modelo experimental de asma com cobaias através da diminuição da resistência ao fluxo 

aéreo, bem como pela inibição do recrutamento de eosinófilos e liberação de mediadores 

inflamatórios como histamina, fosfolipase A2 e peroxidase eosinofílica nos pulmões (LEE; 

MOON; KIM, 2010).  

É particularmente interessante que compostos fenólicos como a astilbina, e 

triterpenóides como o ácido oleanólico, presentes na fração bioativa de H. courbaril 

combinem efeitos do tipo antioxidante, anti-inflamatório, miorrelaxante e antiasmático, uma 

vez que o “Jatobá” tem sido usado na medicina tradicional para o tratamento de afecções 

respiratórias com envolvimento inflamatório, tais como a asma. 
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7 CONCLUSÕES 

 Os resultados obtidos com o estudo farmacoquímico de H. courbaril permitiram as 

seguintes conclusões: 

• A abordagem fitoquímica da planta revelou, principalmente, a presença de polifenóis 

como flavonóides e taninos, bem como antociânicos, triterpenóides e saponinas; 

 

• EEHC, FD, FDAE, FAE e FM apresentaram atividade sequestradora de radicais livres, 

sendo EEHC a amostra com maior eficácia, revelando a presença de constituintes 

químicos com alto potencial antioxidante; 

 
• EEHC e frações apresentam efeito miorrelaxante sobre traqueia isolada de rato, sendo 

FAE a mais eficaz em reverter as contrações induzidas por CCh e K+; 

 

• FAE parece agir de maneira preferencial na resposta contrátil induzida por 

acoplamento eletromecânico e o seu efeito na contratilidade do músculo liso traqueal 

de ratos foi irreversível, considerando-se a concentração máxima de 1000 µg/mL e o 

intervalo de tempo (30 min) dado para a observação da recuperação do tecido; 

 

• O tratamento prévio com FAE de animais desafiados à ovalbumina reduziu a 

hiperresponsividade das vias aéreas provocada por KCl, bem como reduziu o processo 

inflamatório através da interferência no processo de migração celular, com a 

diminuição, em particular, da eosinofilia e neutrofilia; 

 

• Astilbina, isolada de FAE, apresenta atividade relaxante sobre músculo liso traqueal 

de ratos, sendo responsável, pelo menos em parte, pela atividade miorrelaxante 

apresentada pela fração; 

 
• Ácido oleanólico, pela primeira vez isolado do gênero Hymenaea, combina efeitos 

farmacológicos interessantes  descritos na literatura, que tornam essa substância uma 

boa candidata a investigações futuras em relação aos seus efeitos no trato respiratório. 
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Os resultados obtidos no presente trabalho forneceram evidências científicas de que H. 

courbaril apresenta potenciais efeitos miorrelaxante, anti-inflamatório e antioxidante, se 

constituindo no passo inicial da investigação do potencial químico e farmacológico dessa 

espécie, sendo necessários estudos interdisciplinares adicionais para maiores esclarecimentos 

acerca da natureza química da sua fração bioativa, FAE, bem como do seu mecanismo de 

ação no trato respiratório. 
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